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HISTORIA

George R» AxlNOT y William P» MURPHY descubrieron en 1926 que 

la enfermedad descripta por CO&BE de Edimburgo en 1822, reconocida co

mo una entidad nosológica por ALBISON en 1849» y llamada anemia pernio 

ciosa por BIER&ER podía tratarse terapéuticamente con hígadoMtegro» 

Esto abrió un nuevo capítulo en la investigación sobre nutrición» (iíás 

tarde CASTLE logró los mismos resultados con carne de res y jugo gás

trico normal)

Poco después de este descubrimiento, que les valiera a LIKÓT, 

&URPHY y George WHIPPLE el premio ROBE! en 1934, varios grupos de in— 

vestimadores empezaron a fraccionar extractos de hígado para puzxfó^jg^ 

el principio activo en la terapéutica de la anemia perniciosa»

COHNj U1HOT y colaboradores, en un trabajo que abarco desde 

1927 a 193$ aproximadamente, aislaron del hígado la fracción antiahé- 

mica (fracción G) f para ello hicieron una extracción del hígado con a- 

gua ligeramnete ácida, eliminaron parcialmente las proteínas 

impurezas con alcohol hasta obtener una graduación del 70^ y una vez 

concentrada la solución alcohólica precipitaron la fracción antianétót- 

ca por el agregado de alcohol» Asignaron a esa fracción una estructura 

aminada» En sus mediciones de los preparados antianémicos usaron la 

fórmula reticulocitaria como método de contralor»

En 1936 DAKIR y UÜGLEX estudiaron el fraccion^5íej|!^|

rante un período más largo, describiendo una técnica de purificación 

muy avanzada, contraloreada biológicamente, y afirmaron que aquella 

fracción era de naturaleza polipeptídica» En sus trabajos empleáronla 

precipitación alcohólica en presencia de sales de calcio y demostxadpoa! 

que el principio activo es precipitable en loma de sal de Re ineck^rA^ 

con acetato de uranio, por el sulfato de amonio o de magnesio de sus 

soluciones neutras, y por el cloruro de sodio de sus soluciones ácid^

Lograron obtener concentrados potentes»
Otros investigadores fueron* LALAND, KLEM, bTRAMJELL y^oola^j 

redores (1935-36), WILKIiiüOR (1932-40) y WUi¿üy-Cofabofnaors‘É (1937^ 

38)» Los primeros informaron que el principio antianémioo ^odíiib e¿tr»~ 



erse de bus soluciones acuosas con fenol líquido,adsorberse con carbón 

activo y eluirse con fenol líquido«Luego,haciendo un fraccionamiento 

con sulfato de amonio y varios solventes obtuvieron un concentrado 

amarillo rojizo,clínicamente activo en dosis de 1 mg.Este trabajo fuá 

confirmado por las investigaciones recientes#

SUBBAROW y JACOBSON informaron acerca de sus primeros estu

dios durante 1935-38«E1 primero continuó sus trabajos emitiendo una 

hipótesis acerca de un factor múltiple»

Castle y sus colaboradores se interesaron más en el factor 

existente en el músculo de bovino y el efecto del jugo gástrico sobrio 

la actividad de este factor,es decir,el factor extrínseco'y el factor 

intrínseco#Según la teoría de CASTLE,enunciada en 1929,”se distingue 

un factor intrínseco o hemogenasa,de origen gastro duodenal,que actúa 

sobre un factor extrínseco o hemógeno,alimenticio,para dar nacimiento' 
''i 

al principio antipernicioso acumulado ulteriormente en el hígado”#La 

inactividad de la Vitamina B^ solamente por vía oral,opuesta a su ac

tividad si el jugo gástrico humano está asociado,ha conducido a/^AS-^ 

TLE a sacar como consecuencia la identidad o casi identidad de lá Vi

tamina B^g y el factor extrínseco#

Esta teoría de CASTLE ha provocado objeciones pues el hígado 

contiene no solamente el principio antipernicioso,sino también factor 

extrínseco no transformado;pero si no se toma en el sentido literal 

la palabra extrínsecqla teoría conserva su valor#

Fuá tal la influencia de esta hipótesis sobre quienes estudia

ban la terapéutica de la anemia perniciosa,que los trabajos de inves

tigación se dirigieron casi exclusivamente a la búsqueda e ídehtifi 

cación de los dos factores citados#(Veinticinco años después CASTLE 

asistió a la confirmación de su hipótesis y continuó sus trabajos etó 

el objeto de demostrar experimentalmente la veracidad de su teoría)#

Llamó la atención a los investigadores (DAKIN entre otros)* 

la lentitud de los progresos en las investigaciones químicas de las 

susbtancias hematopoyéticas,lentitud que se debió a la falta de un 

método rápido y seguro para poder medir la actividad*:jle—laá distintas 

fracciones que se pueden obtener y la gran actividad/ tejrspÓutloa del
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principio antianémico»

Las primeras mediciones se realizaron utilizando enfermos 

de anemia perniciosa que no hubieran sido sometidos a otros tratami

entos para combatirla,cuyo número es escaso y el método involucraba' 

cierto peligro para el paciente el probar fracciones inactivas*En lo^ 

métodos biológicos osando animales de laboratorio se recurrió a : 

1)Animales normales (medida de la reticulocitocis en cobayos y ra

tas,recuento de cosinófilos en cobayos,determinación del aumento de 

peso en pollos,etc).

2) Animales anemizados,ya sea por administración de tóxicos,por in

fecciones o por déficit alimenticio.

Pero a pesar de los ensayos realizados con animales,no se pudo susti

tuir la unidad clínica determinada en enfermos con anemia perniciosa 

pues no ce conoce ningún animal de laboratorio que padezca como el 

hombre de anemia perniciosa,© en el que se pueda provocar una anemití* 

experimental.

1inalmente,otros Investigadores buscaron el principio a$ti- - i 
anémico del hígado mediante el estudio de los factores necesarios pa

ra el crecimiento de microorganismos en determinados medios de cultivo 

Iniciando en esta forma la valoración microbiológica de Vitaminas^

Así ,cn 1939 t^^EL y descubrieron un factor indis

pensable para el desarrollo del Lactobncillus case!,del Streptococcus 

lactis R y Streptococcus faecalis.

En 1941,Sl’Oíü*TAD y colaboradores informaron acerca de un fac

tor necesario para el desarrollo del Lactobacillus case!,y lo denomi

naron ^Factor Lactobacillus casiN.

En 1942,^lTCHELLtSN£LL y obtuvieron,a partirá de

un concentrado de espinacas,un compuesto cristalino activo para- 

cimiento del Lactobacillus case! y del Streptococus lactis R y lo lla

maron Acido fólico.

En 1943 Wlil'ER, BHXÜKLEX y BEOWtí aislaron del hígado un fac

tor antianémico para el pollo y activo para el crecimiento del Tacto?* 

bacillus casi y del Streptococus lactis R.

En 1945 AEulER y colaboradores realizaron la, síntesis *is 

lamiente del Acido fólico y establecieron su estructura (ácido iptero&? 

glutómico)•Con el aislamiento del ácido fólico pareció lograreé la se-
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paraciÓn del factor antlpernicioso del hígado»pero los clínicos reco

nocieron rápidamente q ue el ácido fólico está lejos de presentar to

da Ifjíictividad terapeútica de los extractos de hígado;su acción es 

mucho más lenta,no actúa contra los síntomas neurológicos de la enfer 

medad de ALLluOR—BlhRbuER.La identificoción del ácido fólico como prin 

cipio antianémico del hígado no pudo mantenerse,y el problema debió 

reconsiderarse.

En 1947,&ARY SHORBfbacterióloga de la Universidad de ORYLAiCD 

(E.E.U.U.) demostró la presencia,en el tejido hepático,de un factor 

necesario para el desarrollo del Lactobacillus lactis BOH#ER,el factor 

L.L#D* Este factor está contenido,aunque en menores proporciones,en 

la levadura,pepsina,peptona,leche peptonizada,etc.

