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INTRODUCCION 

El trabajo 8iguiente 6S una reoopilaoión de datos 80bre la vitami­

na ElE' en lo que respeota a su Historia, propiedades, us os y aná­

ltsis; a jin de que per80nas interesadas en su estudio puedan enoo~ 

trar en 11, la informaoión que les~a útil. 

Desde que en el año 1913 apareoió el oonoepto de vitamina, muoho ~e 

ha dioho sobre la importanoia de estos oompuestos, el papel que de-

8empeñan en el metabolisMO animal y vegetal, dónde 8e ~nouentran en 

mayor oantidad, eto. 

Con el transour8o del tiempo muohas de estas dudas han sido aola~a­

dasj existiendo oasos que por lo reoiente de su desoubrimiento no 

ha sido p08ible realizar el número de investigaoiones neoesarias ~ 

ra dejar satisjeohos 108 requerimientos oientij(jicos. Ello trae 

consigo un aproveohamiento menos ventajoso y a veoe8 hasta un des~ 

cho total de la8 fuentes de esas vitaminas. 

Á e8te oaso perteneoen muohas de las vitaminas del oompl~jo E, y de 

manera muy espeoial la que ha sido desoubierta mas reoientemente, 

la vitamina ElE (Cobalamina), descubierta casi simultáneamente por 

Smtth en Inglaterra y por Riokes y F.~lker8 en los Estados Unidos, 

en el año 1948 trabajando en los prinoipios anttanlmioos del h{g~­

do de res. 

Estudio8 posteriores sobre la serie de sustancias oonooidas oomo o~ 

balamina y variedades de la misma, llevaron a oonc1usione8 sobre la 

importancia nutrioional de estos agentes y ~l efecto terapéuttoo de 

ellos sobre diversos tipos de anemia, alguno8 de los ouales eran pr~ 

blema8 patológioos de difioi1 ouración. 
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P08tert o rw~nte s e oomprob6 la acoi6n de éstas vitaminas sobre 

otras flmfermedades animales y humanas y su efeoto en el meta­

bolt~rm.o de prótidos, glúoidos y l(pidos. 

El objeto del s i guiente trabajo e8 la de estudiar la relación 

del nivel t~~ispensable} para el correcto funcionamiento del 

organ ismo humano y animal, el electo de su carencia como co ns~ 

CU6n06 enfe~dad de algunos sistemas de prepa raci ón. Como ~ 

dí o para la inoorporac ión neol1tsaria 00111.0 faotor vi tam.{ni co al 

orgemis7lW. 
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H.IS'1'ORI! 

Haoia 1948 p dos ~8ou~la8: la de Rickes (en A~rtoa) y la 

de LeBte~ 8mtth (Inglaterra) culminaron una serie de t~ 

bajos oo~ la obterwi6n y atslaaiento de la v itamina 812 dg 

extraotos hepdttoos. Este producto crtstaltnc p de oolor 

rojo 0071'1.0 compuesto de cobalto p hab(a de oonstde ,.a l'~~.1G en 

86gutda oomo el "Jactor extr(nseoo anttanlmioo". Pooo ttt6m.p4 

de8jJll,18 Ccsstle pro]JM8o el nombre de I:faoto.,. extp'f'fUI€Joo" El el'4~ 

ttd su ollebY"'e teo'f"{a 6S deotr, que el "faotop· exi;r(MéJ OO n 

6xg8t~nto en ~l Jugo g4strioo no~l act~ sobre ~l Jaotor 

tntr(nseoo que e~tBte en 108 alimentos para produotr el 

prtnctpteJ antt i2n4mg oo que Be aliUtoena (j?n el h(gado. Hoy 89:. 

b~mo8 que el factor @ztr(ns6oo es de heoho la vtt~~ina B12• 

ES una vgtamtna r~~y extendtda en la naturale~a, de origen 

.torobtológioo, Yª bajo la jo~ ciano o de htaroxooobalam1-

1'WUJ, ~í'I. lJ91.1ttplrJ8 drgo;fi,08 de animales (hígadO, rotñón, e.stó­

mago, leoh@,yo~ d~ huevos, que8o, harina de 80y~ &t04)' a­

al oomo sn oulttv@$ de dtv~r8G8 baoterias y hongos y áún, lo 

que ~8 má8 curioso, en las misma8 ~CG8 de enfermes oon ane­

m.ia perniciosa (fruta d13 absoroión en ellos, al care06r de 

jactor tntr(n&6co). L08 vegetales no la contienen praotio~ 

Rente. SUB soluoiones son de un bello oolor rojo uto14oeo, 

con intensidad, en {ntt~ relaoión oon la oonoentraotón vtta 

m(oa e Pronto &e demostr6 que la vttamtna B12 ten(a gran po­

tencia para 8u80ttar oOR;U8ta remtst6n h$matológioa y neuro-

lL,../_,.. __ 1_ ~ ___ ./ _ ____ <1_,,_ ..... _ .. , _ ... ,_ ... __ .dII"'<l~",-w ~~ _',.."WIo;v¡ft ifII 
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PROPIEDAlJES FI SICOQUII1ICAS 

~un 88 desoonooe la fórmula estruotural oompleta de la vitamina 

B12. Su oomposioión qu(mioa ap~oximada 8S e 61-64 II 86- 92 N 

l4 ¿ 13-P Co. Su peso molecular es al~edBdor de 1300. Es una 

sustanoia que apareoe en oristales aoioulares rojos que ti ene a­

proximada,~nte 4.5% de oobalto, en enlaoe oobal ente y no tón ioo; 

el oolo r ro jo guarda relación oon el oomplejo de coo rdi nac ión de 

cobalto . Se han identificado varios f~agmentos d~ l a mol écuJ a¡ 

5.6 dt lTl.8ttlbencimidas o en enlaoe gluoos(dico oo n. una molécula 

de rtbosa (en posioidn 1), a su vez fos/oruda en C2 Ó 03' 2 re­

stduos de am i nofranol y un grupo etano. El IV en la posioión 3 

del núoleo de benoimidazol estd unido en ooordinación con el á­

tomo de oobal too El CN está unido al oobal too La T/W.Zloula es 

diamagnlt ioa, 10 que indica que el oobalto es triva1ente . Los 

datos ana1 ( ticos sustentan las teor{as recientes sobre su fó~ 

la est ructural y as{ se ha planteado que en la vitamina E12 de­

ben ex i s ti r amidas oarbox{licas por su oomportamiento ante la 

hidról isis oon áoidos y d1ca1is y que es imposible que exista 

un enl aoe di r ec to Co-O-P-, po~ su oomportamiento a los rayos X, 

Su anal og(a oon otros produotos naturales, sugiere que el pues­

to ent re el grupo fosfátioo y el resto de la molécula debe ser 

un amt nof r of ano1. También se sospeoha por su efeoto hematoló­

gtco que l a parte básioa de la mo1éoula tiene estruotura de fo~ 

forina o po1i - pirrol: Pero existen dudas en ese sentido, debi­

do a l a ausencia de una banda de Soret en el espectro de absor­

oión de la vitamina y la no formaoión de mal~tnimidas por oxida 

ción. 

Los m.e l;a1es pesados y 108 reductores y oxidantes Jue <r t es de .':s t11:. 

yen la aotividad de la vitamina B12, pero no se altera si se o~ 

lienta en aut oclave a 121 9C por pooo tiempo. Se ha preparado 

vitamina B1200n cobalto y fósforo radioactivos por bios(ntesis 

o en la p ila nuo1ea~¡ esta sustancia ha tenido gran utilidad en 
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FORNA y COLOR i 

Ori s taliza ~n agujas de oolor rojo vivo. 

PUNTO DE FUSION: 

Los orts tal 4l8 se oscurecen a 2109 - 220 9 oo n punto de fus i6n 

po r de bajo d~ 300 9 C. 

SOLUBILIDA.D: 

Soluble en alcohol e insoluble en acetona, clorofonno y éter. 

Un gramo se disuelve en 80 mls~ de agua. 

ESTABILIDAlJ: 

Te nnostabl e en solución acuosa. Estabilidad máxima a un pH 

d41 4.5-5. Inaotivado por dotdos y ~calt s. 

FOP,j{[fL.A. QUIMIC.A.: 

ESTRUCTU~ QUIMICA: (ver figura adjunta) 

IY.0JlfENCLATURA: 

El grupo oi ano de la molécula de vi ta.mtna B12 es t á 1 tgado d~ 

mane ra tan f irme al cobalto, que no puede ser separado ni su~ 

t ttu{do por otros radioales. Sin eN la mol/cul a S6 denomina 

co balamina y la que posee ~ Be llama cianocobal amina. La d4l­

nom inación B12 s e emplea como sinónimo de ci anocobalamtna, aun 
que muchas sustancias congéneres poseen activi dades de vitami­

na B12• EXiste toda una familia de coba1aminas naturales y de 

s {ntesis, según el radical que sustituye al CN. La vitamina 

B12 es la hidroxícoba1amina (acuocoba1am ina) en la que el ra­

d i cal CN es reemplazado por un OH; la vitamina B12aoes la Jor-
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ma aaJ¡{dra de la E12bo Cuando el radical eN es r~emp1aEado por 

N02, S6 produoe la vi tamina B12c o nitrocobalam ina. La 8UStan 

ota originalmente de scrita como vitamina B12d. es, en realidad 

B12b. Hay otras oobala.tnas: Dictanocobal ami na , tioo i ana t aco­

balaatnas , olorodobal amina y sulfitocobal amina. Se ha estudia­

do l a act i v idad hema topoyét i oa y neuro tróp i ca de l a. vi ta.mina. B12, 

B12c en pacientes de anemia perniciosa en reca (da, y s e ha desc~ 

bi~rto que poseen m.ds o menos la misma act i vidad que l a e i anoco­

balami na. 
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FUEN1'ES NATURALES lJE OBTENCION 

La cianocobalamina es la prime ra sustancia orgánica natu ~al 

indispensable para la vida en la que S6 ha encontrado cobalto 

A peso igual a la cianocobalamina es la más activa d~ todas 

las vitaminas conocidas. La única fUente natural de un com­

puIJ8to es la actividad 1Utabl1 ioa. de 108 7Jlioroorgan~ smos/ n.o 

hay prue bas de que sea elaborada en los tejidos de ani"wU es 

y vegetales superiores. Casi no existe en los produc tos ve­

getales excepto en las algas, vegetales de vida aC"lMit ioa y 

se sospeoha que el alto oontenido que suelen p resentar 108 ~ 

nimales aouáticos se debe preci s ament e a la tngest i6n d e 108 

rsltJridoB vege tales; la existencia de cianocoba.Zamina en 1 08 

tejidos ani ~~le8 se debe a la s(ntaste microb iana en el tubo 

digestivo . Por ejemplo, la llora baoteriana de la fanja de 

los rumiantes produce vitamina B12; para el proceso , se neo~ 

sita cobalto y la deficiencia de cobalto en los rumiantes es 

en realidad, de ficiencia de vitamina B12. En el hombre la 

s(ntesis de la vitamina se efectúa principalmente en el inte~ 

tino grueso, lugar en el que no se absorbe. Las heces dl8 los 

a.nimal es y el hom.bre su~len tener g¡ -an cant idad de vi t o .. mina 

B12. Las personas normales y las pacientes de anemia pe.rni­

ciosa ~xoretan por las heces unos 5 microgramos de vitamina 

B1 2 al d(a. 

La cianooobalamina natural está combinada con prote(nas y su~ 

le ser metabó1icamente inactiva hasta que la combinación es 

disociada por color o proteólisis. La conoent raci6n de vita­

minas en diversos produotos animales y vegetales 8S bastante 

baja; por ejemplo, el h(gado fresco poslJe menos de una parte 

por mil16n (al rededor de 500 m,gs. por tonelada); la misma cO!3; 

centrac i 6n hay en el 1 (quido de feT'lMntac i 671. de la.s espec ies 

de Streptomyces empleadas en el co~rcio oomo fuente abundan­

te y barata de c ianocoba1ami n.a . 
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Son rioos en la vitamina las almejas, ~1 oontenido de la pa~ 

za del oarnero y las heoes de algunos animales: Hay una co~ 

oentracíón intermedia en negado, riñón y oorazón de ternera, 

oordero y vaoa; existe en pequeña cantidad en la carn8 de cae 

Mr'o, de res vaouno, oerdo y pollo, en la yema de huevo, alg!:f. 

nos quesos y la mayor parte de las hortalizas; en la leohe s~ 

lo hay huellas de ctanocoba1am.ina¡ la 1eohe hu¡nana posee sol!!! 

mente 0.4 m.cgs. por litro. El músoulo de vaoa POS8€ de 2 a 

10 mcgs. de vitamina B12 por 100 g8. cosa que explica su oo~ 

tenido de factor extr{nseoo de Castl~ identifioado como cian~ 

coba1 amina. 

La baja concentraoión de la vitamina B12 en el negado de mami 
fero8 hace pensar que el efeoto anttanlmtco del h(gado entero 

administrado por v{a oral, observado inioia1mente por Minot y 

Murp1y en 1926, 6S atribuible en gran parte al tÍoido Jólioo y 

no a la oi anocoba1amina, la que es i.nefioaz administrada oral­

m.ente a las dosis que posee el h{gado empleado; muohos años 

después se demostró que el áoido fólioo tiene efeoto hematopo­

yltioo similar al del extracto hepátioo en la anemia megalob1d~ 

tica. 
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FUNCIONES HETILBOLICAS 

Laa vitaminas B12 ~j~ro~n num~rosos efgotos importan tes 1:1 di­

J.rent~s sobr~ el organismo de los mame/eros. La otano ooba1~ 

mina ss indispensable para la nutrioi6n y el orecimi en to no¡q­

mal. For OO7L8tgut~nte, nada tiene de extraño que 8~ neoe8t te 

una oant idad 6ptima d~ la vi tamina para _ .~1 /unoi ono.m.ie nto d~ 

un tejtdo tan activo y d~ tan r4pida regeneraoión co mo la mé­
dula ósea, que en el hombre normal produoe 200.00 0&000 de Bri 

trooitos por minuto; también es oomprensible que la de fio ien­

oia vitam(nica s. re/1ej_e prontamente en la hematopoYfiSi8 an0.c. 

m.a1. La oianooobalamina e8 indispensable par'a la he'J'lw. topoye­

sts normal po r su inte rvención en l a s(ntes is de nuol~oprotef 

nas y dctdo ru.wl e ico, que al trastornarse puede acusa r anemia 

lftIloroo(tica m.ega10b1ástica como la caraote r{stioa de la anemia 

perntcioaa. 

La oianooobalamina es esencial no solamente para la f~duraoi6n 

nor..al d~ los 8ritrobJ~to8, sino tambiln para la madurao ión 

ds lCUI oélulas epi tel ialss; por ejemplo, 10B pao ientas con re­

oidiva d. anemia perniciosa presentan anormali dades oaraoter{~ 

ttoas de las e/lulas de la muoosa g4strica 1:1 oral , 10 que no se 

observa en los enfermos con re=tsión terapeútioa~ L08 antwa1~s 

oon defioiencia d~ cianocobalamtna sufren reduooi6n de la baso­

jil ta ci toplásmica 11 del ác ido rtbonuo1~ ico (en l ruJ o/lulas he­

p4ticas ¡¡ pancreáticas). La deficiencia de Rtbonuoleopro.'t·c{na 

68 corregida por la ad=inistraoión de vitami na B12~ 

Áunque la cianoooba1amina es importante para el cnoec tmiento de 

diversas especies animales ( oerdo, pollo, rata, et o~ ) y para 

la ~sta 1:1 la incubabi1idad de los huevos ouando la d teta 68 

de/ioiente, la afirmación de que favo r eoe el oreoiT/d en.to de 

108 niños no ha sido d~mostrado con rigor. La vitamina tampo­

co o/reoe rá el ritmo de crecimiento d~ los niños prematuros. 

Qutz~8 ~stos heohos sean simplem.ente traduoción, de que el in-
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grtJ80 alimenticio de cianooobalamina suele ssr sufioiente, 

si no falta un factor condicionante necB8ario para su ab­

sorción o util izactón, como el factor gástri co i ntY' fnae co 

de Castle , por ejemplo$ 

La ctanocobalamina tambiln tiene importante aco~: 6n n .. ::U f 'O­

trópica. Es indispensable para los procesos me tauCl icoa 

.ncargados de la integridad funoional de las ftb r'as mi el! 

nica8 del sistema nervioso oentral y pertftrico. En la ~ 

n.emia perniciosa del hombre, no son rares las nez.lropa.t{as 

periféri oas la esolerosis postero lateral de la mldtua es­

p i nal 11 las al teraotones mentales. 

La vitamina B12 tambiln posee efecto hipotrójico . En cier­

tas oircunstancias, oorrige o previene la infilt raci ón gra­

sa dsl h(gado causada por al imentación deficiente y protegtJ 

contra ciertos tipos de lesiones hepáticas provocada por a­

gentes t6xicos. Este efecto protector guarda relaoión oon 

la acoión de la vitamina sobre 10,8 reacoiones de trans~tt­

laci6n 11 sobre la btos!ntesi8 11 el metabolismo de los méto­

dos lábile8 y posiblemente de algunos otros fragmentos uni­

carbonados. E~ertmentos efectuados en h!gado de rata defi 

oient. en cianooobalamina indioan que la transmetilactón n~ 

otJsita la vitamina amo oofaotor o precursor. La oonserva-­

oión en sBrina requiere vitamina B12 11 dotdo j61iooj la 8(~ 

tesis de metionina a partir de la homooistina (por introdu~ 

ci6n de un radioal metilo tras conver8i6n de la homooisttna 

en homooi8tétna) n60esita cíanooobalamína . Como ~l áoido 

fólico, la vitam.ina B12 participa en la utilizaoión de Fragme11. 

tos unioarbonado8j amba8 sustancias penfttten el crecimiento 

de animales (pOllOS, ratas) sometidos a alimentaci6n oorre~ 

ta de metilo lt!bil 11 que tieM hem.ocistina como preou7'sor 

dB la m4tioninaj este efecto 8e debe a que favorecen la uti 
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La oianooobalamina está enoargada de mantene r en forma redu­

oida sulfhidr{lioosj esta forma es neoesaria para el funoio­

namiento de muoh08 8tst~ma8 enziaátioos S-O- activados. 

La vitamina estimula la reduoción de los grupos $-S y re tar­

da la oxidación de las radiales B-O. 1)$ este m.odo, ja~)orece 

la foraaoión de metionina disminuyendo la oxida~l 6n del radl 

00.1 S-O de la HO'ftOoiateina, el aoeptor de met i l o. 1'a;¡nbi ln 

s. ha superado que la oianooobalamina tiene i nJJ. uenc ta en el 

1IU!tabol tSMO d~ las grasa8 porque faoi1 Ha la reduoe ión dil .Za 

forma. S-S de ooenzim.a .A a la forma aotiva S- Es L.a oarencia 

de oianocobalam.ina 8e oaraoter(za po.,. Mngua de l a concen­

tración de S-H (principalmente glutattón) en 108 e~ i troo ito8 

y el h{gado; est. trasto~o oede mediante la administraoión 

de B12: En la defioiencia de acido /ó1ioo o de hierro no 

se observa esta di8minuoión. 

Quizá por su influenoia sobre el metabolismo de las p~ote(­

nas, la vitamina B12 contrarresta el efecto catab6lico pro­

ts(nico de la oortisona y el retardo del crecimiento conse­

cutivo al hipertirotdtsmo provocado expert~entalmente . La 

cianocobalamina as( mismo tiene importancia en el m~etaboli~ 

mo de los carbohidrato8 y las grasas. La vitamina B12 tam­

biln aumenta la esteriluaotcfn del caroten.o y la aou:m:ulaolón 

dfl la vitamina ".4." en los t~j{dos, sea porque lfJ.ejora la. ab­

Borai6n del caroteno o porque favorece 8U oonv6rsi6n ~nz(ma­

tica. 
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PATOGENIA Y NATUlULEZA DE LA. ANENIA PERNICIO~ 

En 1926, Jtf!not y Hurp1.y hioieron /Jl important(s/iJfto dt$scubri1llt_¡ 

to de que la administraci6n de h(gado era efioaz en 8 .1 t ratami 

to d~ la anemia ~rniciosa. Esta observaoión j -:.uui.c.mental, basl 

da en parte en los trabajos ~n anim.ales de Wh~'pp..( 6, RobBOfuJ tt­

Robbins y sus colaboradores, y las aportacione8 $L!.I:UJB Cuentc s d 

muchos investigadores oondujeron al desoub rimús nto de la v t tam., 

na B12 y son la cldula de nuestros aotualss oonocim ientos sobr 

la causa y el trata1lliento de la anemia p6rnioiosa y 7as anemt~ 

mef)alobltisttoas ajiMs. 

Se gún se considera ao tual mente:, la clás i ca anemt a p8 rnic tosa 

add isoniana es una enjermedad oarencialmente del hombr., caU8~ 

da por la ja1ta de una sustanoia espec(jioa seg r egada narmal1M: 

te por la mucosa gástrioa. 

Esta sustancia, llamada jactar gtistrico intr(nseoo de Ca8tls,e 

indispensable para la absorción del jactor al imenticio (extr(n 

seoo) ahora identijioado C0ll'10 cianocobalam. ina (vitamina. B12) d 

la que 86 necesita una pequefla oantidad (1 a 2 microgramos dta 

rt os) para la Madurac tón normal de los er! troo t tos y otros al t· 

mentos jigurados de la sangre, para la integridad juncional de. 

siste/l'la nervioso csntral, y para que la muoosa 1 ingual y la d_. 

tubo digestivo peMaan4zcan sanas o As( pu88, la anemia pernio! 

'8a es considerada como el conjunto de s(nto7JUls originadas de u 

deficiencia prolongada, como a.lteraciones oaracter(stioQ,8 en 1 , 

gua, mucosa gástrica, mldula ósea y sistema nervioso. ~gunos 

de los s{ntomas y signos, como debilidad, disnea, dolor p.,.eoo~ 

dial, iotericia ligera y edemas, re8ultan de la intensa anemta 

~galoblásticaj otros son atribuibles al tubo digestivo, oomo 

la lengua 1 isa y dolorosa (lengua de Hunt.~ 'r), la d i8~p8i.a y 1, 

dtarreaj entre los del sistema nervioso cent r al se cuentan 108 

siguientes: Neuritis periflríca, esclerosis posterlateral, a-
, , . , h __ ~'~~ _ _ _ J ___ 1 _ a, __ _ 
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alrededor de 8~ presentan alteraoiones neuro16gioas de ot.~ 

ta magnttud y aproximadamente 60% tienen trasto rnos cerebra-

1(18 0 La anemia no causa, por si 1AislJlUl, lesion('~s ne rvi o~(i.8J1 

que pueden aparec6r antes de m.anijssta7"S8 el l;ra.; torno Muaa.­

to16gico y a veces persi8ten y evoluoionan d e8jJUés que se ha no~ 

malizado en oierto grado tl1 cuadro hemato16gicoj además, la 

admtnistraoi6n de dotdo j61ioo corrtge las ma:nijestaotone8 h!, 

mato16gicas, pero no las neurológioas. St la d3fiotenoia no 

8e domina, la anemia perntoioaa es mortal; ouando se oorrtg~ 

la defioienoia, la rem.isión terapéutica es oOTilpleta. y la f/!Uer:. 

te se d ifiere indefini.damente. 

Antes de de soubr í r8e que la vi tamina B12 es el factor al tmenti 

oto indispensable para evitar la ~ga1obld8tI8t8 dG la aédula 

~8tJa y ot ras manifestaciones de anem.ia perniciosa y que la ota 

nooobalami na es la sustanoia activa del extraoto hepático, 61 

agtJnte de s conocido que pos(Je el h(gado se denominaba nPrinoi­

pío Hepdt ico ""Factor ant ian/mico" y nFaotor de maduraoión tl7'i 

troo(ttca " • .De ti.em.po atrc!s S6 sab(a que .la defioiencia alt­

a.ntioia prolongada y las anomal(as intestinales, solaB o en 

oombinaoi6n, causaban antJmtas megoloblásttoas: ~spuls, gra­

otas a las notables investigaciones efectuadas durant~ más de 

un cuarto de siglo por Castle y colaboradores , 8e descubrió 

la importanoia etiológica de un jaotor 9ást rico. 

Oastl. p08tu16 que para la formaci6n y la utilización del fao­

tor antianémico era neoesario 10 siguient~: 

1- Bn faotor extr{nseco pr~sente en 108 altmentos; 

2- Un factor intnnB600 contenido en la mucoaa gd~ 

trioa nonr&a1 y seguera en el Jugo gdstrioo. 

3- Interaoción de los factores extr(nseoo8 en el 

tubo digestivo, antes de su absorción, de la 
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4- El almacenamiento de esta sustanci a en el h{g~ 

do JI quizá su t rasfo rmac i 617. en .10" gl ándul a. 

5- Le~<:;ión del p rincipio a17.t ianlm,i oo a los tej(do8 

h el11atopoylttc 0'3 y util ización e n. ::"0. 'nC¡,w,topo ye­

s ts normobl~8tioa. Cons i dera ramos a cont inua...­

ció" cada uno de es to s requ.i sitos i. nd ioando las 

modif ioaoiones pertinentes. 

1* Factor Extrfns§2.9.J. 

Los trabajos de Castl e indicaban con olaridad qL!- ;~: an ~ 'acto r 

termoestabl e al1..mttnti. cio reaccionaba de al gun.c. 1f'.::.n:2ra con el 

j ugo gás trioo normal y formaba el precursor d •. , Z principi o h~! 

pático. El procedimiento para descubrir l a !.n'cDenoic del f as;. 

tor extr(nS600 en determ inado al tmento era mu y labo rioso ; M­

bfa que tra tar el alimento con jugo gdstrtoo nor~Z y someter 

el producto resultante a ensayo en paciente s oon anemi a perni­

ciosa para valora r su facultad de producir reacci6n hem.a. tol,f­

gtoa sat isfaotoria. El factor ext.,.{nseco resu ... L tó espe oialm.er:. 

te abundante en los an imal es ricos en compl ejo vi ta.mfn ico E, 

pero n o se pudo identificar con ninguno de los componente8 o~ 

nooidos de dicho oomplejo. Ahora se ha demost rado que el f ac­

tor extr{ns€co esta forrr..a do por la vitamina. B12 y .<Jus pre our­

sores aliment ioios. Aunque es bien sabido que la anemia per­

niciosa no es oausada por alimentaciJn c2fecP.1.osa y que e l in.­

greso de vitaminas B12 en oantidad que exceda de .1 0 normal no 

basta para preveni r o tratar la enfermedad, es pos i ble que en 

ctertos pac i~ntes la de fic iencia al iment ic i a prolongada sea 

Jactor desencadenante, también existe la posibilidad de que la 

oarenoia de vitami na B12 agrande o acel~ re lo s t ras to rnos del 

funcionamiento gástrico caracter{sttoas del padec i,m tento . A­

demás, la ai~ta suficiente 68 de importancia e n la pre venoión 

y el tratamiento de ciertas anemi as megal oblást io48 afines, 

aunque en algunas de ellas, la defioiencia del dcido lólico .8 
de primordial importanci a. 
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2~ Fao~to.,. I ntr{nslJoo: 

Oastl e y asociados demostraron qus la alteraoi ón pato16gtoa 

jundam€ntal en l a anemia perniciosa es la i ncapacidad de l a 

mucosa gds trtoa para segregar la sustancia que ell as danomi 

naron !9jb,ctor Intr(ns~oof)}. Hoy se sabe que es 'te jactor' es 

. indispensable para la absoroión de la vttam.í n..~ J.J1 2 o ror ~ ,­

jlB i1tpl o $ una dos i s oral de oianooobalaJ1tina que de oí,"'o rr.ane rc~ 

serlo. inefioaz ( 5 miorogramos dia.rios) s'Usot t a r ea.oc t d'n h 8-

mato16gi oa en pacientes de an6mta pernioiosa en r ,s,ct,ifv(.¡ s i 

Be tngll37"o stmultcfntlaalJnt. ' oon una pequeña (J(J,nti dad da ju.­

go g~8t rtoo normal, (10 00); el jugo gdstrtoo de 108 J~ote~ 

t~8 oon anemia perntoio8a ea in~/toaH. El ~xoeso de j aotor 

i1J,tr"6UJ S CO no au.<Mnta la absorción de vttmntna B12 ~n l as per:. 

sonas normales. No 8' ha a.tsrmin.a.ao la es"truotur'a, Qu(m. i oa 

d l!Jl I a.otor tntr(ns4$oo y¡.t 8(1 ha atalado en. 10 "/""100 pu,ra . ., Sin 

e~bmrgo p s e oonoo_n muohas el, sua propt cd~de8 Qu(mtoaa; ea 

tne8tabl<8, tCl'rm,oldbtl , n.o cHal t ,r¡able y l o. dtf)!lJ8ttón plpt'loa. 

lo d~s t7'7,.ly(1. Se ha supuesto que ,l l aotor' t.,., .. tr (naeoo /!lB a",· 

por~tetna; l~aQgtma, dctao /ó1'00 11 aminoPQlt~ttda8aJ htp~ 

t ('Ista hoy trw41. tetaa, Qu,cta por p.,..otaar ~t iP.f1 /'m.4.coprote(na./J, 

mucop~l t 8a.oá~tao o et B~notllamen.t. eatd absorbida en una d~ 
88aa I$t..u1tanoto,a. 

La $eorea tdn a. Jaoto~ tntr(n6800 es fnd~p$ndisnt6 de la o~ 

paotaóa g4.strtoa para 8,gr~gar 4otdo8 olorh(drtoo y peJ~tna. 

No ()b~ tant~, en la ansmtll perntotostJ d. orcUnarto f!/.Z €at6ma­

{}O no 86grego, P'pIJ tna 11 oaa' tnwrtablq/l1urn.te I 8 tno (pIS qutJ 

et empr"e, n.o "Gar,ta. dotao olorh(rJrtoo 1 Hr,.~ ni oomo r é.l: <loo tón 

a l a histaminae Estos ~OhOB pareeen indicar un i~a8torno 

básioo y generaligade de la fUnoión gdstrtoa, que af eota l a 

seoreoión de Im'ie tTI&C8 11 la cie c!o tdo. Er, laa oba8 rvactoMS$ f. 

/eotuadas en autopsta, d.urante la ogM~9 (a e ~8d t ant8 gaatroL 
o e Ida. , Be han. vt lito num.e r'08aa anorrw,l (0.8 {las tro tn,t eat inal6B . 

Sobresale (8ntr'tB ~llaa la oaracter(8ttoa a t1"o¡ t a de .la. muo osa 
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gastrioa, ma8 maroada en el fondo del 6rgano; el epit~lto 

glandular ~s delgado o ha desapareo ido 11 a menudo ha 8ido 

r~emplazado por epi. tel i.o "tntest inal ". La de 8a pa f' ;. o,: de 

10.8 oélulas 0.0 id6ftlas expl toa la aqu il ta o Much os e;'),/enrl.Os 

pre!88ntan también enteriti8 or6ni oa<# La.s l es_J .:., j; <J ora? 

con la administrao t6n de o ianooobal amina o ext í'(.J ... ~o her,:í.t i 

00 1 pero persiste la atrofia de la muoosa 11 nUli.::',~ se ( 'C Ol,¡. -­

pera la oapacidad del est6mago para seo retar fac t or i,. -¿; r(lJ. 

seoo, áoido olorh{drioo 11 pepsina, aunque desQjJCi.re ",' cc;:n to ­

doS los demás signos 11 s{ntoTTUJs d~ la enfermad.-:zd . 