Las investigaciones realizadas inmediatamente pusieron en «vi 

dencia un paralelismo entre la actividad antianímica de los extractos 

de higa do y su efecto sobre el crecimiento del L.L.B.,lo que sugirió 

q ue el factor L.LeDe es el principio del hígado activo contra la ane

mia perniciosa.En posesión de estos datos,los bioquímicos pudieron re- 

tomar el fraccionamiento de los extractos hepáticos sobre bases nuevas.

En 1948,EICKEbfA.Oi»lU¿>LYfWOOD y 10LKERSyde los Labora

torios i4ERCK9en E.E.U.U. aislaron del hígado el factor L.L.D. crista

lizado y lo llamaron Vitamina en razón de sus afinidades con el 

complejo B. Algunos dias más tarde,L.&uITH y PARKER de GLAXO HOUSE 

en Gran Bretaña,guiados únicamente por los ensayos clínicos de UiíGLEY 

sobre los biermerianos,aislaron de una preparación de hígado por cro

ma tografíazdigestión trípsica de los concentrados y nueva cromatogra 

fía,un pigmento rojo (cristalizable en acetona) activo desde la dóais 

del ^ig sobre todas las manifestaciones de la anemia de BIER&ER«E$t§ 

pigmento ha sido reconocido como idéntico a la Vitamina B^ •

Casi inmediatamente después ,ELLl¿,x'E’fxiO»V y SHGO£yigualmente 

en Gran Bretaña,publicaron sus trabajos sobre la obtención de.una sus

tancia similar a la de K1CKEÜ y GXli'H. Estos autores emplearon Ja ex— 
f 

tracción repetida por n-butanol del principio antianémico de súfeeolu 
4__ 

ciones acuosas en presencie de alta concentración d^^ulfaio^d.^ amonio 

y una adsorción croma tográíica final de la soluciónporcolu^inas car* 

godas con bentonita o silicato de aluminio.El producto ad^6rbidó* se
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cristalizó en acetona acuosa» Los mismos autores hicieron una descrip

ción completa sobre el comportamiento químico de la Vitamina •

En el mismo año, RICKEb y colaboradores anunciaron la prepa

ración de Vitamina en gran escala a partir de cultivos de Strepto- 

myces griseus» Demostraron así un origen microbiológico para la vita

mina» Consecuencia de este descubrimiento fué que aparecieran una se

rie de procesos fermentativos para la producción de Vitamina en 

escala comercial»

Paralelamente, otros científicos buscaban una substancia des—- 

conocida esencial para la nutrición, que según observaron, estaba aso

ciada con la capacidad de los animales para asimilar proteínas de es

caso valor biológico, y que no se encontraba en los alimentos vegeta

les»

Al factor se le dió el nombre de "factor de aprovechamiento 

proteico" o factor proteico animal (A.P.F.) y posteriormente "factor 

proteico animal complejo", indicando que se trataba de más de una subs

tancia.

Como resultado de los trabajos de (1952-33), BYERLY y

colaboradores (1933), CAKX y (1941), BXKD y colaboradores

(1946), RUnlU y colaboradores (1946), ^¡JüKEH y EUGKlíH (1946), ¿¿c GUbíülfe 

y cola boradores (1947), se determinó que el hígado, los extractos de 

hígado, los solubles de pescado, el estiércol de va ca, la caseína cru- 

"da, etc, eran ricos en el factor»

El estiércol de gallina fresco era prácticamente inactivo, 

mientras que previa incubación desarrollaba gran potencia (*¿c GIÍÍNIS). 

Esto mostró que el factor tiene un origen microbiológico, y que su su

ministro no depende exclusivamente de la alimentación con teJldos>lBÍ£i— 

males»

be sugirió (1947) que podía provocarse una misma deficiencia- 

en aves y mamíferos, ya fuera eliminacldo un factor de las dietas o su— 

ministrando dietas deficientes de por sí ( CARY y HARTIcAN en "1^41, y 

r4UCKER y XUCKER respectivamente).
< 

CARX y RARImAÜ (1941) tratando caseína cruda con albohol ca
liente extrajeron un factor nutritivo esencial para las*ralas» Xas sus
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tandas activas eran las mismas paras ratas y pollos» La deficiencia 

provocada a las ratas sometidas a una dieta vegetal desaparecía por el 

agregado de hígado o caseína cruda, pero no por la levadura de cerveza; 

esto llevo a ÍUCKER y &UCKEK a considerar que su factor era idéntico al 

de CARI. Esas mismas deficiencias desaparecían sumida trando Vitamina 

B cristalina (EMERSON, 1948; OTT y colaboradores, 1948).
«1» c* 

Estudios posteriores han determinado que la Vitamina B^ es el 

componente principal del A.P.F., esencial para el crecimiento así como 

para la formación de la sangre.—



CAPITULO SEGUNDO

ORIGEN! DISTRIBUCIO II



La Vitamina B^9 ce encuentra en numcrocas subetancins de orí* 

gen nnimnl o bacteriano»

£1 hígado y riñon,los sub productos de las pesquerías (espe

cialmente solubles de pescado),el estiércol y rumen de vacn^ y los — 

cultivos de una variedad de microorganismos son fuentes ricas en Vi

taminas $e encuentran menores cantidades en otras carnes,produc

tos líeteos y huevos» 

(ver Tablas)»

La fuente fundamental de toda La Vitamina natural parece 

ser la actividad microbiana.Los tejidos de anteales herbívoros aparen

temente obtienen Vitamina por absorción de material producido j*or 

los microorganismos en el intestino y panzas.El hombre y los animales 

carnívoros obtienen la mayor parte de la Vitamina B^ a partir de—lotf 

alimentos,pero es posible que algo se produzca por síntesis intestinal.

Con respecto a los vegetales,pareciera que no contienen Vita

mina B^ en cantidades pondcrables.Así,los granos de cereales y otras 

semillas (soya,algodón,maní,guisante y lino),las papas frescas,sanaho-* 

rías,habas,repollos,hojas de alfalfa y pasto fresco no contienen can

tidades significativas»Los tomates,así como las levaduras también.^^» 

ten considerarse negativos»
( CABX y HARffuUíft,1947;I¿^^ y colaboradores,1949;^wCfcK y^^Ü^ 

¿L*,195O).

Tal distribución do un factor nutritivo para animales no 

ne precedentes.Todas las Vitaminne conocida© o sus precursores seten» 

cuentran entre laa plantas que el hombre y los anteóles han elegido 

para su alimento.duchos también son producidos por bacterias y lovadu^ 

ras,pero todos se hnn hallado en las plantas superiores.Aún 

minas C y E,que no se encuentran comúnmente en estas formas
- r ó ’

inferlores,estan ampliamente distribuidas entre las plantas euperipre^.

La ausencia de la Vitamina en los vegetales superiores 

levaduras,/ la presencia en altas concentraciones en los protoronrÍCT 
rósen,hizo que LÜCKLR y LUCKtH supusieran que sólo los judies 

necesitaban del factor,no sucediendo aeí con los vegeta lee. IX® socarte-*

vogetoleaT/

OBICES I BI^.inUCKH
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ron su error tan pronto so supo que tanto loo mohos como las bacterial 

sintetizan In Vitamina B^ en grandes cantidades* >

Trabajando con Burlona groe ilis se ha derrostrado que por ló 

menos una clase de células que contienen clorofila usan y almacenan' 

Vitamina C Este organismo, a pesar de tener clorofila, ha sido in

cluido a menudo entre los protozonrios)•

haLL (1943) y HUIRER (1949) ensayaron el crecimiento de Eugle- 

na gracilis en medios inorgánicos expuestos a la luz,en ciertos casos 

con el agregado de Vitamina ^29 observaron que la presencia de ésta 

estimulaba el crecimiento* Luego, ensayaron en ratas los efectos de Bu— 

glena gracilis seca proveniente de osos cultivos y observaron que dos 

terceras partes o más de la Vitamina B^^ agregada a los medies de cul

tivo fué tomada y almacenada en los cuerpos de ^uglena* *

Bi la Vitamina tiene significación f isiólógicaciVjD^ 

superiores,debe podérsela encontrar en alguna parte de la planta*

Ha sido imposible hallar Vitamina ea semillas,hojas ni 

frutas, en cambio se ha encontrado cierta actividad en raíces. Las raí^ 

cea de remolachas, como se ha determinado en ensayos con ratas, contie

nen aproximadamente 0,04 (BJCKER y Z.UCKER 19>0). Las zanahorias, 

según CARY y HAHTíiaAM(1947) son inactivas.

El suelo contiene^apreciables cantidades de vitamina B^g 

(BTEPHERbON y colaboradores, 1948)*

Se discutió la eficacia de algunas fuentes, que en definitiva 

fueron consideradas negativas* Así CARY y sus colaboradores han consiíe- 

rado a la lechuga, hojas de alfalfa y forrajes como activos en lar “mis

mas condiciones en que posteriormente se observó que la vitamina 

cristalina era activa* BORLAND y colaboradores (1943) y BETHEIL y co

laboradores (1949) trabajando cotfftietas purificadas — en el segundo ca

so con la adición de una sustancia activa sobre la glándula tiroides?,— .? 7 -
/ ; - yinformaron que la alfalfa mostraba efectos favorables sobre la repro—, 

' 'rA 
ducción y crecimiento de ratas, pero, al menos en el último caso esta- 

i 

blecieron que el procedimiento respondía a algo más que a la actividad

Por el contrario, &UCKER y BUCKER (1948) han informado sobre 

B12*



la imposibilidad de encontrar una actividad apreciable en muestras de

alfalfa y en pasto fresco.

y colaboradores (1949) observaron que la alfalfa era 

inactiva para ratas*

Me üliíwlb y CARVER (19471 determinaron que una dieta con 15^ 

de alfalfa era ineficaz para gallinas.

En todos estos casos la Vitamina B^g dá una respuesta en ra

tas y pollos,lo cual permite establecer que la Alfalfa no es una fuen

te apreciable de Vitamina B^?.

be ha tratado de explicar esta diferencia en las opiniones 

diciendo quet 1) Hay otra deficiencia en la dieta de CARY; 2)La alfal

fa estimula la síntesis intestinal de la Vitamina B-.Q en las ratas de 

CARY pero no en ratas y aves que reciben raciones vegetales;3) Hay pe

queñas cantidades de Vitamina B^g en la alfalfa,las que llegan a 

cer ciertos efectos en los casos en que el requerimiento de Vitamina 

es muy pequeño.

Otro trabajo que muestra la ausencia de Vitamina B^g en la 

alfalfa es el de BICKOU y colaboradores (1950)«Estos autores indican 

que los ensayos de crecimiento de pollos con raciones de alfalfa mos—A 
traban una respuesta muy pequeña,en cambio los ensayos wicrobioló^íL 

eos con L.leichmannii sugerían una actividad mayor.

Estos últimos resultados eran erróneos dado que en la alfalfa 

hay otros factores presentes a los cuales responde el L.leichmannii; y 

que no reemplaza a la Vitamina B^g para el crecimiento de pollos.

Así,los ensayos micro biológicos en alfalfa usando L.leichma—
-r

nnii dieron valores de Vitamina B1? aparente que iban de 50 a. 62 PPB 

(partes por billón) para alfalfa fresca y de 12 a 45 RPB (partes por 

billón) para harina de alfalfa deshidratada.(

Empleando técnicas de ensayo diferencial,tales como la digee*- 

tión alcalina para destruir la Vitamina B^2,el agregado de sal alineólo 

para inhibir la respuesta a la Vitamina B^2, cromatografía de par

tición en pnpel,se determinó que más del 85^ de la actividad de laTVi- 

tamina B^g aparente se debía a otros factores-Esos factores'-púérían* 

Ber deeoxi ribósidos natorales,los que han mostrado responded-al ensayo 

de Vitamina B^g con L.leichmannii.



TABLA I

CuBCWÍ'aACIúB BE VITjUIHA B EB AlüUNOB ALláiEBTUS

mcg/kg mog/kg

Productos lácteos i Pescados:

Leche entera (mcg/1) 3-5 — Filet de lenguado 13
Leche evaporada (mcg/1) 1-3 — Ostras 7
Leche condensada (mcg/1) 3-5 — Legumbres envasadas:
Leche entera en polvo 10-26 — Zanahorias 0-1
Leche desnatada en polvo 25-40 — Remolachas 0-1

Quesos * — Guisantes 0-1
Americano : 6- — Habas 0^2
Suizo : 9- — Sopas envasadas:
Crema : 2- — Sopa de tomate: 0-1

Carnes envasadas: — Sopa de legumbres : 1-2
Jugo de carne de vaca 10-25 MB Sopa de pollo : 2-4
Jugo de carne de cerdo 10-20 •B Sopa de cordero y verduras 3-5
Jugo de carne de ternera 10-20 — Productos de cereales:
Jugo de carne de cordero 20-50 — Harina blanca 0-2
Hígado de vaca 200-600 — Harina de trigo entero 0—2

Carnes curadas: — Pan blanco 0-3
Jamón prensado 11- — Pan de trigo entero 2-4
Salchichas de Erankfurt 18— — Otros alimentos:

Chorizo para desayuno 12- — Huevo entero (ineg/huevo) 1-5
Chorizo de cerdo 1 5- — Flan 0-1
Salchichas 10- MB

II

PulalííCIh Lh mICROHXüLOGxCUS

Equivalencia en B.
^/ug por 8 de sólidoé

Cultivo Filtrado Células
total celular

Strcptomyces aurcoíaciens 4-6 1 10-13
B. mcgathcrium (cultivo de 6 a 10 h) 0,4-0,8 

(^g por cc)
Productos del rumen de oveja tamizado 1,2 0,04 4,8

iracción protozoaria 6,3
Fracción bacteriana 2,1

Cultivo mezclado de bacterias del 
rumen,realizado en jugo de rumen 
esterilizado 4,0
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Las dos primeras lincas de la Tabla II representan actividad APF para 

pollos,expresada como equivalente $12*

Lebe notarse que el ensayo usado en particular para los valores 

de la primera línea responde sólo en parte a la Vitamina $12* CE dec^r» 

que no se sabe realmente cuánta de esa equivalencia en para los 

btrcptomyccs representa actividad o podría reemplazarse por Vita

mina cristalina*

Hay mucha menos posibilidad o ninguna de que en los ensayos 

con ratas usados para las fracciones de rumen de ovejas, intervenga o- 

tra actividad distinta de la actividad B^ •-
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EL GRUPO PE LAS VITAMINAS

Se conocen actualmente no una cola Vitamina Bino todo Un 

grupo de substancias naturales íntimamente relacionadas» Este grupo 

de vitaminas que poseen la actividad del factor B^2 se designan en 

conjunto por el término ”Cobalamina”, según lo indica la Comisión dq j 

Nomenclatura de Química Biológica de la Unión Internacional de Ouínrf— 

ca fura y Aplicada, con acuerdo de la Comisión de Química Orgánica de 

la misma Unión»

Lichas vitaminas son:

Vitamina propiamente dicha, que se- 

gún la Comisión de Nomenclatura citada, debe denominarse ”CiH$pcqbala

mina” •

Vitaminas y • En un principio se creyó que erario

distintas. Luego se las ha reconocido como idénticas denominándolas 

^12 b* también Aquocobalamina (HESSER y WAED, 1954)« Actualmente la 

Comisión de Nomenclatura indica que ”la substancia pura conocido has— 

ta el presente bajo el nombre de Vitamina debe denominars&^^w^

droxocobalamina”•

Citaremos aquí las opiniones de distintos autores respecté 

de la identidad o diferencia existente entre las vitaminas Q y 

12 b
KACLKA y colaboradores (1949) describen la obtención de^^s£^ 

tamina B^ * por hidrogenación catalítica de la Vitamina y dic^ji

que es menos activa que la Vitamina B^ para el Lactobacillus leich- 

mannii (10-30% de actividad) y para pollos (30% de actividad)»

LANG y CHOW (1950) citan la formación de Vitamina . *a a 
partir de la reacción entre la Vitamina cristalina e hidrógeno 

en presencia de platino, probablemente por adición de los átomos <fa 

hidrógeno en las dobles ligaduras de la molécula de B^”» Indican que 

la Vitamina B^ tiene menos actividad microbiológica y menos «cti-r 

vidad A.P.E» que la Vitamina B^.