En el hombre el fondo del est6mago es el p rinoipal Jugar en 

que se segrega faotor i.ntr{nseoo . Aunque las re giones del 

oardias 11 el p{]oro tienen oierta aoti vidad. As{, pues, la 

l09alizaoi6n del prooeso deg.n.rativo observado htsto16gioa-

1Mnte en la anemia pernioi08a ooncuerda perfeotamente oon el 

lugar de seoreoi6n del faotor intr(nseoo en el est6mago nor­

mal. En el oerdo, el laotor intr(nseoo 6S formado princ ipal 

11UInte en los faudales pt16rioas dfd est6mago, ¡:e r o el duode­

no tam.bién es fuente importante; as{ s~ explica la efioac ia 

teraplutioa del duodeno 11 el p{loro pulvertzado del oerdo en 

la an4mia pernioi08a. La valoraot6n del faotor intr(nse oo se 

efeot~a fácil 11 r~pidam.ente administrando simultáneamente por 

vea oral el extraoto o secreci6n gastro intestinal y cianooo­

balamina oon 00.60 (oobalto radiaotivo) a enfermos de anemia 

pernioiosa en rem.i.st6n y determinando la oantidad de 00.60 !L1 
~'nad4 por las heoes, si hay factor intr(neeco activo la ab­

soroi6n de oianooobalamina vuelve a cifra8 normales . Otros 

mitodos de 001oraoi6n se basa en la cantidad de vitamina con 

00.60 ingerida que toma el h{gado; la oantidad s e mtde por cu~ 

tas de destello8 efeotuadas sobre la proyeooi6n cutánea del hi 

gado y el resto del abdomen. 
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3. "INTERÁO~ION" ])EL FAOTOR I/fTRINSEOO y EL EXTRINS$OO y ABSOROION 

[)EL PRODUOTO DE DIOHA INTERAOOION. 

PUesto que tanto el factor .xtr{nseco como el intr{nseco son t~fica 

oes si s. administra aislados a paoientes de anemia perniciosa y son 

muy eftoaoes administrados stmult4neamente, muoho se ha estud iado la 

naturaleza de la "int.raoot4n" entre ambos factores. La idea de Oas­

tle era, que una reacot4n qu(mica, Originaba el producto antianlmi oo¡ 

que en seguida era rabsorbido, la demostraoión poste rior de qu~ l a oi~ 

nocobal4aina es al propio tteapo el faotor extr(nseoo y el pri ncipio 

hepdttco anu14 tal hip4tesis. A ~sar de lo mucho que se ha inve s ti­

gado, son incompletos los datos aceroa del lugar prec iso de la inte-­

racción (Si acaso ésta se eleotúa) entre el laotor intr(nseoo y la 

vitamina B12 y aoeroa de los factores que la gobiernan Es probable 

que oourra princi~mente en la primera parte del intestino delgado, 

es decir, en el lugar de absorción de la otanooobalamina. 

Es indudable qU6 el faotor intr(nseco penn.ite la absorDtón de la vi ­

tamina, pero desconooemos el mecaniSMO del lenóruno. Por lae prue­

bas indirectas de que el intestino sólo ab80rbe la vitamina B12 ooa­

binada, se ha enfooado la atención sobre la faoultad del laotor in-­

tr{nseco y de otras sustancias para ligar la oianooobalamina o La vi 

tamina oombinada no sirve para el orecimiento baoteriano es md8 ter­

mosstable que .1 propio faotor intr(nseoo y faoilmente desdoblable 

por proteólt8is. Hasta en los enfe~os Oon a~mia pernioiosa la cia 

nocobalamina se oombina en oierta medida, ind.pendientemente del fao 

tor intr{naeoo. Además, la aotividad de COMbinación de diversas f a! 

ctones del estómago de o.rdo no guarda relaoión directa oon sus acti 

vidades de faotor intr(nseoo y algunas pru4bas indioan que el factor 

de co.binaoión y el intr{nseco SOn distintos. 

4-. ALlfACENÁJE DEL PRINOIPIO ANTIANENICO. 

La vitamina B12 se deposita en su formaoión original en 108 tejidos y 

no como produoto de la interaooión de los faotores intr(nsecoB y .~ 

tr{nseoo, según opinaba Castl.. El h{gado del hOMbre y de RUchos ani 

.ajes domistioos y silve8tres estiman la hematopoyests noMft4l en la ~ 
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El almac~namiento de la vitamina B1E ~n el h(gado y ot ros l uga r~s 

no es indispensable para la hematopoyesis normal; la médula 6sea 

puede obtenl~r directamente la cianocobalam.ina de la sangre. El hf.. 

gado de los pacientes de anemia p.rniciosa en recidi va ca re oe de 

vitam.ina B12 lo que se ha demostrado por ensayo mic r ob i. ol Ór i co U 

por ensayo cl{nico del extracto de dicho h{gado. La fal t a de almg, 

oenaje de la vitamina simplemente traduce la insuficiente abs orc i ón 

al imentic i a y no es un defecto primario en la 4nemi a pe rn io ~o~a . 

50. !-IBERACION DEL PRINCIPIO ANTIANEJr!ICO POR EL HIG.8.IJO y líTI LIZACION 

DE LA. NEDULA. OSEA 

La vitamina almacenada en el h{gado y ot r os luga re s 6 8 utili :ul.da por 

10 8 6rganos hematopoyéticos para formar gldOulos rojos no rmal e s. No 

hay pruebas de que en la anemia ~rniciosa slptioa o en cual qui er o­

tra anemia megaloblástica estén alterados la 1 iberaci6n de la vi t ami 

na de los lugares de almacenaje su utilizaci6n por la midula 4sea. 
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LA IfEDU.u OSEA EN LA ANEMIA PERNICIOSA Y LA ÁCOION DE LA. OIANOOOBALANINA 

SOBRE ELLA • 

.La car-encia de cianooobalamina or-tgina hiper-Plallia TMgo.loblásttca de 

la m.lduJia. ~sea por-que no alcanzan la madur-ez los precursores de los 

er-itrooitos. De los .. gaJoblásticos prooeden los eritrocitos me cr-o­

citos observados en la 8angr-e periférica; el 1IU!gal oblástó es una el 
lula pa.to16gica que se observa principalmente en la a~mia pe rnici o­

sa, per-o también en la anemia por deficiencia de ácido fó1i co. El 

txanum de la Mdula ósea-:rde8cubr-6 de8arro110 anonnal de r/I;egeoariooi 

t08 y leucocitos y d8tenoi~n del desarrollo de los precursores leu­

oooi ta r-ios. Esto expl ioa la tT'Ó11WOO itopenia y los 1euooc i t os po1 i ­

morfonuoleares grandes, "viejosn, oon núoleo dividido e n üruchos se~ 

~nt08 . Asi, pues, la vitamina B12 .8 indispensable para t odas l as 

funoiones hematopoyltioas de la médula ósea; su falt a origina una 

paumielopatia, y la vitamina está encargada prinoipa1mente del meta­

bolismo de las células primordiales o quizá de los el ementos reticu­

loendoteltales de la mldula ~sea. 

Son bien oonooidos los efeotos morfológioos qUI!! procWce la oianocoba­

lamina em la médula ósea aegalob1ástica de la anemia pernicio8a y de 

algunas anemia8 afines; sin embargo, no se oonooe el prooeso bioqu(­

mioo de esta aooión ni la relaoión entre la vitamina B12 y otros fa~ 

tores hematopoyltiOos, sobre todo el áoido fálioo . 

La vitamina B12 (en oantidades de microgramos) y el ácido fóli c o (en 

miligramos). FUnoionan oomo enzinas en la formaoión del ácido nuc1ei 

COi los defeotos del metabo1i8mo de este ácido impiden la eritropoy~ 

Si8 no~ob1ástica y ooasionan megaloblastosis de la médula ósea. 
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ABSORCION,nISTR1~UCION. nESTINO r ELIHINACION 

A pesar d, lo muoho qu~ s~ ha investigado, los da tos de la absor­

oión, 61 desti no y la .XO~6otón de otanooobal amtna en el organis-

mo de 108 maa{/eros son tnoompletos y 8~ obtienen oon d 'Jicu.ltad, 

pues las oanttdad~s de vitamina son del orden de mtorogramo B por 

oentrtm4troa oúbioos en Jos l{quidos bto16gtoos; el cuerpo del ho~ 

bre adulto normal pos" s610 unos ouantos miligramos . La inspeooión 

de sxtraoto hepát ioo de oonOtmtrao ión oonoo ida de oi anooobalamina. 

produoe niueles plasm4tioos y u~ina.rios 8~m6Jantes a los qu~ oabr{a 

esperar oon dosis ,quiualentes de vitamina B12oristaltzada. 

En la exposioión que sigue nos limitaremos a menoionar los resulta­

dos obtenidos en el hombre normal y en paoientes oon anemi a megalo­

ble!st i oa • 

.l.bso ro i ón 

La oianooobalami na se absorbe rápidamente de los lugares de inyeo­

oión i.ntramusoular y suboutánea, al oabo de una hora de la inyeooión 

intramusoular, la oonoentraoión en el plasma llega al máximo. La 

absoroión po r el traoto gastrointestinal, reduoido hasta en las ~r­

Banas normales, este! supeditada a ~r080S jaotores, de 108 ouales 

el más importante es el faotor gástrioo tntr{nseoo de Castle. Cua~ 

do jalta esta sustancia, se absorbe muy pooa vitamina. 

El defeoto fundamental en la anemia pernioiosa es la oarenoia de ja~ 

tor tntr(nseco. La absoroión se ejeotúa prinoi palmente en el duods­

no; en el es tómago y jXlrte inioial del yeyuno hay oierta absoroión, 

y ninguna en el {lean. En el Colon, lugar en que la flora miorobia­

na produoe oianooobalamina end6gena, la absoroión es insignifioante; 

Isto se evidencia en que 68 neoesario administra r grandes dosis por 

v{a rectal (1000 a 3000 miorogramos) para susoitar reaooión hematol~ 
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La absoroión gastroint~stinal de la vitamina est~ disminu(da en 

pacientes oon r6aootón gastrointestinal extenaa l anastomosis in­

te s tinal eto. La facultad de absorb~r vitamina E12 6xógena tam­

bién es m4nor ~n los viejos, qut~~ porque la mucosa g~8trtoa se­

grega menos faotor tntr(nseoo. La anemia pernioi osa es sumamen­

te rara en 108 Jóven,s. 

La cianocobalamina que pose. los alimentos está combinada con pr~ 

te{nas d~ la que 8S separada por las enzimas proteol(ticas en la 

primera paroión del tubo digestivo. 

La part~ no absorbida es tomada por las baoterias; casi toda esta 

fracción 8e elimina con las heoe8, d~gradada en part6. 

La cianooobalamina es absorbida por el epitelio intestinal sólo 

despuls de que ha sido ligada. La oombinación 8S t6r.ao14bil V pr~ 

bablemente S6 efeotúe en la lu~ d.l int~stino o durante el proceso 

de absoroión; .n esta combinación int.rvienen otras sustancias, ~ 

demás del factor intr{ns.oo, pu~sto que el f~nóm4no oourre tambiln 

en los enfe~os de anemia perniciosa. 

La combinación se hace en el intestino y no en el h{gado, pues la 

inyecoión intromesentlrioa de una dosis determinada de oianooobal~ 

mina libre en personas normales, susoita excreoión urinaria de vi­

tamina libre oomparab1~ en número8 r~dondos a la eliminación prov~ 

cada por la inyección intramusoular, la cianoooba1amina oombinada 

no 8S eliminada por el riñón. 

Distribuoión y Destino. 

La cianoooba1amina se deposita en muohos tejidos del organismo, qui­

z~ en todos, principa2mente en h(gado, .stómago, riñón, oer~bro y 

mdsculos. En el adulto no~ .1 h(gado pose. unos ~OO a lOOOmogo. 

la reserva org~nica total se ha oa1oulado en varios miles de mioro­

gramos. Como la neoesidad diaria de vitamina 6S de unos 2 miorogra-
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8¿10 apa reoen ouando l a reserva ha sufrido una i ntensa depJeooi¿n, 

al punto de que la conoent .,.aoi ón de o ianocobalam i na en el plasma 

está po~ debajo del l(mite i nf e rio .,. de 10 no r.ma1 , es fáoi1 oomp.,.en 

der por que pueden pasar me ses o afio8 de8pul s de sus pender el tra­

tamiento para que aparezoa re oidiva ol{nioa. 

Tras la abso roión apareoe oianoooba1tna en el plasma, en forma 1i 

bre y oombinada. El ni vel de vitamina B12 en el pl asma es ma yo r 

en jóvenes que en ano ianos y ha y informes de que 6S superior al noC 

mal en los diabéticos. La vitamina está en oomb inaoión laxa con la 

fraooión Al fa globulina del suero; ouando se añade oanti dad exoes i­

va del fármaoo o suero humano normal i nv i t ri o, la oantidad de vi ta­

mina oombinada aUlltenta al doble. 

Exc re:3 t ón. 

Sólo la o ianoooba1amtna 1 i bre es accesi bl e a la el iminaci ón. rectal. 

En el hombre la vitam i na B
12 

inyeotada por l a vena S6 elimina por 

f il t rac ión glo1Mru1 ar. En las personas no rmales no sometidas a ad-
-1 

mtnist ración de cianoco ba1 amina, la excre o i ón urinaria total 6S de 

0.2 megs. al d{a o menos aun. Gran parte de c ianoooba1 amina l i bre 

dada por v{a parenteral es excretada por la orina. El poroen. ta je L 

1 iminad,o guarda re1ao ión ala dosis inyectada, as e s e re ti ene M S vi­

taminas B12 tras la administración de dosis pequeflas que de oantid~ 

des mayores . Oomo la f acultad del pJasMa pa ra oombatir la o ianooo­

balaminioa 68 escasa y como s e neoesitan va r ias horas para que l a vi 

tamina 86 combine con la a1 j q globulina, la parte pri nc i pal se excrL 

t a en el t érm ino de 8 horas . La ooncentraoión urinaria suele norma­

lizarse al oabo de 24 ho ras . 

La cianooo bal amina atraviesa la pJaoenta y pasa de l a madr~ al fe to. 
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PREPARADOS VIAS DE AnHINISTRACION y DOSIS 

~tspon6~Os de nume rosos inyeotados y orales para el tratamiento de 

la anemia perni oiosa y anemf,o,Safines. Las pl'!'-ebas aotual es induoen 

que la vitamina B
12 

es la 8ustanota teraplutioamente aot i va en la ~ 

nemia ~rn t oíosa y que el extraoto hepdtioo obra por la oianooobal~ 

mina que posee. El preparado de eleooión es la vitamina B12 admi­

nistrada por tnyeco t6n intramuscular, tambtln existen preparados ~ 

ra inyeooiones 8ubcutdneas oon buena absoroión. Los preparados or~ 

les s on mucho TIlds oaros; y ouando falta el faotor intr{nseoo de Oasil , 

la absoroión es esoas a por el tubo gastrointestinal y no siempre pued, 

confiarse que produzca remisiones en paoientes grave8 o que lograran 

tener la evol uo ión d . lea'tones neuro16gioas. 

Inyecciones 4e Oianocobalamina: U.S,P. 

Es el preparado de la sustanoia que posee cobalto y es e ficaz en la 

anemia perniC i osa: S6 obtiene del h{gado o espeoialmente oomo pro­

ducto me t ab6l ico de microorganismos adioionados (bacterias y aotin~ 

mi cetos ) o La v i t amina se presenta en pol VD cristalino higros06pico 

de colo r ro jo oscuro, soluble en agua al 1.80. Es inactivado por los 

ácidos y bases muy fuertes pero es muy estable a la tempe ratura QJIlbte 

te en s olución salina fisiológioa V puede calentarse en autoolave du­

ran t e 15 minut os a 1219 O sin que se altere. 

S e expende en frascos de 5- 100c. disuelta en 80luct6n salina tsotdnt­

ca para adm in is t ración intramuscular, cada cent{metro cúbioo PQsee 10 

15,30, ó 50 mi c rogramos de cianooobalamina. E1 fármaoo es más barato 

que el ex t racto ~pdtioo para la administraci6n parental, produce .e­

nos molestias en el lug4r de iny.cot~n y no susOtt4 reaoción de hi~C 

S8ns t b il tdad o 

Ctanocobalamina en Conoentrado de Factor Intr{nseoo U, S ,P, 

Este preparado se expende para uso oral en cápSulas y tabl e tas. Es ~ 

na mezcl a de vitamina B7~ (Faotor extr{nseco) y estómas e intestinos 
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tnt r{ns6oo paroialme nte purificado). Que facilita la absoroi6n d~l 

primero. La aotividad hematopoyltioa d~l preparado se valoriza por 

ensayo en paoientes con anemia perniciosa en reoidiva y se expresa 

en unidades orales USP. De ordinario cada tableta o cápsula posee 

media unidad oral USP. La oantidad equivalente de una unidad oral 

USP, tiene aotividad de vitamina B12 oorr~spondiente como máximo a 

15 microgramos de cianoooba1amina y no más de 300 miorogramos (sobre 

base 8~oa) del oonoentrado de factor intr{nseco. El preparado es 

caro. La unidad sobresaliente de este preparado oral es que puede 

administrarse a enfermos que reusan someterse a terapeútica paren­

teral. 

Inyecci~n del H(aado 

(EXtraoto Hepátioo para uso Parenteral) USP. Es la soluoión acuo­

sa estertli~ada de la fracoi6n soluble y termostable del h(gado de 

mam{feros; inyeotado por v(a intramusoular a paoientes con anemia 

perniciosa, provooa la oaraoter(sttoa reaooi6n hematopoyltica. E1 

~xtraoto hepdttoo es e!toaz en estos enfe~oa graoias a la otanooo­

ba1amina que posee: es más, su aotividad, según ensayo miorobioló­

gico S6 expresa en valor de vitamina B
12

• El h(gado inyectable se 

expende en ampollas de 1, 5 y 10 eo., tiene de 10 a 20 miorogramos 

de actividad de cianocobalamina por co. El h(gado inyeotable orudo 

USP, se produoe . suspendiendo el prooeso de obtenoi~n en determinado 

estadio de mane roa que el produoto final, prooede dir.eotamente de un4 

soluoi6n que posee no más de 70% de aloohol en vol~n se expende en 

ampolletas de 1, 10 Y 30 oc. de soluoi6n aouosa estéril. Cada oc.ou­

bioo tiene actividad equivalente a 1 ~ 2 miorogramos de oianooobala­

mina. E1 preparado está destinado prinoipalmente al tratamiento de 

la anemia ~croc{ttca en laotante mujeres embarazadas, eto. que si 

bien guarda relaci6n con la anemia perniciosa, no reacciona neo.ea­

ri~nte a la vitamina B12 o, el extracto hepátioo parenteral muv 
purifioado y concentrado no hay pruebas de que el extracto no refi­

nado posea algunas sustancias necesarias para el tratamiento d~ la 

anemia perniciosa que no existe en el extracto concentrado y purifi 
" . ., 



Soluci6n a'piftica 

Extraoto llfÍpdtico liquido USP. Este preparado oral posee el ex­

tracto he)-Jtico USP en soluoión acuosa o hidroalcohól ica.Es oaro, 

de sabo r desagradabl e y po see las mismas desven.taJas que el ex­

t raoto hepáti co desecado. 

La dOBis m{nima para el paoiente oon anemia pe rnio iosa en remisión 

es de una unidad oral USP al d(a. Este preparado se emplea rara-

men.te. 

E8tómagO PUlverizado US~ 

Este p reparado oral es el polvo granuloso diseoado obtenido del '/J­
tómago de oerdo. Su aotividad es destruida por el oalor, es de su­

ponerse que el pol va no debe ingeri rse oon 1 {qu idos o al im.entos oa-

1ientes. Su e ficacia se debe al Jactor intr{nseco y el Jactar ~ 

tr{nseoo. Es muy poco usado. 

PREPAJUDOS ANTInlEMICOS DE PREDIGONADOS 

A pesar que la anemia perniciosa es pooo freouente, el ~ro de prL 

parados oomeroiales para el tratamiento de esta enfe~dad aumenta a 
ño por año. Muohos médicos emplean este medioaaente sin d'8erni.t.~ 

to ; es ta cos tumbre no sólo ooasiona gast08 inútiles para el paci.nte, 

sino que puede ser1e verdaderamente perJudioial puesto que suele 0.­
cur~oer la verdadera naturaleza del padeoimiento. Por eJe.p1o, la r,a~ 

oión favorable p roduoida por la oianooobalamina en un .nfer.ao OOn Qn4-

mia macroo(tioa derivada al oaroinoma gdstrioo puede 08cureoer ~ retae 

da r el diagnóstico exao to, el empleo de este fármaco en el trataa'.nto 

de la neuritis peri/érioa no s. ha diagnósticado claramente, ~de O/J­

ourecer la anemia perniciosa subyaoente. El empleo de mezolas a. su.­

tanoias hematopoyétioas multipl ica la posibil tdad de oOTUt.r errores 

s imilares. MUchos preparados antianémiooB son una m8z01a de h(gado, 

estómago y dctdo /ólico, hierro, oobalto, oobre y vitamina B12, .uch48 
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otras vitaminas y hasta hormonas en gran cantidad. Strau8 ha 

expu.sto la~ razones que hay para no empJear diohas .eZOla8 MA2 

tratamiento de perd igonada es depJ orable por muohas razones. Le 

mayor parte de estas mixturas no poseen la oantidad sufiotente 

de oualqute7'a de SUB exponentes para produoir el efecto wtao. 

El enftl'N1lO paga no s610 la sustancia que necesita sino tambtln 

fármaoQs inn.ecesarios.. La teraplut i ca de la aMm.ta oon estos 

preparados puede oscurecer en tal med ida el cuadro cl(nioo que 

imposibilita la valor tzaot6n preoisa de las neoesidades terapl~ 

ticas subsiguientes. La aayor{a de los enfe~s oon anemta ~C 

ntojo8a addtsoniana neoest tan tratamiento durante toda la vida, 

en tanto que oasi todos los enfe~~s con anemia por deficiencia 

d6 hierro, una vez mejoradOS pennanecen as( a menos que r.apare~ 

ca la oausa original; por oonsigutente, a un enfermo en qUien no 

Be ha dtagn6sticado oon certeza la anemia perniotoBa, Be adatnt~ 

trará h{gado y hierro y el paciente se restablece, es imposible 

saber oudl tue la substancia activa. Si en e8te mOM6nto 8' BUS­

pende el tratamiento, en caso de tener anemia perntoiosa el po­

ciente, más tarde o m4s temprano reoae~, ademds oorre el rte8-

go que esta- re·8cidiva 8ea fundamentalmente neurolégtoa y que a­
vance hasta lesionar de manera i~eparable la Jdula esptnal, ano. 

tes de que S6 identifique la naturaleza del padeoimiento o Por ~ 

tra parte, si la anemia es por defioiencia de hterro y se oontt­

núa al tratamiento combinado de h{gado y hierro, el paoiente 8e 

ve obligado a some te rse a los gastos e incomodtdades de tomar wn 
prepa rado de h{gado que no necesita. 

V(as de Administraoi6n 

Las veas más convenientes para administrar cianooobalamin4 o ~ 

tracto hepdtico es la intramuscular. Ya hemos mencionado las JIU­

chas desventajas de la administract6n oral ~n la anemta perntoto-

sa. 

B2 preoio es el de los más importantes tomando en cuenta ~ el 
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qu e S8 suminist~e en g~andes dosis (más de 1 00 veoes la v{a tnt~ 

mus()u1a~) o S B oombtrllJ , c on una fuente de fact o ~ i n t ~ {nseco, la ag, 

mtnist ~ac i6n sublingual no ha dado resultad o . La expe ~ i encia pre­

liminar admi nist~ando la vitamina por insuflac i 6n ha dado r esulta­

dos a1agüe ñ os; la cianocoba1amina se inhala como polvo ( a la ma~ 

ra de ~ape) o p o r nebultzac i 6n disuel t a en sol uoi6n sal i na ftsiol~ 

gioaó La absoroión pulmonar es sufioiente y la do s i s necesar i a para 

suscitar ~eaco ión hematológica adecuada son del orde n de las inyeo­

tadas por v{a intramuscular. Es te prooesedimtento i n ocuo poco cos­

toso , ofrece una alterna tiva útil de la i nyeoción parenteral en pa­

ciente s escogidos. 

Dosi ficac ión 

La dosificación de ci ano cobalamina o extract o hepático e n la anemi a 

perni ciosa depende de va~ios factores: P~oduoto empleado , v {as de 

admt n i st~ación, int ensidad de la anemia, p~esencta de complicaciones 

oomo infección, lesi ones neurológioas y por último rea ooión te~apéu­

tica. Pa~a susoita~ ~emisión inicial cl{nica y hematológioa satis­

faotor ia en el paciente c on anemia perni o i osa en reci diva y sin oo~ 

pltoaoione s , deben adm i nis t ~a~8e 30 microg~amos de o ianocobalamina 

po~ v{a int~amusou1ar diariamente en d(as a1te~nos, hasta da~ 10 d~ 

sis; a oontinuación se inyectan 15 a 30 mtorogramo8 una o dos veces 

por semana, hasta l og~a~ la ~emisión c ompl eta . La dosis de manten! 

miento es de 40 a 60 mio~o g~amos oada do s semanas o b ien de 80 a 100 

microgramos al ~¿ s. Las dosis mayores con mayores inte~valos no au­

menta l a duraoión de la ~emt s ión y son po oo _s a tisfao toriea, dado que 

la mayo~ pa~t e de g~andes dosis se elimanan rápidament e po~ la o~ina. 

Los paoientes muy enfe~s o que padeoen compl i cao i ones infeociosas 

o neurológioas neoesitan intens o t~atamient o pa~ente~al; deben em­

plea~se dosis inioiales y de so stenimiento mayo ~es. Las cantidades 

de vitamina B
12 

necesarias pa~a o btene~ l a evolución de l e siones nec 

viosas suele se~ dos o t~es veoes la ~eque~ida pa~a mantene r ctf~as 

hematol~gicas normales . La administ~actón de estas grande s dosis 4~ 

rant~ l argo tiempo pueden conve~tt~ un f~aoaso en éxito . 
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Hay 1IW.ohas pruebas que pueden determinar por completo el daño M7"­

vioso y qu~' si el tratamiento adecuado se hizo temprano y se sosti!. 

n8 oon oonstancia, pued~ haber cons i derable mejor{a. El paciente 

sólo ~stará a cubierto de sufrir mayor daño del sistema ne r vioso 

ouando el volumen oorpusoular medto aloanza cifras normales. La 

ouenta de eritrocitos debe mantenerse por encima de 405 milloMs 

por m.tl{metro cúbioo 11 el {n.dic. de oolor debe l7star dentro atl los 

1(m.ite8 normales, para saber si el tratam,tento S8 sufioiente s ¿lo 

~d~ oonftarse en el examen atento y frecuente de la sangre atll tI~ 

<1ermQ y en la investigao i ón de signos f{s i cos. 

No debe tratarse de administrar el mismo s istema terapéut ioo a tocloa 

los pacientes; cada enfermo se debe tratar según sus ne~estdades, va 

que el extrac to hepdtioo y la ctanocobal amina adm in istrados por v{a 

parent~ral , no son muy caros y el tratami ento insufi cientB, ~de 

prolongar el tiempo requeridO para el tratamiento o para el ~'st4blL 

cimiento V producir incapacidad grave, más vale adminis t rar dÓ8is 

.X068tVas que dosts insufioientes. Los enfermos que no reaooionan 

con el tratam.iento usual necesitan terapéutioa parenteral~s oonstan­

tes, emple ando dosta muy grandes de cianooobalamina o ~xtraoto hepá­

tico. Entre l as oausas de rebeld{a más comunes al tratamiento se 

cuentan las stguient_s: Infección, ~xedema, art rtti s orónioa y a­

oro~galta . Los pacientes ancianos con médula ~sea arterio.soler¿­

ttOQp suelen rsguertr dosis muy elevadas de vi tamina, s i el paoient. 

no reaoctona ni con dosts par~ntlricas muy elevadas, está jus tifioa­

do poner en duda la potencia de los medicamentos empleados o la exa~ 

titud del diagnóstico. 

En re Sum8 n, la cantidad ~cesarta de cianocobal ~ina o extraot~ heP4 

tioo var(a en oada enfermQj debe darse dosis suf icientes para provo­

oar r.misi6n sostenida ol(nica y hematológicament e y para .vitar o 

dete~r el ataque del si s tema nervioso. En 108 pao t entes muv en!e~ 

mos o que padeoen lesiones neurológicas, 8ól0 el t ratamiento parent.­

ra1 proporciona. rssultados satisfactorios. En. l a anemia pernici08a 
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WCCIONES TOXIC.AS 

El uso cl(nico de vitamina B12 cristalina no ha producido efectos 

t óxicos secundarios. La inyección es prácti ca:m.en "t a i,ri.do l ol'"a y no 

suscita reacción local ~olesta, los enfermos htpersena i blss al e~ 

trac to hep4tico toleran muy bien la vitamina B12" Al contrarto la 

i nyeooión parenteral de extracto hepático puede causar re acción a­

llrgica mode rada o intensa. La frecuencia de estas 1"e aOOi01UJS es 

muy variable en los distintos grupos publicados. La reacción de 

hipersensibilidad puede oourrir después de varios años d. adminis­

trar sin tropie~os extractos hepáticos o al reanudar l a i nyeooi ón 

despu/s de un pe r{odo prolongado de inte r rupo ión. Puede obse rvac 

.6 manifestac iones al l rgioas locales o generale~. Los f eotos l~ 

oales similares al fenómeno de Arthu8. Ent re las mani festaciones 

geMrales 88 encuentran las siguientes: Rubo r , Cefá.lea, Eaoalo­

fr{oB, Fiebre, Di8nea, Prurito, Urttcaria y una reacción semejan­

ts al ohoQue que puede ser alarmante. La sus t anoia alergénioa es 

espeo(fica para la especie y no para el órgano . 

E2 extract o de h{gado de oerdo produoe con ma yor f recuenci a reac­

ción allrgtca que el extracto de h(gado de re8 o carn4ro. Es du­

dalla 81 valor cl {nioo de las pruebas cutáneas para desoubrir la 

hipersensibilidad. En el episodio agudo está indicado la Epin.­

frtna¡ 8e han empleado 0071. Ixito como medida profiláctioa, 108 

fáT"l1UJ.cos antiht"stam.(nicos. En algunos enferm.os ti ene util tdad 

un ourso de de8~nsibiltzaoión. Otros me jo ran si se oambia la aac 
ca d~ extracto hepátioo. El mltodo de elección de los enfermos 

con anemia perniciosa e8 sustituir el extraoto hepátioo por vita­

m.tna B12• 
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uso TERAPEUTICO 

El único uso cl (nico perfectamente comprobado de cianoco jalamina. JI 

el ~xtraoto h$pdtico refinado es 61 tratamiento de la anemia pe rni 

ciosa, aunque algunas anemias ma.oroo(ti cQ,s (co mo rtu:du.1..:l ([s ea u ga­

lObllistioa) reaooiona en grado variado, tambiln ti ene valor tera­

p6úttoo en oaso de espru tropical y no tropioal. AS( mismo es tá 

indicado despuls de realizar una gastrootom( a ante la posibilidad 

de defioi~oia de faotor inir{nseoo. 

EXiste otro estado especial de anemia p~ rni o io8a p rovocada por la 

infecoión de laB lombrices que sirven de oebo para la pesoa (poB i ­

bleM.ent. el pa .. ,.c!si to uttl iza la vt tamina B12 en ell traoto i niest i­

nal). La oono.ntraoión de esta vitamina tambiln suele encontrarse 

,n las embarazadas JI los anoianos. 