WCOLRUEE y EOSTER (1950) aislan B, de caldos de fermqnta- * a
ción y de extractos de hígado y hacen una doble medición! mierobioló—



gica y cromatográf ica, comparándola oon Vitamina Llegan a la 

conclusión de que no hay una relación entre la cantidad de cada vi

tamina en las muestras y el ensayo de valoración realizado con Lac— 

tobacillus lactis en esas muestras.

P1EKCE y colaboradores (1949) informan haber separado una 

fracción cristalina, a* partir de extractos de hígado, por cromato

grafía y agregan que esa fracción presenta distintos máximos en su 
espectro de absorción (2.730 2, 3.510 2 y 5.250 2) que los de la Vi

tamina respecto a su actividad biológica, la consideran muy ac

tiva en ensayos con Lactobacillus leichmannii 313 y pollos. Sugieren 

el nombre de Vitamina para este preparado.

los mismos autores (1950) obtienen a partir de cultivos, de 

Streptomyces aureoíacieiis un compuesto cristalino rojo al que Resig

nan Vitamina . Difiere de la Vitamina B^ en su espectro de'

absorción en el infrarrojo y tiene similar actividad para el Lacto- 

bacillus leichmannii y pollos*

y colaboradores (1950) describen el aislamiento de 

un producto cristalino rojo por hidrogehación catalítica de Is^V&ter 

mina (en las mismas condiciones que KACZKA) e informan que su ac

tividad biológica es similar a las de las Vitaminas B^? y B^2 b • A— 

gregan que la Vitamina a presenta una banda en su espectro de ab

sorción que no aparece en el espectro del nuevo producto ni tampp'00 

en el do la Vitamina . , y además es menos activa. Deducen de^ia* 

z do ello que la substancia producida por hidrogenación de la Vitamina 

B_ _ es la Vitamina B u . 12 12 o
1B1CXE y colaboradores (1950) preparan Vitamina B^ cris

talina a partir de cultivos de Streptomyces griseus. Informan que el 

espectro de absorción del compuesto muestra máximos a los 274, 352, 

411 y 526 mu, y que su actividad biológica es comparable a la de, lar 

Vitamina B en el.ensayo microbiológico con Lactobacillus leichma— 

nnii y Escherichia coli.

STOKhTJÚ) y colaboradores (1950) informan haber aislado Vita

mina B-o . de cultivos de Streptomyces aureola cieno, como un compu— 12 D
esto rojo cristalino que difiere de la Vitamina B12 en su espectro da 

absorción, pero que presenta igual actividad para el Lactobacillus
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leichmnnnii y para pollos*Además dicen que Ir hidrogenación catalí

tica de Ir Vit B^ dá un compuesto que presenta igual espectro de 

absorción en los zonas del ultravioleta,visible e infrarrojo,e igual 

actividad biológica para el !•leichmannii y para pollos que la B^ 

Hacen notar Ir contradicción que ce observa entre la acti- 
vidayblológics del producto de reducción de la Vit. B^ Rescripto 

por ellos y Ir de la Vit. B^^, producida también por hidrogenación de 

la $12» 7 descripta por KáCkKA y colaboradores (1949).

Ya iOLKhRb y col.(1950) hablan de la identidad existente en

tre las Vit.B^^ y $i2b •In$lcan Que comparando los espectros de ab

orción de la Vit.B^^a ^BCK. y de la UíhERLE se observó 

que eran idénticos,y además que ambas sustancias eran igualmente fes

tivas para el L.casei y el L. leichnannii.

E.Lebjuí'íu (1950) considera también como idénticas las Vita—

dnns B12a y

y colaboradores (1951) llegan a la conclusión de que 

la Vitamina producto cristalino rojo aislado de concentrarlos

provenientes de Strcptomyccs griseus,ee idéntica a la Vitamina 

y que la actividad biológica de la Vitamina cs comparable a la 

de la Vitamina B^^^ya sea en ensayos realizados usando lactobacillus 

lactis,L.lGichmannii,ratas,pollos y personas.

A pesar de que la mayoría de los autores consideran que la 

Vitamina ^2a ? $12b son una rí^sma Vitamina, todavía hay contradi^

cciones al respecto.Así CuOLM y colaboradores (1951)no encuentran

pruebas suficientes como para afirmar que los Vitaminas y 

sean idénticas en estado sólido.

Bos grupos de autores tratan de explicar el por’quó de esas 

contradicciones,especialmente en lo que a actividad biológica se re

fiere:

y SQAIüj (1951) comparan las actividades micrbbiolór- 

gicns de las Vitaminas B12 y B12a y señalan que dependen deí organis 

mo de ensayo y de la técnica empleada."En el ensayo con L.leichmannli 

el efecto cobre el crecimiento provocado por la Vitamina se des



truye al esterilizar con el medio en autoclave)la Vitamina no 

sufre alteración»Beta destrucción se evita con el agregado de canti

dades convenientes de ácido tioglicólico o ascÓrbico”»

"En el caso del L»lactis no parece haber pórdida de activi

dad microbiológica de la Vitamina B12 0 B12a durante la esterilización

con el medio de ensayo.La actividad de ambas Vitaminas se vió aumen
tada por la esterilización y por el agregado de substancias reducto- 

ras»Además estas condiciones aumentan la potencia de la Vitamina 

de tal modo que alcanza la actividad biológica de la Vitamina B^»"

Los autores recalcan que no se observan diferencias en la

actividad microbiológica de las Vitaminas y

JACKbOIi y colaboradores (1951) hacen ensayos microbiolÓgicos

comparativos de las Vitaminas B^2 y B^2b cr^steH-nas V expli

cación para las aparentes diferencias en actividad,basada en la ines

tabilidad de la Vitamina ^2b ex* Presenc^a ciertos agentes reduc

tores y de ciertos componentes de los medies de ensayo.

Vitamina f descrinta por BIEHL y ¿1ÜRXE (1952), quienes ha-
A 

blan de una nueva vitamina,producto de la reducción de la Vitamina

$12 ^níorman que”la hidrogenación catalítica de la Vitamina B^2<dó 

un material marrón reducido,Vitamina el cual se oxida por el ai

re dando un material rojo,Vitamina

La reducción polarográíica de la Vitamina indicaba una 

reducción de cobalto trivalente a cobalto monovalente en la Vitamina

Bl?r

El espectro de absorción de la Vitamina difiere marca

damente de los espectros de absorción de las Vitaminas y B12a»

los cuales se asemejan.La Vitamina $j2r se caracteriza por máximas' de 

absorción a los 475 mu, 405 mu, y 512 mu. Este espectro'de absorción 

cambia con el tiempo cuando la Vitamina está en él agua,proba

blemente debido a úna oxidación por el agua.

La titulación con ferricíanuro de potasio muestra que sólo 

se requiere un equivalente para oxidar 1» Vitamina B^2r»Luegofia re

ducción polarográflea y la hidrogenación catalítica producen distin

tos resultados”.

Por su parte, ^Á^EL^xb y UlbhL (1954) consideran que él co—
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balto en la Vitamina eB bivalente. 

Vitamina ^ue "Nitrito coba lamina*, según

la Comisión de Nomenclatura»

Be la ha aislado de caldos fermentativos de Streptomyces grl— 

seus (E.L. BmITH, 1950). bu efectividad clínica es comparable a la de 

la Vitamina y sus propiedades químicas y físicas muy semejantes, 

siendo más rica en oxígeno que ésta.

Se la distingue de las demás por su espectro de absorción ca — 

racterístico (máximas a los 270, 353 y 530mu) y su comportamiento en la 

cromatografía»

Hecibió en un principio el nombre de Vitamina B-9 o "factor 

in nominado" (unnamed factor)(bMITH, UNGLEY, FOLLIN y DACIE) y poste

riormente el de Vitamina ^2c* propuesto por BUCHANAN y colaboradores

(195°) de acuerdo con ANSLO^ y colaboradores (1950).

Vitamina ^2d*

Al igual que la Vitamina ^2c fiis^a^a de caldos de

Streptomyces griseus (E.L. SKUTH,195O), y separada de ésta por parti

ción cromatográfica. En ciertas patentes aparece con el nombre próvi-

sorio de Vitamina B^c V colaboradores, 1950).