La vitamina B12 se ha usado favorablement e en el tratamient o de ~ 

rios trastornos nerviosos no asooiados a la anemia ~rniotosa. Se 

ha ooneeguido oombatir el dolor en pacient~s con neut ropat{as o 

trastornos de la nutrición y ciertos oasos de neuritis dtabltt oa JI 

neuritis dependiente8 del alooholismo cr6nioo y cirrosis hepátioa. 

A su vez mantiene adecuada~nte el cont rol neurológioo en humanos JI 

animales, interviene en la formaci6n de la sangr~ JI prev i ene afeoot~ 

neB hepátioas graves, tales oomo oirrosis y el engrosamie nto. Es un 

faotor útil en la prevención JI tratamiento de todo tipo de a.;U topa­

t{as e8~otalmente tabobduttca y alcohólioa, ~n los animales aotúa 

oomo un agente importantts{mo, en el desarrollo y el oreoimi ento. T~ 

dos los ~iant68 se desarrollan bien en ausencia de la v i tamina, por 

que 6110s son capao6s de sintetizarla por las baoterias del ruinen . 

Se ha coaprobado su reacci6n en el m4taboltsmo de próttdo8, glú8 tdo8 

y 1{pid08 en la formaoión de dcido8 nuol e ioo y en los prooe808 de 



Desde el punto de vista agr{cola, también resul t a inter$sante oon~ 

08r la d i st'l"ibuot6n de la vitamina B12 en las tierras de C'ulttvo, 

~8 aunqu. no se ha comprobado am;uiamente el efecto direoto ds la 

misma s obre 108 vegetaltJ8, S6 oonoce que l os an i 'fTLG.les que t ng t67'tm 

}Uantas, procedentes de tierras ricas en ella, no suel en preaentar 

108 t rasto rn.08 t(pi008 de la defioi enoia de vitam.inc El .':! aunque el 

referido vegetal no aOU88 la presencia de cobal amino. en los andli-

Una de las observaciones más importantes encontrada~ en lo 7'(jlati­

va al metabolismo de las cobalaminas, es el alto conteni do en las 

M cea de enflJ7'7lLos oon anemia pernioi osa. Ese hecho demue s "trCl. que 

la enfe rmedad no se debe a un suminist ro inoomp1eto de la misma, 

sino a la pooa oapaoidad de absoroión por parte del enfermo y es­

tos pacientes no responden a un tratami ento por v{a digestiva pero 

se reponen r~pidamente oon dosis meno r~8 adMin ist radas por v{a pa­

rent#lralo 

ANEHI.A PERNICIOSÁ 

En oosa de d{as mejoran objetiva y 8ubjetiva.m.8nte 1 08 enfermos con 

aMmi4 ~rnic iosa addtsonian~. a quienes 8~ administra dosis 8ufi­

cientss a otanocobalamina o ~xtracto hepátioo, oeden 108 trastornos 

gastrointestinales, la RUoosa lingual infl amada y atrófioa S6 no~ 

1tzan. Los s{ntomas oausados por la anemia S 6 alivian y 108 valor •• 

sangú{ns08 vu~lven a 10 normal, mejoran las fuerzas, la aotividad 

mental 11 81 a~ttto del paoiente, quien al oabo de varias se/'ilana8 

está curado sintomaticamente. Sin emba rgo, persiste la atrofia de 

la mucoaa y la aclorhidia reb.1de para la histamtn_~1 no S6 reoupe­

ra la facultad del est6mago para elevar el valor int7' {ns~ co de Castlc. 

Por oonsiguiente la defioienoia que oausa la anemia pernio iosa no es 

oura.da y debe administrarse el tratamiento por toda la vida. Los e~ 

fenno8 oon ataque al sistema nervioso oent ra1 neoesitan mayor tieapo 

para PMJorar, ~ro el progreso de la le s ión 88 de tie n..e iTWU1diata.m.e n,,­

t.IL La. ]tP.Ait<n ri.~ fa.qO{~u.1{}R Jatln-a.1eJJ dI! l a 1Il.edÚla eSDinal rssDo ndc 
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más lentamente que las afecciones de las heces postedores; po r oon.­

siguiente, al mejorar la funci6n de las heoe s posteriores pueden aPa 

rece.,. por lJe'¡¡' prime ra la spa.at uichd, los re/lejos exage~"ado s el sig­

no dI/ Babinsky post t i,vos l/te. Esto no debe oOlUJtde'f'ars~ oomo mani/_§. 

taat6n. de progr'eBo de la lesión nervioBa. 

Las OOT1Lpl tcao iones cerebral es desapa reoen oon lenti t ud. .:A. reacc i 6n 

h~l1iQ.topoyéttoa es la primera y más notable fase del resta,bl e otm.tento 

11 traduoe oon bastante e.xactt tud la evoluoión de l enfer:j¿o. La aspl/­

raoión seriada de médula ósea indica que unas ouantas horas después 

de la tnI/Bcoión intramusoular de vi, 'tamina B12 o extrac to hepático de-

8apar~oe la detención del proceso de maduraoi6n y las me gal oblasto8 

oom,ienzan a t¡~an,.gfonnarse en oélulas reticuladas maduro,s , En, el tér­

.tno de 48-72 horas S6 ha restablecido por completo la henwtopoyesis 

no~bldstica y desapareoe n los leuoocitos neutrójtlos gi gantes y 108 

~gaoQrtoo itos anormales. Confo rme progresa la meJor{a desapareoe la 

anemia ·macroc{tioa, la leucopenia y la tarombooitopenia. Los oambio8 

descritos de la médula ósea pueden s er provocados por una dosis peqUL 

ña de oianocobalamina a todas luoes insufioiente para l ograr una remi 

afón oompleta; por lo tanto l el diagnóstioo puede ser en.masoarado du­

rante muchos l1U1S8S, sólo dI/be oomenzarseé1 tratamiento espec {fioo 

ouando 8S diagnosticada oon certeza la anemia pernio ioea. ~ dos a 

oinco d{as después dI/ oomenzada la terapéutica Be observ an rettcul oci 

tos en la s angr. p€r tflrtca¡ por lo general ll e gan al m4.xim.o deapuls 

del décimo d(a. La forma y altura de retiou.lootto8 depende de varios 

faotores: Dosis de otanooobalamina, v{a de administración y, sobre 

todo, gravedad de la a~rnia. El valor máx imo de ret iculoci tos guarda 

re1aoión direota oon la cantidad inioial de eritrocitos ; en pacientes 

ou.ya ouenta inioial de hemat{es es inferio r " un millón por mil {metro 

odbioo no 8S raro que estas células lleguen a 50-70%. Pooo despüls 

de elevarse la ourva de reticulooitos se inicia el tnore7/¡ento de rl/ti, 

oulootto8, y se inicia el incremento de los eritrooitos, por Últinw 

llega a al oanzar valores de 4.5-5 millones por mil{m4tro oúb ico. En 

108 enfermos graves 108 glóbul os rojos aumentan aprox i madamente ~dt o 
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~illln por .tl(R4tro oúbioo a la 8~mana. La concentraolón de hemo­

globtna or~o~ oon mayor l~ntitud qu~ la cuenta de erttrocito8, de ~ 

qu( re8ulta qUeJ el (nd.ics de oolor eltHX¡do (hem.oglobtna corpusoular 

~dta) dtsatnuye. El tamaño de los eritrocitos (volum~n carpuaoular 

~dto) tambt¿n dtsmtnuvs. Baota el final d~ la tero6ra 86mana la 

ou~nta de rsticuoloottos vuelve a valorss 8emejant~s a las que prs-

8entaba antes dsl tratamiento y los valores hematoló~icoa son nonna 

le8 de 2-4 ~seB. 

ANEHIÁ MEGA.LOBUSTICJ. DEL EMIJJ.IUZO y PUERPERIO 

Este s(ndrome llamado equivooadamente anemia p~~ioiosa suele pre8e~ 

tar Bste mismo cuadro t(pioo sn la médula ósea, sin embargo en la sa~ 

grs ~rtf'rioa la anemta es normoo{trica; el jugo gdstrico 8u~le pre­

sentar dotdo olorh(drtoo libre no hay degene ración subaguda ds la mI­
dula cspino.1. J)~ ordinario ssta enfenn,edad 68 refractoria a la ciano­

oobalamina pero reaociona con el dciao fólico, el dctdo fol(ntco y sl 

extraoto hepátioo orudo. 

J1NEHIÁ MACJROCJITICJA NUTRICIONAL 

Los enfermos con an4mta ftacroc(tica nutrioional no reaccionan con la 

ctanocobalamina o el extracto hepático purificado a menos qus la mI­
dula ós.a sea megalobldstica. Esta enfermedad se debe a la absorción 

11 a8t.ilaot6n deficiente hematopoyéticala abosroi6n insufic iente d. 

vitamina B12 puede ser rssultado de resección gastro intestinal am;uta 

enteritis regional mayor, utilizaoión de la vitamina para una flora 

baot.riana anormal ~n el intestino . J)~ ordinario la anemia megalobl~~ 
-

tica nutrioional aaooiada con dia/unoiones intestinale s es oausada pri 

otpalment~ por dejioiencia de dctdo aacórbi co. Por consiguiente si l 

oianocobalamina es ineficaz debe ensayarse el doiao jóltco, puede ser 

di!l auxtliar el ácido asoórbioo y extracto hepático (crudO) oral. 

USOS DIVERSOS 

La anemia m.egalobldsttoa acrésttca refractari a que antes se ore{a oau.l 
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00 hepdtioo (ahora identijioado oomo vitamina B1¿J, probablemente 

rssult~ de la dejioiencia de uti1izaoi6n de áo i do f61ioo; de ordl 

nario en eó,ta anemia oareoen de ~jeoto la oianooobalamina. 11 el e~ 

traoto ~pltioo purijioado pero el padeoimiento r~m ite 0 071. áotdo 

j61 ico y doido jo1 (nioo. La anemi a perniciosa por "DiphU obactertun. 

1a.u.n" (tenia, de los peces) a veoes reaooiona 0071. oianocobo.lamina • 

.La paras itaoi6n perjudica la absoroi6n intesti nal da vi ta,ni na. B12 
alimentioia; probablemente porque el baoterio olfalo absorbe la 

sustanoia; ouando S6 elimina la tenia, desapareoe l a anem ia. La 

anemia ma01~oo(ttoa asociada acirrosts h6¡x!ttoa de ordi na rio no 6S 

TMgalob14.stioa, y por lo tanto, en ella 118 tMft caz la cianoooba.­

lamina, st n embargo en oaS08 exoepoiona1 es, l a "~dul a ósea es ~e­

galoblásttoa y en tal caso está indioada la vitamina B12• LG ma­

yor{a observada ouando se administ ra extracto hepátioo por su e­

feota benefioioso sobre las tensiones nerviosas de la anemia per­

niciosa, la oianooobalamina se ha empleado en diversos tras tornos 

neuro16gicos como neuritis periflrioa, neuralgia d81 trigenio, e~ 

ol erosts mú1tiple, neuropat(a diabética e to.; no hay pruebas de 

que en estos s{ndro1lUl s hay defioiencia de cianocobalamina. Tiene 

util idad en el tratamiento de padecimientos alérgicos y dermato1l 

gicos y que apresura el restab1eoimiento de la hepatitis por vtrua. 
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NLLISIS 

StfJ ooaenzard: a describir el método microbiológ ico . E's t6 ha s ido 

~plt~nt6 ut ilizado en la detenninación de vitwni na del grupo"B". 

~b t do a su gran senst bilidad y su alta espeoificidad , estos méto­

dos son prejer'tdos en muchos laboratorios, ~speoi alm.en ·te .t-:~ra la 

t nvest tgac tón de vitaminas naturales de origen natural o 

El método miorobiológioo ideal 8~r{a aquel que di spusiera de un mi 
oroorganismo que se desarrollara espeoialmente en pre~enci a de una 

d.terminada subs tanc ta y tll de sarrollo, o su me ·tabol iamo de pend iera 

di rectamente de l a oonoentrao i ón de di cha 8u.h8tancta. 

flfICROORGANISNOS USAlJOS CON ESTE OBJETO SON 

1) Lacto baot l lus l e ischmanni i 7830 

2) Esohi riohi a 0 011. 

3) EUglena grao ilts 

4) Ochromonas malhamens is 

Utili zando una sensibilidad de un pioogram.o igual a 10._1 2 gramos . 

Los métodos microbi ológi cos de valo rizac i ón pueden se 7' t urbid iaitr1 

oos, volumétricos y auxanográfioos . 

Los ensayos microbiológioos requi eren en ge neral atenc i ón cons tante 

al de talle porque la reproducción er itosa de los resul t ado s depe nde 

de que se sati sfaga todos los requerimi ento s r~triciona1es bajo la 

pr~sión de un factor único limitante. Las cantidades extremadamente 

pequeñas del oomplejo de oobalaminas que soportan el crecimiento del 

organismo Lactobacill us le ichmarmii aumenta l as p reoauoiones ne cesa­

rias ¡nro. proveer un ambiente control ado. 

Los método s microbiológicos para l a determi nao i6n de vitami nas se 

basan en la observación de que algunos m.ioroorganismos de ca r C1;ótB-



duotos metab61ioo8 t6nf,oos en presenoia de vitaminas de grupo "B". 

Estos ~toro.~gant8mos se oultivan en un medio nutritivo que oare­

ce de un o'ompuesto vi tam(nico dete rminado; el oreoimiento 88 inhibe 

totalmente, ouando se añade la muestra que oontiene B12 el medio 

inioialmente transparente por oarenoia de oreoim iento, la multi­

plioaoión del organismo oausa turbidez que es medida fot ome trtoa­

mente, también pueden de t erminarse cuantitativamente,' por ejemplo 

pueden valorarse volumétrioamente la mezola de áoidos produo idos 

por algunos mioroorgan i smos a partir de la gluoosa supJementada 

al medio. 

Si 86 añaden oantidades orecientes de la muestra problema, la tU! 

btdez del medi o, que refleja el mayor oreoimiento se inorementa 

gradualmente ~ dent ro de un cie r to intervalo de oonoentraoión, 6S 

direotamente p roporoional a la oantidad de vitamina presente, est, 

intervalo es llamado de reque rimiento para un desarrollo equivale~ 

t e a la mitad del máximo "pueden oompara r8e oon gran preoisión los 

efeotos oausados por la adioión de la muestra problema y de una 

soluoión de referencia que oont ienen la vitam i na pura. 

El medio de oultivo l(quido conti ene: 

0.75 gramos de extracto de agua soluble de le vadura 

0.75 gramos de peptona 

1.00 gramos de dextrosa anhidra 

0. 2 gramos de fosfato monopotásioo en 60 mililitro de agua 

10. Hl. de jugo de tomate 

l. Ml . de soluoión de poli80sbato 80 (tween 80) agua ha8-

ta 100 mililitros 8e ajusta a un p8 de 6.8 

El medio de cultivo s61ido oonttenB 

1.0% gluoosa 

0.75% de ~tracto de levadura 

0. 75% gramos de peptona de oase(na 



1.5% de agar 

0.2% d~ josfato monopotásioo 

0.5% de jugo de tomate 

0.05% de Tween 80 

37 

FE 608, el oultivo se siembra en pioadura se encuba a 37~ 

C. durant~ 24 horas. 

Los rsq~rimientos que deben satis facerse para garantizar un pro­

cedimiento senctllo, reproduotbl~ y exacto, limitan notablemente el 

número d~ organismos apropiados para la dsterminación mioro-bt~logi 

oa _" diohos requerimientos son: 

a) El mooroorgani smo debe ser sspeo {jioo para la vitamina que se 

ha d~ d"tsratna r. 

b) Las proptedades de la oepa que se emplea deben permaneoer abBol~ 

tamsnte oonstantes despuls de un prol ongado per{odo de resiembras. 

o) Las manifestaoiones vitales del mic roorganismo (oreoi.iento, foe 

maoión de produotos ~tabólicos, etc. ) deben proporo ionar efec­

tos graduales y fácilmente medibles dentro del int erval o óptimo, 

para determinar ouantítativamente o 

d)Los mioroorganismos empleados deben poseer un metabolismo interno, 

de tal modo que los análisis pueden llevarse a oabo en el menor 

t tempo pos tble. 

e ) Los mioroorganismos utilizados no deben ser patógenos p para evi­

tar 8xponer al analista el riesgo de infecoión y hacen inneoesa­

riamente di/{oil el prooedimiento anal (t ico . 

Fara el ensavo miorobiológi co de la vi tam i na' debe oon,jiarse prinoi­

palmente en los mioroorganismos ouyo metabolismo y requerimiento nu­

tritivo son más st~tlare8 al hombre y animales. 

RECUENff) B.dCTERImO 

La ~quiva1~noia de 108 tnóoulos 86 estableoe sobre la base del ~ro 

de mioroorgantsMOs btables por mtltlit ro, el que guarda una relaoi6n 
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NEDIO DE CULTIVO PARA EL ENSA YO NECROBI OLOGICO 

Un medio d ,e ensayo es un 71L6dio nutritivo de c ompos ición definida, 

que oonti 8ne todos los ingredi entes necesari os para el c recimien­

to del micr oorganismo exoepto, la vitami na que s e pretende deter­

minar. 

Los úni oos oomponentes adioional e s requer t doe pa r a oompl eta r el en­

sa~o son: las muestras problema o soluoión pat rón que oonti enen vi 
tamtnaSj 11 el inóoulo baoter i ano. Los m.e dios d e ensayo s e preparan 

m4zo1ando s oluoiones de distinto s oompuestos nut r i t ivos en la pre~ 

raotón adeouada a la que l e llama, s oluo i ón madre o p r ima r ia. De8-

puJ& de mezolar adeouadamente la soluo i 6n pr imaria, s e diluye hastc 

100 ml . Oon agua y S8 ajustan al pH apropiado. Esta mezola despula 

de f i ltrado se designa "medio bás ioo ll • La soluc ión empleada para la 

det erminao ión microbiológioa e n el medio de ensayo que se prepara a 

parttr del ~dio básioo por adioión de l a s oluoi ón de gluoosa en la 

proporoión adeouada. 

PREPARAOION DE LAS NUESTRAS 

La vitamina en estudio puede hallar s e bien e n e s tado l i bre o en fo~ 

ma oombinada. Los mioroorganismos de ensayo responden únicamente a 

las vitwninas que se hallan en estado li bre y con esoas asexcepoion8s 

son i ncapaoes de 1 i brarlas de los oo m.ponent es de al t o peso mol ecular 

que pueden formar ( por ejemplo, oomplejos vitcan{n ioos p r ot {dioos. Es 

por tanto, esenoia1 preparar el material o r iginal pa ra el ensayo mi­

orobiológico mediante hidriflisi s prelimi nar. El método para librar 

las vitaminas de sus diversas formas oomb inadas es oal entar la mues­

tra en agua o en tampón pero la h idr6li s i s enzimát t oa o áoido es el 

prooedi mtento más empleado habttual mente . De bido a l a composición 

variable de la muestra por ejem~ o , l a na tu ralez a y oantidades de prQ 

tetnaa y almidón presentes . Cabe la posi bi l i dad de que el método de~ 

orito pa ra la liberaoión cuantitati va de l a v itam i na a partir de sus 
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En conseouenoia, las condiciones de hidrólisis (conoentraoión de 

áoidos, tiempo de oalefacción, cant idad de enz{mas j , empleadas 

para un material desconocido, deben modificarse en vari as series de 

experimentos paralelos para oompr obar si la vitamina se 1 ibera cuaa. 

tttattvamente y cuáles son las condioio~s ópt imas para ell o, la hi 
dr61tsis áoida pueden llevarse a oabo en tiempo oomparati vamente ~ 

nor pe ro no siempre oonduoe a los mejores resultadoso 

j}ILUOION DE LA. NUESTRA 

La soluoión de la muestra o el extraoto del material en es tud io e. 
dtluve de tal modo, que el resultado aproximado p revi sto caiga en 

la región oentra1, mas li n6a1 de la ourva de oa1ibrac i ón. Si la 

conoentrao ión de la vitamina en la mue st ra problema es to talmente 

desoonooida, la di1uoión óptima pa ra el análisis miorobiológico d~ 

be determinarse por experimentos previ os. Para el análisis mioro­

biológioo s e preparan oomo m(nimo tres d iluci ones óptimas a partir 

de l a s oluc ión problema. 

SOLUCION DE OALIBRAOION 

Las curvas de cali braoión se determinan para cada análisis y es v&-

1ida exolusivamente para el mismo. Las d iluciones de las s oluoiones 

de oa1tbraoión se mezclan oon el medio de ensayo; S6 inooulan y se 

inouban en las mismas condioione s que las diluoiones de la muestra. 

SOLUCION OONTROL 

Es aoonsejable comprobar en oada experimento microbiológioo la este­

rilidad de los medíos de cultivo por medio de control p llevando a o~ 

bo simultdn4am8nte que no se inocula , psro que se trata de formar t­

dlntt oa a las muestras y soluoiones de calibrac ión. Cuando se real! 

zan las m8dtdas fotométrioas ninguno de lo s oontroles e~p1~ados debe 

5Cstrar turbidez medible. 
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NEDIJU 

La leotura se realiza tan pronto oomo la soluoión de oalibraoión 

oorrespondiente a la menor ooncentraoión empleada presente oarao­

t e r(stt oCUJ lu dtbles (turbidez). 

Para la val orao ión ~feló~trioa el oontenido de lo s t ubos se agi ­

ta pr6v ia..nuJnte. 

Una vez 81iminadas las burbujas de aire, la tu rbi de~ se mide ~n un 

jotom,¿t r o apropiado. La turbidez puede expresarse i ndi stintamente 

oomo extinoión~ oomo tramttanoia, o simJUemente por leotura en el 

galvanómetro, si es imposible reali zar i nmedia tament e l as leo tu ras, 

el o reo tmiento posterior puede evitarse pipe teando ur~ go ta de una 

soludón de jormaldehido al 1%. en oada tubo de cultivo y agitar. 

ANALI SIS FISICOQUINICO 

El análisis de la vitamina B12 por prooedimiento j (s ioo- qu{mioo es 

muy dif{oi1 debido a la oonoentraoión exoepciona1mente baja -oompa­

rada con las otras vitaminas B- en que es t a vitamina S8 ~Zla en 

la lUlturaleza. 

En conseouencia, este tipo de anális is puede aplicarse únicamente a 

soluoione8 relativ~nte ooncentradas de vitaminas B12, preparaoio­

nes jarmacéutioas y, en algunos casos, extractos de h(gado y oonoea 

trados de piensos rioos en vitamina B
12 

siempre que sea posible se­

parar la vitamina B12 de 10,8 impure~a8 interferentea. 

}fETODOS 

Los métodos j(sico- qu(micos más importantes para la dete rminaoión de 

vitamina B12 se basan en la abaoroi6n de la luz de la propia vitami­

na B12 en soluct6n acuosa o bien en la de t e rminación foto métrioa del 

grupo cianuro de la cianocobalamina. 
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.tBSORCION DE .LA LUZ POR LA CIANOCOB.ALAHINA 

ANALISIS == ESPECTROFOTOMETRICO DE LA VITAMINA B12 

Las soluo tones acuosas de cianooobalamina presentan los stgu ien­

t~s máximos de absoroión. 

lIfZ 278 n.m ( l nm) rf..% 
10m. == 115 

=:: 361 nm ( lnm) i1:.% 
10m. ::: 207 

Jl:Z 548 nm ( 3nm) r..% 
10m. == 63 
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Espectros de absorci6n de: acetato de acuocobalamina, cianocobalamina y dicianocobalamina en soluci6n acuosa. 

Concentraci6n: 1.76 mg. 100 mI. (aprox. 0.000013 molar): cubeta· de 1 cm. de espesor. 
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La absorci6n a 361 nm. de las soluciones de vitamina B12 (inyect~ 

bles, gotas) diluidas a una concentraci6n de 1-2 mg/rnl., S8 miden 

en el espectrofot6metro frente al disolvente, en una cubeta de cuar­

zo de 1 cm. Si las soluciones de vitamina B12 contienen aditivos 

COn.8srvadores que puedan ab80rber luz en la misma regi6n del espec­

tro, no es suficiente emplear agua oomo blanCO. La industria prep~ 

radora puede preparar soluciones testigo cuya oomposici 6n sea idén­

tica a la empleada pa r a las soluciones de vitamina B12 (pero omiti6~ 

do la adiot6n de este producto), pudiéndose medir, por ·tanto , la ab­

so ro i 6n de la luz frente a estos blancos id6neos en el co n. tro1 anal!. 

tico de las soluciones de vitamina B12 • 

E 361 = mg. de cianocobalamina/100 rnl. de soluci6n (ooz oul o) 
0.207 

Sí la "absorci6n ajena" 8S demasiado pronunciada (quizás debido a 

los conservadores que contenga la soluci6n), es aconsejable aislar 

la vitamina antes de proceder a la medida espectrojotométrioa. La 

determinaci6n de la absorci6n roja visible de la vitamina B12 a 548nm 

(L 3 nm) puede emplearse, asimismo, para la valoraci6n aproximada del 

contenido en vitamina B12 de una soluci6n. Este procedimiento propoc 

ciona resultados menos exactos debido a que la extinci6n 8spec{jica a 

548 nm. es comparativamente menor. (il..
l
% = 63 j. 
cm 

INTERFERENCIA. POR OTRAS COBAL.AJlfINAS 

No debe olvidarse un hecho importante: los espectros de absorci6n de 

todas las cobalaminas son muy similares respecto a la posict6n del 

máximo de absorci6n. La 'coloraci6n de todo8 los derivados 68 de un 

rojo profundo. El punto de absorci6n máxima de la acuo-(hidroxo-) 

cobalamina) que se forma a partir de la cianocobalamina (por ejemplo, 

mediante su exposici6n a la luz) se halla a 351 nm. Dijiere, por 

tanto, tan s610 10 nm. del máximo de la cianocobalamina. La descompo­

sici6n de la vito~ina B
12 

con fonnaci6n de acuo-(hidroxo- ) cobalamina 

puede detectarse únicamente si el desplazamiento del máximo a 361 nm. 

hacia menores longitu des de onda supera 108 l{mites de incertidumbr~ 
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de la ~sca1a d~ longitudes d~ onda d~l ~sp~ctrofot6metro emp1~ado. 

La acuo- (hidroxo-) coba1amina puede constituir el 5-10 por 100 de 

la cianocoba1amina pura sin que pueda registrarse el d~sp1azamiento 

ca racter{s tico en el máximo de sorci6n. Se ha demostrado que estas 

p reparaci ones son todav{a activas en el hombre. Sin embargo, ap1 t­

oando un estrioto oriterio de precisi6n, el mltodo ~8pectrofoto"~­

trico para la valoración de vitamina B
12 

debe considera r'se c omo un 

procedimi~nto que proporciona resultados razonablem~ente adecuado ~ 

nioamente para el control de dosis en preparaoiones Jarmaoluticas. 

El valor del método es menor ouando se aplioa a pruebas de cstabili 

dad -por ejempl o, despues de su conservaoi6n en condioiones ambien­

tales en . las que p redomina un fuerte oalo r ( ol{mas tropicales) -, l/a 

que, aparte de la acuo-(hidroxo-) coba1amina todav(a aot i va, en la 

descomposici6n de la vitamina B
12 

pueden for.marse productos inaot i­

vos que difieren notablemente de las oobalaminas aotivas en s u ab80C 

ci6n a la luz visib1~ y ultraviol~ta. Por todo ello, cuando el máxi 
mo d e abso rc i6n ya no se localiza a 361 ~ 1 nm. y 548 ~ 3nm, d~be i~ 

tentarse conseguir el aislamiento de la fracci6n de cianoooba1amina 

pura por cromatograf{a. 

ilNALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE.LA VITAl1INA E
12 

EN MEZCLAS 

(por eJ~mp1os, en preparados h~pátioo8 y concentrados de pi ensos ). 

Ya se ha indicado que los inyectables o gotas de vi tamina B,1 2 pura, 

constituyen los únioos oasos en los que puede medirse di rectamente 

la absorción de la cianocobalamina a 361 6 548 nm., ya que los otras 

substancias presentes en estas soluciones no afectan la absoroi6n a 

las longitudes d e onda cr{tioa. Aunque este oriterto es válido para 

las formas gal én icas recientement~ preparadas, los cambios que pued~n 

produci rse durant e su conservación o a causa de las condiciones des­

favorabl es de temperatura pueden haoer nec~saria la previa eliminaci6n 

de las sustanci as int~rfer~ntes ael aislami e nto de la vitamina B12 • 

En la gran mayor(a de los casos, tales como en los oompleJos vitam(ni 

co s B y en las pre paraciones po1ivitam(nicas , extraotos h epático8 y 

ooncentrados para pi e nsos , la separación previa es absolu tamen t e in-



44 

dispensable para el análisis exaoto de la vitamina B12" 

Las resina~: oam.biadoras de iones del tipo "Amberlite" se emplean 

habi tualmente para el aislamiento de la vi tamina B12 y para la s~ 

paraci6n d~' los productos de desoomposición de la misma a partir 

del extraoto 3 y 4. PUesto que la vitamina B12 es una sustanoia 

neutra, no es absorbida por oambiadores de aniones ni oationes, 

mientras que oiertos produotos prooedentes de la descom.posioi6n de 

la otanooobalamina y otros oompuestos aotivos hidrosolubles pre8e~ 

tes en los preparados vitam(nioo8 tienen propiedades básicas o dcl 

das y son retenidos, por tanto, por los cambiadores oa.ti6nioos o a 
ni6nioos. Loe oambiadores t6nioos derivados de la o¿lula -tan am­

pliamente utilizados en estos últimos años en la qu (mi oa de prote­

(nas- son espeoialmente adeouadas para la purifioaoión de 10.8 sol~ 

oiones de vi tamina B12" 

Una desventaja de la pur ifioaoi6n empleando oombinadores t 6nicos e8 

que, normal~nte, las oolumnas deben ser lavadas oon volw~nes »~y 

oonsiderables de agua con el fin de eluir ouantitativamente la vit~ 

mina B12 para el análisis es~otrofotomitrtoo. En conseouenoia, la 

soluci6n de vitamina B12 resulta diluida varias vece s en relaci6n a 

la soluci6n original, aloanzándose concentraciones a las ouales la 

extinoi6n obtenida es insufioiente para una medida espectrofotomi­

trica exaota. Sin embargo, puede concentrarse la vitamina B12 por 

extraoci6n con fenoles. Las plrdidas de vitamina B12 tiene n lugar 

a 10 largo del prooeso de purijicaci6n por cromatograj(a de ión-oa~ 

bio pueden conocerse Con exactitud mediante la adici6n de cianocob~ 

lamina marcada con coba1 to rad ioact i vo y la de te rminao i 6n subs i gui er!:, 

te del factor de recuperaci6n por medida de la radiaotividad ant~s y 

despuls de la purijicaci6n. Este método es laborioso y requiere dt~ 

poner de las instalaciones adecuadas para trabajar con sustanoias r~ 

diactivas. Van Mello ha descrito un método sencillo para el aisla­

miento de la vitamina B
12 

por jiltraci6n a través de una oolumna de 

.AJnberl i te XE-97, en el cual se eui tan en gran medida las pérdidas de 

materiales. Aunque la oolumna consiste en una resina de ión oambio 
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en la parte superior de la columna. y se e1uys espec{ficamente sólo 

cua ndo se adioiona una ~zola de dioxano-áoido olorh{drioo o de t~ 

trah{drofurano-ácido clorh{drioo la mayor{a de las impurezas y o­

t ras sus tano ias interferentes presentes en el extraoto se el iminan 

pre viamente de la oolumna m~diante tratamiento oon diversos disol­

ventes. Dudo que la vitamina B
12 

se e1uye rápidamen te oon una p~ 

quer1a oantidad de l{quido (forma una banda muy estreoha y oonoreta), 

s e oonsigue simultáneamente un enriqueoimiento de la solución. La 

experiencia ha demo strado que este método, oonoebido originalmente 

para e l análisis de vitamina B
12 

en preparados farmaoéuticos, puede 

emplears e también para el análisis de vitamina B
12 

en oonoentrados 

de piensos. Incl us o en el oaso de productos orudos de fermentaoión, 

ouyos extractos tienen una ooloraoión parda de mayor o menor inten­

sidad, s e cor~igue una purificación tan oompleta de lavttamina B
12 

que su curva de absoroión se oorresponde totalmente oon la de la vi 
tamina B

12 
patrón. 