El espectro de absorción de la Vitamina es idéntico al 

de la Vitamina pero ambos factores pueden separarse cromatográ— 

ffeamente

Las Vitaminas B^^q y presentan caracteres en común: su 

actividad microbiológica es similar a la de la Vitamina y en el 

ensayo microbiológico ambas dan anillos irregulares de crecimiento bac

teriano, mientras que la Vitamina B^ da anillos netamnete delineados» 

En la tabla 1 se resumen las propiedades que permitan distin

guir las Vitaminas B12c y B^^ de B’12 y B12b. (ANSLOW y colaboradores)

Los microorganismos producen otros compuestos relacionados con 

la Vitamina B^^, pero que no pertenecen a 1» serie de la Cobalamina»

Estas substancias se encuentran en el rumen, en los conteni

dos intestinales, en lodos de albañal y en otros productos de fermen

tación microbiana.

En general, los extractos de tejidos animales contienen pre—
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ponderantemente Cianocobalamina, mientras que en loe materiales suje

tos a fermentación bacteriana, los otros compuestos están presentes a 

menudo en cantidades relativamente mayores.

Son eetos los factores A, B y C (FORD y PORTEE, 1952), la Pseu- 

do vitamina B,9 (DION, CALKINS y HIFFNER, 1952) y una serie de faci#- 

res llamados D, E, F, G, H, I. También se citáis el factor WR, el fac

tor III que se supone idéntico al factor I (FRIEDR1CH y BERiüiAüER, 1953) 

la Fseudo vitamina Bigb f y Ia8 Vitaffiinas Di2m y $12f ^0RI; ? col. ^953; 

y BROO y col., 1955)*

Los compuestos hasta ahora aislados en estado puro son inacti

vos para los animales superiores, con excepción de la Vitamina 

de los lodos de albañal, pero son activos para los microorganismos.

Pareciera que estos compuestos juegan la parte de la Vitamina 

$12 €n ^stabolismo bacteriano, pero su función aún no ha sido esta

blecida. Su ausencia en los tejidos animales indica mecanismos proba

blemente ligados con la formación de complejos semejantes al de la Vi

tamina B^9 con el factor intrínseco. Complejos de esa naturaleza pro

bablemente existen dentro de las células microbianas.

Algunos de esos factores pudieron separarse por sucesivas cro

matografías y electroíoresis sobre papel, pero los factores G y H, más 

difíciles de separar debieron transformarse.previamente en complejos 

dicianurados para poder hacer luego una partición cromatográfica en pa

pel.

La principal de estas substancias con cobalto, llamada *factor 

AM (FORD y PORTEE, 1952-53), ha sido denominada Pseudo vitamina B^ por 

DIOR, CALKINS y BFUTRER (1954-)» Su espectro de absorción y su activi

dad microbiológica muestran que está íntimamente relacionada con la Vi

tamina Constituye más del 707 de la Vitamina del rumen de ter

nero y sólo se encuentran trazas de este factor en el hígado»

Los factores A, G y H y la Pseudo vitamina B^^ 86 diferen

cian de la Cianocobalamina en la naturaleza de los nucleótid'os que los 

componen. No se sabe cuál nucleótido, si es que lo hay, está presente 

en el factor C.

El nucleótido de la Cianocobalamina es: fosfato de 5—6—di—



me til benzimidazol riboíuranosa (BUCHANAN y colaboradores, 1950)»

1» base del factor A ha sido identificada como 2-metil adenina (BROW y 

SM1TH, 1954; GAM!, üiiíTH y PARKER, 1954; DIOR, CALKINS y PFIFJNER, 1954), 

y la de la pseudo Vitamina como adenina (DIOR y col», 1952 )• 

Por desaminación, el factor A se convierte en el factor H, que 

se encuentra en la naturaleza, el cual produce 2-3 metí] hipoxantina por 

hidrólisis suave. En igual forma la pseudo Vitamina B-^ so desnmina dan

do el factor G, también natural, que produce hipoxantina por hidrólisis 

suave.

La Vitamina pseudo Vitamina B^? y los factores A, G y H

por tratamiento con ácido clorhídrico concentrado caliente dan una mis

ma substancia denucleotidada que contiene cobalto: el factor B.

Por lo tanto, es evidente que todas estas Vitaminas B^ están 

formadas por la adición de distintos nucleótidos a una substancie fun

damental: el factor B.

EORB y H0LB3W0RTH (1954), trabajando con Escherichia coli 113—3 

(BAVIS), cepa mutante que necesita Vitamina para su desarrollo, agre

garon al medio de cultivo el factor B y el nucleótido o la base del nu- 

cleótido de la Cianocobalamina, pseudo Vitamina B^ o factor A, obtenien

do la síntesis de las substancias correspondlentes. Así, con factor B y

adenina se formó pseudo Vitamina cua^ concuerda con el descubri

miento de que la adenina se encuentra en su nucleótido; y con factor 

y otros compuestos relacionados con la adenina o con el benzimidazoí se 

obtuvieron ciertos "análogos no naturales" de la Vitamina B^-

Una substancia promotora de la formación de uno de estos aná

logos es la o-fenllendiamina.

BULARE! y W1LL1ám£ (1953), agregaron o-fenilendlamina a un me

dio sintético e informaron haber duplicado o triplicado la producción' 

de Vitamina por el Streptomyces griseus. El aumento, del título n^^* 

se debía a una mayor producción de la Vitamina, como lo demostraron 

PARTES y Q*CA LLAGHAB (1955), sinovia formación de un análogo de la "Vita

mina B^, de mayor actividad microbiológica.

La potencia microbiológica de la nueva substancia se comparó

con la de la Vitamina 3e prepararon soluciones de los dos materia— 
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le® con iguale® densidades ópticas a ^61m^i, y ®e ensayaron diluciones 

apropiadas con Escheriohia coli y LactobacilluB leichrcannii en placas. 
»

Bajo estas condiciones la nueva substancia era aproximadamonte 1,8 ve

ces más activa que la Vitamina B12 parn el Lactobocillus leichmannii, 

y 2,4 veces más activa que la Vitamina para el Escherichia coli» 

Esa actividad microbiológica aumentada es probablemente la 

única razón que explica los aumentos de título observados en las fer

mentaciones que contenían o-fenilendlamina, aunque es posible que la 

o-íenilendiamina haya estimulado en alguna forma la síntesis del fac

tor B, comiín a ambas substancias. En tal codo se produciría la sínte

sis de una porción sóla de la Vitamina 

Los niveles crecientes de la nueva substancia a expensas de 

la Vitamina ^9» con niveles crecientes de o-fenilendlamina en el me— 

dio, y la ausencia total de biosíntesis de la nueva substancia ante 

la presencia simultánea de o-fenilendlamina y niveles relativamente 

bajos de 1-2-dlamino—4-5-dimetil benceno, muestra q ue probablemente 

está actuando un mecanismo de competencia •

Do se sabe si la síntesis verdadera de dlamino dimetil benceno 

está suprimida por la o-íenilendiamina, o si aquel se sintetiza en su 

nivel normal sin tener en cuenta la presencia de ésta pero no se in

corpora a l^fcolécula de Vitamina $12*

La nueva substancia es casi idéntica a la obtenida por PORP, 

HOLBbWORlíH y KON (1954) incubando Eschcrichia coli y factor B en pre

sencia de benzioidazol.

Tara aislarla se recurrió a los mismos procedimientos de pu

rificación usados con igual fin para la Vitamina y se la obtuvo 

en forma de agujas rojas»

Su espectro de absorción es prácticamente igual al de la Vi

tamina $12* con un Pico principal similar a los ?61^u.

Difiere de la Vitamina probablemente sólo en la ausencia 

de loe dos grupos metilos de la porción benzlmidazol.