REACTIVOS 

Amberlite XE - 97, producida por Romn & Hass, Philadelphia, USA. 

Hidróxido sódico 1 N 

Acido c1orh{drico 0,1 N. 

Droocano-ácido olorh{drico: se mezolan 60 m1. de dioxano para cromat~ 

grajea con 1 0 m1. de ácido clorh{drico lN y 30 m1. de agua. 

Te trahidroJurano-ác i d o clorh{drico: Se mezx1an 60 ml. de t8trahidro­

Jurano para cromatograf{a con 10 m1. de ácido olorh{drioo 1 N Y 30 ~ 

de agua . 

Acetona 85 po r 1 00: se mezclan 85 m1. de acetona G.R. oon 15 m1. de 

agua. 

Soluci6n de cianuro potáSiCO al 5 por 100: se disuelven 5 g. de ci~ 

nuro potáSico G.R. en 95 m1. de agua. 

Solución de ácido o{trico: se disuelven 10 g. de áoido c{trioo en 9( 

m.l . de agua. 

Soluoión tampón pH 4. 65 g. de cit ra to sódico G.R. y 50 g. de áoido 

c{trico se disuelven en agua hasta 1.000 m.l. Si ~s necesario, se a-
- " / ~ TT' _ _ _ _ _'Y 1 __ 0 f_ 



Lana de vidrio (LAR) 

p-c1orofeno2 cristo 

Mezcla para la extracc ión de vitamina B
12 

a partir de las soluciones 

acuosas: Be disu~lven 50 g. de p-c1orofeno1 en 100 rnl . d e t e trac10-

ruro de carbono G. R. 

1 -Butano1 para cromatograf{a. 

Ácido sul f úrico diluido: un.a parte (v / v) de ácido sul fú r ico 95-97 

por 100 (d-l.84) G. R. se adiciona cuidadosamente, enfrian.do y agi­

tando, a nueve partes de agua. 

Papel indicador universal. 

Vitamina. B
1 2 

(cianocobalamina) para bioqu{mica . 

Se agita la res ina Amber1tte XE 97 con agua y se deja re po sar la me~ 

cla durante toda la noche. Se decanta el l{quido turbio sobrenadan­

te y la resina se agita de nuevo con agua. Transcurridos diez minu­

tos, se decanta de nuevo el sobrenadante. Se repite este lavado ha~ 

ta que 108 l{quidos sobrantes sean prácticamente transparentes e inc~ 

loros. 

Cuando se ha deoantado la Última porci6n de l{quido de lavado, se a­

ñade hidr6xido 8~dico 1 N Y se deja actuar sobre el cambiador t6nico 

durante media hora, aproximadamente. Se elimina el alcali y la resi­

na se l ava con agua hasta que los l(quidos presenten un pE neutro. S~ 

decanta el agua y la resina se mantiene sumergida en tampón pH 4 du­

rante algún tiempo. Se vierte la cantidad suficiente de esta mezcla 

en el tubo cromatográfico (de 2 cm. de diámetro aproximadamente) has­

ta que se obtiene una columna de alrededor de 10 cm. de altura, una 

vez la resina ha s ed imentado totalmente . Se elimina el l(quido y se 

añade nueva cantidad de rompón pH 4. Se cierra la columna y se ladea 

adecuadamente para conseguir una (ntima mezcla del adso rbente con la 

soluci6n tamp6n, d e jando acto seguido que la columna de resina sedi11UJ! 

te lentamente . La solución tampón s e elimina gota a gota, abriendo l( 

llave inferío r de la columna. El pH de los 1{quido8 ef1uyente s debe 

ser = 4 , aproximadamente. El tratamiento oon tamvón oH 4 debe repeti) 
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se, ai juera necesario, hasta qu~ se alcance este pH en 108 l {quidos 

ef1uyentes. .l'ina1ment~, se el imina el 1 {quido hasta que su ni vel 

qued~ a unos mm. por encima d~ la parte superior de la columna de r~ 

sina. En e!ste momento , id cambiador i6nico está dispuesto para su 

empleo • 

. AISLANIENTO y DETl!J'R}fINACION DE L.il VITANINA 131.2 

En el oaso más senoi1lo, es deoir, ouando la soluo i6n de oianoooba­

l amina no oontiene otras oobalaminas ni produotos de desoomposioi6n 

de la vitamina B
12 

se pipetea dire ctamente sobre la oolumna un vol~ 

"~n exaotame n te medi do de la misma. La soluoi6n debe oontener entr~ 

100 11 250 ug. de cianooobalamina 11 hallarse a un pH oomprendido entr 

4 11 6. 

Para el análisis de la vitamina B
12 

total, ~xpresada e n oianooobala­

mina (por ejemplo, cuando se cont~an los niveles de ooba1amina en 

extraotos hepáticos o en soluciones de vitamina B
12 

que contienen pr 

bab1 emente cierta cantidad de acuo- o hidroxoooba1amina), se oonvier 

t e previamente todas las ooba1aminas en otanocoba1amina por tratamie 

to con cianuro potásiCO. En un vaso de precipitados se trata una 80 

1uoi6n que contenga alrededor de 100 a 250 ug. de vitamina 8
12 

con 

m1. de soluoi6n de oianuro potásioo; se ajusta el pH entre 4-6 (oon 

papel indioador universal) empleando una soluoi6n de áoido o{trioo ( 

tenoi6n: trabájese en vitrina) 11 se oonserva en una vitri na de gasea 

de buen tiro durante quinoe-veint~ minutos . A oontinuaoi6n, l a solu 

oi6n s e vierte sobre la oolumna de resina de bidamente preparada . El 

vaso de preoipitad08 se lava oon unos pooos mililit r os de una mezo1a 

oom.puesta por 40 rnl d~ tamp6n pH 4 11 60 rnl. de agua y los 1 {qu ido s dt! 

lavado se añaden a la oolumna. 

ANA LISIS DE COMPRIMIDOS Y GRAGEAS. 

Para anal izar, la vi tamina B
12 

en oomprimidos o grageas , que conten-
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ment~. El polvo obtenido se dispersa oon agua y la suspensi6n 

ob tenida se trasvasa a un matraz Erlenm~y~r, lavando ad~ouadame~ 

te oon 30-50 m1 . de agua. S~ añad~n 5 m1. de la solución dI! ci!! 

n:uro potá.sioo y la mezcla S6 oalienta I!Jn baño de vapor durante 

quinoe, v~tnte minutos. La 8uspensi6n se ~nfr{a 1:1 se a justa a pE 

4-6 oon s ol uo ión de áoido c{trioo (atenoión: real{oe se e8 t a ope­

raoión en v itr ina, debido a la produooión de á.oido oi anh{d r ioo)¡ 

se mantiene en la vitrina durante v~inte minutos aproxim.adaml!nte 

1:1 la soluoi ón sobrenadante se vierte sobre la oolumna de re s ina 

debidament e preparada. El residuo se lava oon dos porc iones ds 

5 rnl. d e agua. Los l(quidos de lavado se oentrifugan 1:1 el sobra~ 

te se deoanta, asimismo, sobre la oolumna. 

ANALISIS DE VITAMINA B
12 

EN PIENSOS CONCENTRADOS 

La extracoión de la vitamina B
12 

a partir de oonoentrados de pien­

sos Be realiza de forma similar. Se disgrega oon agua una oanti­

dad del oonoent r ado que contenga previsib1e~nte entre 100 1:1 250ug. 

de vitamina B12• La suspensión acuosa se traslada a un vas o de pr~ 

cipitados oo n la ayuda de 20-50 rnl . de agua, se añaden 2 ml. de la 

soluoión de cianuro potásico y la mezcla se calienta sobre baño de 

vapor durante treinta minutos. Este tratamiento no sólo convierte 

la vitamina B
12 

existente a la forma ciano, sino que libera a la 

vitamina de sus formas combinadas con prote{nas. Una vez en/riada 

la mezola, se ajusta a pH 4-6 con solución d~ áoido c{trico (papel 

indicador unive rsal, procédas€ en vitrina) 1:1 se deja permanecer en 

la vitrina durante 20 minutos. Acto seguido, se centr{fuga a la ve­

looidad sufioiente para permitir una separación completa. La solu­

ción sobre nadante se vierte sobre la oolumna de resina ya preparada 

1:1 el r8siduo s e l ava con dos porciones de 5-10 rnl. de agua. Los li 

quidos d e lavado se centrifUgan 1:1 los sobrenadantes se adicionan, ~ 

simismo, a la columna o 
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La c ianocobalamina puede también determinarse, con excelen.tes re­

slJ._7.tados, mediante el procedimiento de la resina combiadora de i6nes, 

ouando se halla en soluoiones dilu{das de vitamina B
12 

(alrededor de 

1-2 ug.dlS vitamina B
12 

por m1.). En este oaso, el V011Dfi.3 n d e la so-

1uci6n prob.Zema perco1ado a través de la columna debe ser de 50 a 

100 ml. o inclus o mayor. No existe inconveniente alguno que impida 

tratar oon el cambiador i6nico una soluci6n acuosa pura de la oonoeQ 

traci6n indioada . Sin embargo, estas oonoentraciones tan bajas (1-2 

ug/ml.) de vitamina B
12 

no se hallan normalmente en soluoiones de vi 
tamina B,12 pura, sino en preparaciones oombinadas t al es oo mo jarabes 

o gotas para su empleo oral, es pre oisamente ouando s e manejan estas 

preparaciones farmac!utioas, ouya v isoosidad es notabl em,~ nt e alta, 

ouando la filtraoi6n a través de la oolumna de resina es más difícil 

y, a veces, impraotioable. En estos casos la vitamina B
12 

puede ~n­

riqueoers€ por extracoi6n oon t~noles antes del tratamiento en la o~ 

lumna de resina. El método oonsiste en añadir dos gotas de la solu­

oi6n de cia.nuro potásico a un volumen de la soluoión. (diluido a 50-

100 m1. oon agua, s i la viscosidad es alta) que contenga, como m{ni­

mo, 50 ug de vitamina B12 en un embudo de separaci6n (Squibb). La 

mezcla se agita vigorosamente. La soluci6n resultante se ex trae pri 

meramente con 10 m1 . de la mezcla de c .,: orofeno1 y otras dos veces 

con 5 m1. de la misma. Los extractos c1orofen6licos se combinan en 

otro embudo de decantaci6n, se diluyen con 10 ml. de carbono y 10 m1. 

de l-butanol y la mezcla se agita vigoramente con dos porciones de 

5 m1 . de agua) dejando que se separen perfe ctamente las fases después 

de cada adici6n de agua. Las capas acuosas se añaden so bre la co1~ 

na de resina deb idamente preparada. Una vez eliminada la fase acuosa, 

la. ampolla de separaci6n se lava con unos pocos m1. de 't:alnp6n pH di­

luido (40 m.l. tamp6n pH 4 Y 60 ml. de agua) y los 1 {guidos de lavado 

se vierten, asimismo, sobre la columna de A'(¡Lbcrlite • 

Tan pronto como la soluci6n muestra que co nti ene la vitamina B12, ha 

percolado a través de la columna y su nivel se halla únicamente 1-2 mm. 

Dar encima de la s UDerfi cie de la resina. se añaden sucesivamente por 
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fluyentes emerjan prácticamente desprovistos de coloraci6n. En­

tonces la columna se lava con 50- 100 m1. de acetona al 65 por 100 

y, f i nalmente , con o tra porci6n de ácido clorhídrico 0.1 N. 

Es muy import ante , cuando 10. col umna se lava con ácido clo rh(dri-

co, acetona y de nuevo ácido clo rh{drico, que .los 1 {gu i do s ~flu ye!J:.. 

tes finales se hallen totalmente desprovis to s de c o1 0raci6n. ~n 

co nse cuenci a , el v ol umen de l os l{quidos de l avado dependerá excl~ 

sivame nte de la naturaleza y cantidad de las impurezas p resen tes . 

Aparte del c olo r roji z o propI.o de la vitamina E
12 

absorbido .. -que s e 

lo cal i za p rincipal m.ente en la parte super ior de la c ol U'1'/rw· - 1 no de­

be n permanecer otras coloraciones ext rañas en la resina c c.mb i adora. 

Cuando ell o s e consigue , la el uci6n de la pt tamina E12 proporoi ona, 

habitualmen te, un e.Zuato transparente que pre8enta e l color t {p ico 

de la e ianoeobal ami na. y que eont i ene este producto p ráct i com.ente p~ 

ro . 

ELUCION 

Cuando el lavado de la oolumna ha finalizado y el ác ido c1orh {dr i -

00 emplead o en el Últi mo lavado se halla únicamente a 1 - 2 ~n9 por 

encima de l a superfici e de la resina , se pipe tean sobre l a misma 

20 m.l. de dioxano ácido clo rh(dr i co o un volumen similar de t e·tra­

hídrofurano-ácido c10rh{drioo para la eluei6n de la vitamtr~ B
12

• 

lJIOXAKO HCI 

La mezcla de diozano- ác ido c10rh{drico se utiliza s iempre que la 

vitamina E
1 2 

situada en l a part e superi or de la c olumna te n ga el c~ 

la r rojo carao ter{stico y no se observen ot ras sus tancias de tonali:,. 

dad parduzca en la columna. Es t e es el c aso que se presenta normal­

mente cuando se emplean preparaoio nes farmacéuticas simp_Zes y que 

contienen canti dades re lativamente elevadas de vi tami nas E12 siempre 

que la columna haya s i do cu idadosamente lavada. 



51 

TETRAHI.Dli'OFllRANO-{lQl 

En oambio, es necesario la eluoión con tetrah{drojurano-doido 

olo1'h{dr ioo ouando se anal iza la vi tamina B12 en piensos oon­

centrados. Inoluso en el anális i s de espeoialidades farmaol.~ 

t ioas puede da rse el oaso de que c iertos mate r i ale s acompañ~ 

(/.08 de ooloraci6n pardo-amarillenta no pueden el iminars e fácil. 

mente de la banda propia de la vi tamina B12 a pe s ar de un lav5!. 

do oui dadoso y repet ido. 

Estas sus tancias se comportan en la columna de forma análoga a 

la vitamina B12; asi mismo, acompañan a la vitamina cuando s e ~ 

lu ye con díoxano ácido clorh. (drico. Se eliminan ul teriormente 

durante la extracci6n oon clorofenol . 

Tan pronto oomo la primera poroi6n de eluyente (diox ano- o te­

trah{drojurano-ácido clorh{dri co ) pasa a travl8 de l a colu"ma j 

se forma un anillo rojo bien definido que se despl aza gradual ­

mente hacia aba j o . Inmediatamente antes de que ésta banda a1-

oance la lana de vidrio que sustenta la columna de resina , se 

el imi na c on papel de fil tro el 1 { qu i do que pueda pe rmaneoer en 

el tubo de salida. 

Si se emple a dioxano ... á,ctdo clorh{drico como 1 (quido eluye nt e, 

se recoge el e1uato coloreado en un matraz afo rado de 10 ml. 

Se sigue pasando la s oluoi6n elu yente hasta que el l{quido fl~ 

ye totalmente desprovisto de la co1oraci6n caraote r{stica (su~ 

l e conseguí rse después de reooger 5 m1.. de eluato, apr oximada-

men t e ) . Es importante proourar que exista siempre una capa de 

d ioxano-ác ido clorh{dri oo por encima de la columna mientras se 

está reoogie ndo el eluato de vitami na B12 si jue ra necesario , 

debe añadirse mayor cantidad de l {qu ido para que no s e seque el 

extremo super io r de la oolumna. Despué s de la adición de 4 ~2. 

de áoido c1orh{drico 0.1 N~ el cont eni do del matraz a f orado se 
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diluye hasta la señal de aforo (10 m.l.) con ácido clorh{dr i co 

dtoxano. 

S e filt:ra, s i e s preciso , a través de un buen. papel de fi.ltro . 

(b anda aZÚl ) . 

Cuando ce emple a t etrah{d rojurano-ácido clorh {dri c o para eluir, 

l OD 1 (qu i d os eflu ¡,;cntes no se reco ge n en un mat¡"'.1 .. :::: ajorado, si­

n o en un pe que rTo ¡;":.a tra:.: de jondo re do ndo. Tan pronto oomo el 

eflu'jen.te se h alla total mente desprov is to de .la oolora c ión 00.­

racterís tica de l a vita¡;¡ i na B
12

, se añaden 3-4 m.l . de agua al 

conten.ido del matraz y se e l i mi na el tetra.h{dr'o j urano por e va­

po r ación, realizada a baja presión 11 co n Calefacc i6n suav e. La 

col '..l..ci6n c1orh !d rica r e s i dual de vitami na. B
12 

8e trans fiere a Uí't 

embudo de decantaci6n, lavando ade cuadamente con. u n poco de agua 

y se ex trae con do s porciones de 3 ml. de la mezola de clorol6-

71.01 los ext rac tos clorofen6l tcos combinados 8e lavan c on 5 ml.de 

ácido sul fÚ r ico 2 N. La capa de 010rofeno1 lavada 8e trata con 

u na gota de soluci6n de cianuro p otásico, 2 0 P.U de c1 o rofo~o, 

5 mU . de l -butano1 y 5 m1 . de a gua. Al agt tar~ la vitamina B12 
retorna ouantitativamente a l a jase acuosa ( capa supe rior ) cua~ 

do .Zas jases 1 {quidas se han separado perf ectament e. La capa 0l:. 

gánica se extrae de nuevo con 5 ml. de agua y la fracci6n corres­

pondiente se añade al extracto acusso obtenido ante r iormente. Es 

ta s oluc i ón se fi1 tra a t ravés de un pequeño fil tro de "banda a­

zul", r e cog iendo el filt rado en un matraz aforado d.e 20 m1. Se 

diluye has ta la señal de aforo con los l {quidos proc edentes de un 

cu idadoso lavado del filtro con agua , me z clando completamente me­

diant e agitaci6n. 

HEDIDA 

Las solu.c iones que se han diluido hasta la señal de aforo en los 

m.a trace8 ajorados respectivos se val o ran f rente a agua en un es­

pectrojo t6me tro, e'l'l.pleando cubetas de 1 cm. en el primer caso 

(;na t raz a fo rado de 10 ml. ) Y de 2 cm.. pa ra . e l segundo (ma t 7'aces 



CALCULO 

~JJ§lX 100 

0.207 
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= ug. de vitamina B
12 

en la muestra de par t ida , 

donde E
361

= extinción a 361 nm. del e1uato de 

dioxano-áoido clorh{drioo d i lui do hcs ta 10 rnl. 

11 m.edido en una cubeta de 1 cm. o exti nción de 

la solución obtenida por el métod.o del tetrah[. 

droj'urano, dilutda hasta 20 ml . 11 rMdida en una 

oubeta de 2 cm; 0.207 ::t extinoi6n a 361 nm. de 100 u.g de ciano­

oobalamina e n 10 m.1.. de soluoién, medida en ~na oube t a de .Z O/n. 

(#..1- % t::: 20 7) • om 

OBSERVAC:r ONES 

CUando la fracoi6n de vitamina B12 se purifica po r extraco t6n oon 

la mezola de olorofenol, puede ooasionarse un pérd i da del 5. al 

10 por 100 de la vitamina B120 Si este método se empl ea para de­

terminaoiones sistemátioas es aconsejable oonduoi r simultáneamen­

te una valoración oomparativa en la oual se trata una s olución de 

oianocobalamina pura. ne esta forma puede oorreg i rse l a pérdida 

observada en el aná1 isis de control al real izar el c c!loulo del 

oontenido en vitam.ina B12 de la muestra. Sin embargo en la ma­

yor(a de los casos es sufioientemente exacto referir todos los 

análisis a un factor de pérdida inicialmente determinado y esta­

bleoido. Por ejemplo, st se pierde ellO por 100, los resultados 

se multiplican por el factor 100/90; si se pierde el 5 po r 100, 8e 

m:ul.tipl tcan po r el factor 100/95. 

TIEHPO REQUERIDO 

El análisis de vitamina B12 en p reparaciones compl ejas, t ales como 

los concentrados de piensos, que deben e1uirse con te t rah{drojura­

no-dcido clorh{drico 11 extrae rse después tal como se ha indicado, 
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requiere aproximadamente una jornada completa de trabajo, Si 

la detenninaoión no puede oompletarse en un sólo d(a, puede i~ 

terrumpirse bien sea antes de la eluoión de la vitamina (siempre 

que la oolumna se deja en medio olorh{drico 0.1 N; la aoetona d~ 
ji 

be desplazarse completamente con ácido clorh{dr i c o) o bien des-

puls de eliminarse el tetrah{drofurano del eluato de vitamina 

E12 por destilación. La solución de vitamina ~Z 2 dejada la vi~ 

pera en ácido olorh{drico es estable hasta el pr óx i mo d(a . Sin 

embargo, la vitamina B
12 

no es estable e n las soluoione s que ooa 

tienen dioxano o tetrah(drofurano. Si el máximo de la soluoión 

problema no corresponde a 361 :zt 1 nm. y se plantean dud c,-s acerca 

de la pureza de la fraoción de vitamina B12 que se e s ,tá valorando 

es aconsejable determinar la curva de absorción de la soluoión 

problema entre 330 y 600 nm. Si no S8 dispone de un e ~pe otofot~ 

metro con registrador aooplado, es suficiente med ir la absoroión 

en el m(nimo a 430 nm. y en el mdximo a 548 : _+ 3 nm. , junto 

oon la determinaoión a 361 nm. La relación E548 debe hallarse 

comprendida entre 3.0 y 3.5 y la relación E548 E430 entre 2.4 

y 3.0. Si los cocientes obtenidos caen dentro de estos l{mites. 

La fraoción de vitamina B
12 

es suficientemente pura. El conteni 

do en vitamina B12 calculado de acuerdo con la fórmula indicada 

anterior.mente, proporciona rá unos resultados muy oeroanos al va­

lor real. 

No siempre es posible purificar la pitamina B
12 

mediante paso a 

tra vés de columna y la subsiguiente extracción, de tal modo que 

la ourva de abso r ción de la soluci6n probl ema co r responda exaota­

mente oon la solución de oianocobalamina pura. Este caso puede 

presentarse tanto en el anál isis de productos crudos de f e rmenta­

oión (piensos ooncentrados con vitamina B
1

) :-'oomo ,cuandO se valo­

ran preparaciones farmacéuticas de vitamina B12 parcialrnente al­

teradas. Las impurezas interferentes - productos de degradaoión 

y otras cobalaminas presentes en productos naturales- muestran 

con fr e cuencia unas ca r aoter{sticas de absorción muy similares a 
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las de la vitamina B12" Su influencia sobre la forma de la cur­

va de absorci6n de la soluci6n problema de vitamina B12 es nor­

mal7ftentt~ muy escasa, pero originan las suficientes para que pueda 

deteotarse con certeza que se comportan de forma parecida a la 

vitamimt B12 activa . En estos casos, es aconsejable comp robar los 

resu1 tados anal tt icos po 1'" la de te rminac i 6n microbi 01 6g i ca de la 

vi tamina B12 • 

Otr08 métodos para confi rmar los resultados ana1{ti cos es el si­

guiente: Se neut raliza exactamente el elua t o de tetrah{drofurano 

-áoido clorh{drioo (pe 7. O. medidor de pe e1eotrodo de vidrio) 

con hidr6xido s 6dioo 0.1 N. No es necesario eliminar el tetrahi­

drofurano por destil aci6n. La 801uci6n neutra se perco1a a tra­

vés de una columna de 1.5 cm. de diámet r o y 5 cm. de altura de 

cambiador ce1ul6sico. La oolumna se compone, conc retamente, de 

partes iguales de P-celulosa (oelulosa /osforilada) y de CM-ce­

lulosa (oarboximetilce.Zulosa), y retiene las sustancias cati6ni­

caso La oianocobalamina es neut ra y, en conseauencia, no es re­

tenida por esta columna cambiadora de cationes: al tratar oon 

agua libre de anh{drido ca rb6ni co (previamente hervi da y enfriada 

rápidamente) se recupera cuant i tat ivamente en el matraz receptor. 

El eluato obtenido se diluye con agua en un matraz aforado de 50 

rnl. hasta la señal de aforo. La medida se realiza a 361 W4. en 

una cubeta de 5 cm. frente a agua. Guar40 las sustancias inter­

ferentes son de naturaleza cati6nica - 10 cual, de acuerdo con 

nuestra experiencia, constituye el caso más frecuent~:La curva 

de absorci6n del eluato acuoso de la columna de celulosa corres­

ponde perfeotamente con la curva obtenida con vitamina B12 pura . 

Dado que la soluci6n inicial debe diluirse considerablemente al 

eluir la columna con agua, suele ser necesario concentrar de nu~ 

vo la soluoi6n di1u(da por ext racci6n con clorofenol antes de 

proceder a la medida espectrofotométrica . 



ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE LA ACUO- {HIDRO~O-) COBALAMINA 

(VITAllIlVA B
12 

) 

ABSORCION DE LA LUZ 

El máximo de absorción del acetato anJdd r o de acuo obal antina en 

soluci6n acuosa es el s iguiente: 

x ::: 274- ron ( ...j;.,ron) , E 1% =145 
1 cm.. 

X == 351 ron (t. nm) 
~ 

E 1% =-188 
lcme 

X = 522 ron (t. ron) , E ~% ::: 60 cm 

Las correspondientes extinc i ones espec{fioas de la Ht droxocoba1~ 

mina, cuyo peso molecular (1.346,39) es menor que el del aoetato 

de acuooobalamina (1 .406»44 ) debido al peso molecular del ácido 

aoétioo, s on superiores a las del acuo- derivado (factor 1.045), 

pero los máximos de absorción se hallan looalizados en las mis­

mas longitudes de onda. Unicamente el pico a 351 nm es adecua­

do para el análisis espectrojotométriooo 

La determinación de acuocobalamina en inyectables que no co nten­

gan otros componentes activos además de esta vitamina, e s extre­

madamente sencilla. Se diluye la solución, si es ne cesa rio, has­

ta alcanzar una concent raci6n de 1 mg. de acuocobal am ina en 100 ml. 

Y se mide j ren t e a agua en un espectrojotómetro, a 351 nm ( t.. 1 nm). 

EJ51 .. _ _ mg. de acetato de acuocobalamina en 1 00 ml. de la solu-
0 .188 -
ci6n problema . 

E151 = mg. de acuocobalamina base ( o hidrox o-coba_Z ami na. ) en 100 
0.196 
rnl.de la soluci6n probl ema. 
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Lógioamente, este mé todo tan senoillo únioamente propo r ci ona 

resul tados p r eoisos oon prepa r ados que contengan exolus i vame!1: 

te acu()-cobalamina pura o sales puras de a cuocobalamina . La 

curva de abso r oión entre 300 y 600 Mm. da una i dea ap 1';:)xi mada 

de la pureza del o omponente aotivo . 

La o om ,ers ión de la a c u ocobalamina a l a f o rma c i eno (cia no c o·­

ba1am i na) mediante adición de cianuro, consti t u y en un mét odo 

de control muy útil cuando se emplea el p ro c e d im i e nto que ac~ 

bamos de describí r. En un matraz aforado de 100 ml e se añad e 

1 m.l . de la solución de oianur o potdsico a u n volumen de l a sQ. 

l u c i 6n p r o bl ema que corresponda a 1 mil igramo de acuoco bal ami ­

na, aproxima dame nte. A continu ac i ón se ad i c i ona , go ta a gota, 

la solución de ácido c{trico hasta que el pH d e la solución 

sea alrededor de 5.7 (vitrina) . Se diluye la sol ución co n 

agua hasta la señal de aforo y se realiza la med ida e n el espe~ 

trofo tóm.etro a 361 nm.. (máxi mo de la cianocoba1amina) frente a 

agua. Si se emplea una oubeta de 1 cm., el conte nido en acuocQ. 

ba1 amina s e c alcula como sigue : 

E 
~ X A = mg de acuo- ( h idrox o-) co bal ami na en 100 rnl . de la 
0.207 
solución problema donde ~ = p, mol . acuocoba1 am i na 

p.mo1 . cianocoba1amina 

CUando se calcula el contenido en acetona de acuoco ba1 amina, el 

factor A es i gual a 1.038. Para la aouooobal am ina base e hidroxQ 

- cobalamina , se emplea el factor A= 0.933$ 

ANALI SIS EN MEZCLAS 

Si la solución problema contiene otras sus tanci as que pueden ab­

sorber en la r egión de 350 nm. la acuooobal ami na pue de aislarse 

normalmente, empleando una columna de Ambe rlita y de terminarse 

espectrojotométrioamente después d e proceder a su elución con 

d ioxano- ácido c1orh{drico . Indistintamente , l a vi t ami na B12 
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puede purifioarse oomo forma aouo o bien oonvertirse en oiano­

ooba.lamina por tratamiento oon oianuro, real izando la medida 

de la Jo~ oiano. 

PURIFICACION CON CAMBIADORES DERIVADOS DE CELULOSA 

Los oambiadores tónicos derivados de la celulosa son aprop iados 

poro. el aislamiento del cat{on aouo-oobalamina a partir de mez­

clas con cianooobalamina y otros factores vitam{n icos B12 U pa­

ra la separación de productos de degradaci6n. Las cobal ami nas dol.. 

das que pueden produoirse por descomposioión hidrol{tica, s on 

retenidas cuando se emplea dtetil-amtnoetil-oelulosa (oamb iador 

t6nioo), mientras que la ciano- y como oobalamina pasan sin ad­

sorberse a través de la columna. Estos dos derivados se sepa­

ran ulteriormente utilizando cambiadores cati6nioos de ri vados 

de celulosa, siendo preferible el empleo de una mezola de oarbQ 

xi-metil-celulosa y fosforilada (CM-oelulosa y P-oelulosa). Es 

ta oolumna adsorbe la acuooobalamina, pero no la cianocobalamina 

La aouocoblamina retenida puede eluirse con áoido acético dilui­

do, determinándose luego en el eluato por valoraoión espectroJo­

tométrica . El comportamiento de la/vitamina B
12a

" en las oolum­

nas cambiadoras de oationes demuestra olaramente que este deri­

vado posee propiedades catiónicas en soluoiones neut ras y débil 

mente áoida y que se halla al estado de aouocobalamina y no oomo 

hidroxo-oobalamina. 

CROHATOGRAF'IA EN CAPA FINA 

La acuocobalamina puede diferenoiarse de la oianocobalamina em­

pleando placas de Si1ioa-gel G. Para la deteooión cualitativa 

se aplican a una plaoa activada de Si1ica-ge1 G. alrededor de 20 

~. de una soluoión problema que contenga 5-10 ug. de acuocobal~ 

mina. Se procede al desarrollo ascendente de la placa hasta unos 

2/3 del r ecorrido total con 1:1 metanol 1f agua (tiempo de desarr2. 

110: aproximadamente una y media horas). La acuoooba1amina pe~ 

nece inmediatamente enoima del punto de partida, mientras que la 

oianocobalamina se desplaza hasta la zona media de la placa. 
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