Be han realizado algunos ensayos clínicos con ésta nueva sube— 
>•_ r „ 

tanda y ha demostrado poseer gran actividad contra la anemia jJeroi- 

ciosa.
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Esta actividad es común a algunos análogos no naturales de 

la serie del benz: imida sol* Pero algunos análogos no naturales pueden 

tener propiedades anti Vitamina
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CAPITULO CUARTO

PROPIEDADES Y ESTRUCTURA QUIMICA



FKuPlEUiLEb Y ESTRUCTURA QUIMICA

Una vez alelada la Vitamina B^ cristalina del hígado,y pos

teriormente de los caldos de .fermentación de diversos microorganis

mos, se Inició el estudio de sus propiedades y se intentó asignarle 

una estructura química«Es tal la complejidad de ésta que recién des

pués de 7 años de investigaciones (1940-1955) ha podido publicarse la 

fórmula completa»

La Vitamina B, 9 es un compuesto rojo cristalino que contiene te
Carbono,Hidrógeno,Oxígeno,Cobalto,Fósforo y Nitrógeno» 

be presenta bajo la forma de agujas rojo obscuras o como polT 

vo cristalino.

Es inodora e insípida.El pH de sus soluciones es neutro»

Los cristales de Vitamina son higroscópicos (Merck,1949) 

Absorben rápidamente la humedad atmosférica hasta un porcen

taje del 10 -12^ (^OREAU,1952)»Esta humedad se elimina a presión redu

cida (5 mm) a 105 SC»

Los cristales se obscurecen entre 190 y 215 9C y no funden 

por debajo de 300 (RICKES y colaboradores,1948; BRINK. y colaborado

res, 1949)*

Los índices de refracción de los cristales (calentados duran

te 2 horas a 100 9C en el vacío)son :

- 1,616 ; s 1,652 ; / « 1,664 (RICKES y colaboradoras

1948)»

Respecto a la solubilidad, KACEKA y colaboradores (1949) in

dican que es soluble en agua por lo menos hasta 26,3 mg en 15 mi»

Según datos más recientes,la solubilidad es de 1,25^ a"25 

es decir,que 1 gramo se disuelve en 30 mi a 25 °C (¿¿OREAU, 1952 ; 

¿éerek and Co,Service Bulletin 1955)»Es soluble en alcohol,e ineolt^ 

ble en acetona,éter de petróleo y cloroformo.

Cristaliza por la adición de cuatro o más partes de acetona 

a una solución acuosa.

Está caracterizada por su espectro de absorcióni en solución 

actuosa al l^,bajo un espesor de 1 cm,se descubren tres máximos a los 

2780,3610 y 5500 A,con los coeficientes de extinción siguientes!



en el vacío, HABTLEY y co

laboradores, 1950).

2780 8 3610 8 5480 S
p 1^ 

lem 108 183 57 ( ELLIS y colaboradores,1949

E Ico 115 204 63 (BRINK y colaboradores,1949]

E > 
lem 115 207 63 (Vitamina B^ pura y anhidrí

Tercer Suplemento de la

U.S.F. XIII ).

E 1* 
Ivm 115 algo >200 63 (Vitamina B^? secada a 90?C

Según los investigadores de los Laboratorios Merck,aparecen 

máximos débiles de absorción a los 3220 8, 4090 8 y 5200 8 ;y más débi

les aún a los 2880 2 y 3050 2.

El espectro de absorción no se vé muy afectado por cambios en 

el pH (BRINK y colaboradores,1949),y se ha establecido que este espectro 

es incompatible con la presencia de cualquier grupo pterina en la molé

cula»

La Vitamina es ópticamente activa con un

Es una base poliacídica,cuyos grupos básicos son demasiado dé’ 

les para demostrarse por titulación potcnciométrica en solución ac^ 

pero pueden demostrarse por titulación con ácido acético glacis’ 

Los primeros análisis realizados por el grupo Merc^ 

H86-92 N14 °13 P Co* ,conside 

fórmulassC62 Hq6 013 P Co y C6jH88-92 S14 °13 P 

bien con los resultados analíticos»

MOREAÜ (1952) indicó esta fórmula eir 

C62-63 H88-89 W14 °13 ? Co* 

Los investigadores de Merck, e" 

sición de la Vitamina B^g se podía 

muía ^86-92 H14 °14 P Co‘ 

La verdadera fÓrmu^ 

es Hg0 014 P Cqz 

El peso mo3 

p 6563 8 •

la fórmula empírica1

de cobalto (sienz 



a 1300 (BRINK y colaboradores, 1949)<1*08 estudios con Bayos X realizados 

por SMITH en 1948 indicaban un peso molecular aproximado de 1550-1750» 

MOREAU (1952) dice que el peso molecular es vecino a 133O»Una determi

nación ebulliscópica en metanol indicaba un peso molecular de 1490 £ 150, 

de acuerdo con un valor de 1360- 1515 encontrado por D»CR0WF00T HODKINS 

y colaboradores,en Oxford,a partir de los datos cristalográficos con 

Rayos X»

Según Merck y Co (1953) es aproximadamente igual a 1350.

Hoy se conoce el verdadero peso molecular,que es igual a 1356; 

siendo la concentración del cobalto de 4,35 %•

La Vitamina B^ si estado sólido es estable al aireóla luz di

fusa no la altera,pero los rayos solares o ultra-violetas la descomponen 

lentamente»

En solución acuosa, es estable al a iré, al calor y a la luz difusa 

si el pH de la solución está comprendido entre ciertos límites (4 a 7, 

y mejor 4, 5 a 5)* La solución a pH 4, 5 puede calentarse veinte minutos 

en autoclave a 120 2C sin descomposición apreciable; a pH 5,despúes de 

una hora a 120 $C,la descomposición permanece inferior al 3%;alcanzando 

el 12 % a pH 7.

Para conservar su actividad,las soluciones deben ser estériles 

Después de la esterilización por filtración a través de bujía,y adición 

de 0,5% de fenol recién destilado,© de 0,5% de cresol,las soluciones 

con 15/16 por mi a pH 4,5,no varían su actividad al cabo de cuatro me

ses de conservación (&OREAU,1952)-

Las impurezas asociadas a la Vitamina B^g juegan un rol impor

tante en el curso de la conservación!el ácido ascórbico,en particular 

provoca una alteración del 50% en 24 horas-Uno de los constituyentes 

más comunes de los extractos ricos en Vitamina B^g,que provoca con el 

tiempo una disminución notable de la actividad,sería Vitamina ü» 1¿ o> 
Los agentes químicos fuertes atacan profundamente a la Vitamina 

$12* ácidos,bases,oxidantes fuertes,formol,bisulfito,etc»

En ácido clorhídrico 0,01N a temperatura ambiente,una soluciiíri 

de 10 jug por mi ha perdido un 18% de su potencia después de 5 horas ;un 

75% después de 23 horas y un 89% después de 95 horas (RICKES y eo/jabora- 

dores,1948)»



En hidróxido de sodio 0t015 N,una solución de 0,2 jug por mi,se altera 

perdiendo un 20% de su actividad después de 40 minutos; un 45% después 

de 6 horas,y un 90% después de 25 horas (RICZES y colaboradores,1948)* 

Según SüITH (1948),la ebullición en solución alcalina aclara 

el color rojo.La ebullición con ácido clorhídrico 1 N durante 1 hora 

apárentemenete no altera el color,pero lleva a la formación de dos pig

mentos,ambos insolubles en éter como la Vitamina B12,pero uno extraf- 

ble con cloroformo y el otro con n—butanol.

Según ELLIS y colaboradores (1949),el fósforo puede eliminarse 

después de unas 6 horas de hidrólisis con ácido clorhídrico al 20 % a 

100 90,aunque no se observa liberación de fosfato después de 17 dias 

a temperatura ambiente (26 20 )*Producto de esta reacción es un comple

jo negro de cobalto que tiene un espectro visible (en dioxan) similar 

al de la Vitamina B^, 

Es insoluble en agua pero soluble en álcalis diluidos, 

BRINK y colaboradores (1949) indican que la pirólisis y fusión 

alcalina evidencian la presencia de pirróles u otros anillos pentaatÓ- 

micos nitrogenados (pues dan reacción positiva con el reactivo de 

Ehrlich ( pare dimetilamino benzaldehido)-

Mientras los preparados cristalinos evidencian la presencia

de pequeñas cantidades dec<- aminoácidos liberados por hidrólisis áci— 

da,en muestras muy bien purificadas no pudieron detectarse aminoácidos 

por cromatografía en papel,suponiendo BRIHK y colaboradores (1949) que 

estuvieran presentes en proporción inferior al 0,2^ En 1949,el'grupo 

de las British Lrug Houses en colaboración con el Medical Research Coun- 

cil anunciaron en el Primer Congreso Internacional de Bioquímica en

Cambridge la presencia de 5-6 dimetil benzimidazol en los productos de 

hidrólisis ácida de la Vitamina,

Esta reacción se expresaba por la conversión de C62—63 H34-92

0^2 $° a CgH Ng»®8 decir ,aproximadamente un décimo de la

Vitamina B^^,

La substancia C$ fundía a 205 —206 9C,era básica y formaba uh 

picrato cristalino que fundía a 275 — 275 9C, Era ópticamente inactiva 

y tenía un espectro de absorción característico que cambiaba feversi-

" blemente con el pH,

El producto de degradación C H10 *2 se sospechaba que era
9



un benzimidazol substituido»

En la literatura figura la reacción del benzimidazol con clo

ruro de benzoílo en solución alcalina,reacción que dá como resultado 

el derivado dibenzoilado del 1-2 diamino benceno*

Se ensayó esta reacción con el producto de degradación CgR^gN 

y se obtuvo un nuevo productoi Cgg HgQ Og Ng que fundía a 262-263 oC* 

Cuando se trató el 1-2 diamino 4-5 dimetilbenceno sintético 

con cloruro de benzoílo en solución alcalina,se obtuvo el derivado di

benzoilado y se observó que funde a 262- 262,5$C*

Tratando el 1-2 diamino 4-5- dimetilbenceno sintético con 

ácido fórmico se obtuvo el 5-6 dimetilbenzimidazol,que fundía a 204- 

205 20.

Mezclando esta substancia con el producto de degradación Cg 

«10 H2 no había depresión de los puntos de fusión,ni tampoco cuando 

se mezclaban sus respectivos derivados dibenzoilados.

Así,pudo asegurarse que la Vitamina B^g había sido degradada a 5— 6— 

dimetil benzimidazol*

be escribió entonces la fórmula parcial de la Vitamina

MOHEAU (1952) indica que la hidrólisis ácida (calentando la 

Vitamina con ácido clorhídrico concentrado) escinde la molécula en:

1) Un fragmento que dá una coloración azul con ninhidriña,identificado ।
posteriormente por el grupo de las B.D.H. y Merck como propanolamina 

(D g-1—amino-2— propanol),(una molécula por molécula de Vitamina). 

^2) Dimetil —5-6— benzimidazol (base descubierta por su fluorescencia 

a la luz ultravioleta).

3) Un macro fragmento que contiene el átomo de cobalto (resina,roja)• 

4) Acido fosfórico»

5) Amoníaco (de cinco a seis moléculas por molécula de Vitamina).

Continuando el estudio de la estructura se han empleado ^ucho 

los métodos físicos.Basándose en consideraciones espectrales,BRAVEE 

(1949) muestra que una molécula de Vitamina B^g encierra una molécula



de dimetil benzimidazol,que este ciclo está preformado en el producto 

natural y que está sustituido en el nitrógeno en posición 1* En efecto, 

demuestra que por hidrólisis ácida suave,pueden aislarse tres compuestos* 

oC , Y f compuesto es el dimetil benzimidazol*La substitución 

del hidrógeno 1 por un glúcido (la d- ribofuranosa) conduce el compues

to cuya constitución está confirmada por síntesis ( es el N-^-P-ri- 

bofuranósido del 5: 6 - dimetil benzimidazol)• 

Este derivado fosforilado en las posiciones 2* o 3*,más

probablemente en 3 * forma el compuesto cK (es el correspondiente 3*- 

fosfato);de modo que los componentes o< y pueden considerarse como 

análogos benzimidazólicos de los nucleótidos y nucleósidos'de la purina.

Sin embargo,debe tenerse en cuenta que éstos glúcidos del 

benzimidazol tienen la configuraciÓn ,mientras que los nucleósidos

naturales de la purina son uniformemente glucósidos

( Aclaramos que en éste último párrafo las letras oí y indi

can formas isómeras de los glúcidos, y en el párrafo anterior las em

pleábamos para identificar productos de la hidrólisis de la Vitamina B^o) 

La adición de un exceso de cianuro a la Vitamina origina 

la formación de un complejo purpúreo que contiene dos grupos cianuro; 

el examen del espectro de absorción ultravioleta de este compuesto 

indica que en la Vitamina segundo nitrógeno del sistema del .ani

llo benzimidezólico está unido al átomo de Cobalto por una unión coor

dinada •(Anuncio hecho por el grúpo de las British Drug Houses y el Me

dical Research Council eñ la Conferencia Gordon de Investigación,en 195Q)

Esta unión se encuentra también en ios ferropigmentos.Esfa se

mejanza se justifica asimismo por consideraciones teóricasj en la Vi-
/ . - -

tamina el Cobalto e^irivalente y posee una simetría octaédrica;

o el Fe de las porfirinas y el Co tienen en sus órbitas exter

nas la misma distribución electrónica y íormam ambos dos complejos 

octaédricos*

Por el contrario,la hidrólisis con ácidos diluidos diferenc^y 

los dos grupos de pigmentos! el divaje de los ferropigmentos éd casi

¡¿-s metal (aquí : Co***)



instantáneo, mientras que en el grupo B^2 es

Esto sugiere la existencia de una unión entre el enero frag

mento cobáltico y el compuesto^ ,además de la unión de covnlencia 

N------- *Co*

En base a estos conocimientos, BUCHAíiÁK, kXLLS y TODP

(19^0), propusieron la siguiente i^rmulai

El grupo fosforilo del compuesto oú está unido al macro íragccntd 

cobáltico y a la propanolamina, pudiendo ser que la unión se hiciera por 

intermedio de esta ultima* Por fin, un grupo —CH está unido al átomo cen

tral de cobalto*

A^ií'AüE y colaboradores (1955) dan la siguiente fórmula de la 

Vitamina $ue difieie de la anterior en que el grupo fosforilo del 

compuesto cvno está unido a la propnnolaminas
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Se sebe que el amoníaco liberado durante la hidrólisis de la Vi

tamina 3^2 procede de amidas primarias,? Be han presentado pruebas quí

micas para demostrar que existen cuatro grupos de amidas primarias en 

la Vitamina B^2ty probablemente seiB-Además,el amino propanol está liga

do,a manera de amida,por el átomo de nitrógeno,de manera que se hallan 

presentes potencialracnte siete grupos carboxilos en la porción central 

de la molécula q ue contiene el Cobalto*

En realidad,el producto resinoso de color rojo obtenido por 

hidrólisis de la Vitamina es una mezcla acídica cuya complejidad se 

demostró aplicando la electroioresis sobre papel (AR1¿ITAGE y colabora

dores, 19 53) •

Se reconocieron dos series de ácidos:una que carece de nucleo- 

tido y contiene de 1 a 7 grupos carboxilo,y otra que conserva el nu

cleótido y posee de 1 a 6 grupos carboxilo*

El gran niímero de isómeros posibles hacía más grave el proble

ma: por ej: se aislaron tres ácidos mono carboxilos que contenían el 

nucleótido combinado*También se aislaron varios ácidos di y tri carbo- 

xilicos de esta seriejcada uno podía ser convertido nuevamente en la 

Vitamina B^ reconstruyendo las amidas a partir de los ácidos por mé

todos normales*

Sin embargo,para realizar nuevas investigaciones estructurales 

era conveniente preparar en estado puro cristalino uno de los ácidos 

desprovistos de nucleótido*Para este objeto se escogió una mezcla de 

ácidos penta y hexacarboxílicos obtenidos por hidrólisis de la Vitami

na con una solución acuosa (al 30^) de NaOH a 15O9C,durante una hora*

Se consiguió la separación de los ácidos tetra,penta y hexa— 

carboxílicos así como el nucleótido libre que los acompañaba,por elec

tro foresis sobre papel,induciendo finalmente a cristalizar un ácido 

hexacarboxílico puro,obtenido como su monocloruro,bajo la forma de 

prismas rojosí CAUEOH, JOHBSOJÍ y TOBD, 1954)•

Ecte fuá el primer producto de degradación cristalino que no 

contiene el nucleótido combinado,que se preparó a partir de la Vita

mina B • 
12

Su fórmula molecular era:C46 U60 °13 N6 Co C1-2 

un espectro visible muy parecido al de la Vitamina áe origen^,indi

cando que el cromÓforo no había experimentado ningún cambio notable*
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El conocimiento de la estructura del ácido hexacarboxílico 

derivado de la Vitamina B^g y posteriormente el de la misma Vitamina 

sufrid un gran adelanto debido al empleo de los Rayos X en su estudio.

Se ha podido obtener,información referente al ordenamiento 

de átomos y moléculas en cristales midiendo la transmisión y reflexión 

de los Rayos X.

Estos son radiaciones de onda corta,de la misma magnitud que 

las distancias interatómicas en los cristales,y de acuerdo con esto 

es posible obtener interferencias de rayos X en cristales pues los 

átomos regularmente ordenados actúan como una red de difracción tri

dimensional»

El método que empleaba la transmisión de los Rayos X,(LAUE) 

es de difícil interpretación matemática,y se prefiere por su sencillez 

el método que emplea la reflexión de los Rayos X (BRAGG).

Las intensidades de las reflexiones de Rayos X son funciones 

de la distribución atómica dentro de la célula unitaria (se entiende 

por célula unitaria," unit cell" una unidad de estructura,1a cual 

contiene o bien una molécula o un número de moléculas relacionadas una 

con otra por efecto de un grupo de elementos de simetría,y cuya repe

tición regular en tres dimensiones forma un cristal).

La intensidad de una reflexión es proporcional al cuadrado de 

la amplitud E de la onda rcflejada.La dispersión de Rayos X por un áto

mo es realmente una dispersión debida a los electrones de ese átomo» 

Cuando la dirección de dispersión es perpendicular,todos los electrones 

de un átomo dispersan en fase y un átomo de número atómico Z,producirá 

una dispersión tal como ei todos sus electrones (Z) se concentraran e¿ 

un punto»Cuando la dispersión se realiza en cualquier otra dirección 

los electrones (que en todos los átomos están distribuidos en un radio 

de una magnitud semejante a la longitud de onda de los Rayos X) no dis

persan en fase,y la amplitud de la onda resultante es inferior a la que 

se obtendría sí todos los electrones se concentraran en un punto»

Puede demostrarse que la dispersión efectiva de un átomo dado 

es una íunción de sen 0 /A ,donde e es el ángulo de desviación y^ es 

la longitud de onda,y esta función ha sido medida teórica y prádtlca- 

mente para la mayoría de los átomos»



Para sen 6 / \ « O, las curvas (curvas f) comienzan en Z ( o Z+n 

si la unidad difractante es un ion de carga * n e ), luego caen rápida

mente ty finalmente se aplanan para valores altos de sen 0 /A •

Debe notarse que las curvas para átomos livianos caen más rápi

damente que las de átomos de número atómico elevado»

Esto nos muestra que para ángulos de BRAGG grandes,1a mayor 

parte de la dispersión debe atribuirse a los átomos más pesa dos presen
tes»

Una estructura propuesta puede ensayarse calculando la disper

sión en varias direcciones de BRAGG y comparando luego lo calculado con 

las intensidades observadas»

Para cada grupo de planos de reflexión hay un factor de estruc

tura E que es una medida de la eficacia de ese grupo de pin nos pa ra 

reflejar Rayos X»Este factor surge porque la dispersión provocada por 

los distintos átomos (o más fundamentalmente por los electrones)no está 

necesariamente en fase y cada reflexión es por consiguiente más débil 

de lo que hubiera sido si todos los átomos hubiesen estado ubicados en 

los planos de reflexión,y por lo tanto dispersaran en fase»

Efes la amplitud de la onda de Rayos X reflejada por un grupo 

dado de planos,referida a la dispersión de la misma estructura si hubie

ra un electrón en cada punto de la estructura como unidad»

E se expresa como una sumntoria de las contribuciones de los 

átomos correspondientes a la amplitud de la onda dispersada,y es un 

tipo de vector suma de los factores de estructura atómica de los varios 

átomos de la célula unitaria»

(El factor de estructura atómica para un cierto átomo,es igual 

a la relación entre la amplitud de la onda dispersada por el átomo en 

un ángulo dado del rayo incidente y la amplitud de la onda que sería 

dispersada,en iguales condiciones,por un solo electrón»).

lara casi todos los cristales orgánicos,la intensidad de una 

reflexión será proporcional al cuadrado de J.

La expresión de E como sudatoria permite calcular las ampli

tudes y luego las intensidades relativas de las reflexiones que puedejí 

esperarse de cualquier estructura supuesta»

Hoy,la forma más común de estudiar estructuras es: atribuir 

estructuras,ver en cuál concuerdan más las intensidades observadas y



calculadas,modificar ligeramente la estructura,supuesta,verificar las 

intensidades,eta.

Como la estructura de un cristal es un ejemplo de un sólido 

con variaciones periódicas en su densidad electrónica,BRAGG propuso 

el uso de las series tridimensionales de FQURIER en óstos análisis de 

cristales.Así,estas series fueron empleadas para representar la dis

tribución del poder difractante en el cristal.

Puede demostrarse que los coeficientes de estas series son los 

valores de los factores de estructura F.

Eligiendo un cristal con centro de simetría y considerando un 

plano principal se logra que los factores de estructura sean números 

reales,en el primer caso,y se simplifican las series transformándolas 

en bidimensionales,en el segundo.

Ya se trate de series bidimensionales o tridimensionales (se-, 

cciÓn plana),para llegar a un resultado se las representa usando líneas 

de contorno.Se obtienen así planos semejantes a los mapas topográficos 

donde los picos representan regiones de densidad electrónica elevada, 

por lo tanto átomos.

Aparentemente bastaría con trazar los diagramas de Rayos X de 

ün cristal para determinar así directamente su estructura,pero se pre

senta una dificultad: la intensidad de los Rayos X que se observa expe— 

rinentalmente es proporcional al cuadrado de F.Es decir que sólo so de

termina el valor absoluto de F.

Siendo F un número complejo,© en el mejor de los casos,un nú

mero real,si no se conoce el ángulo de fase del primero o el signo del 

segundo no pueden conocerse los coeficientes de las series de FOURIER 

y sí solo sus magnitudes.

Generalmente se requiere tener una idea previa aproximada de 

la estructura.Esta se usa para calcular ángulos de fase o determinar 

signos,los que luego se emplearán para calcular las series de FOURIER. 

Se trata de un método de aproximaciones sucesivas.

trató de sacar todas las conclusiones posibles del 

conocimiento de los valores de F^ solamente.

Pudo dar una interpretación física muy útil a la sumatorla 

una serie ti*idimensional de 10UiilERf donde se reemplaza el valor de F 
por F2.

contorno.Se
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Considerando una célula unitaria y en ella una distribución 

atómica de N átomos,partiendo de cada átomo pueden trazarse vectores 

hacia todos los otros átomos en la célula (incluyendo el vector de iden

tidad: hacia si mismo).

Habré vectores.Al extremo de cada vector se le adjudica 

un peso proporcional al producto de los números atómicos (el producto 

de las eficiencias para dispersar Rayos X) de los átomos que conecta. 

Se elige un origen y los vectores ya pesados se transportan a él.

La sudatoria de 2ATTERS0H representa esta distribución de nú

meros atómicos así como la sumatoria anterior representaba le distri

bución original de los átomos.

La interpretación de la sudatoria de FAITEESOH os difícil pues 

mientras la sudatoria de los factores F contiene N picos relativamente 
o bien difinidos,la sudatoria de los cuadrados de F contiene N picos en 

igual volúmen,y por lo tanto éstos se superponen.

Si el cristal contiene pocos átomos de peso elevado,el proceso 

de ordenamiento se simplifica,pues dada la relación entre el peso del 

vector y los números atómicos de los átomos que conecta,los vectores 

q ue unen los pocos ¿tomos pesados con otros átomos producirán picos 

elevados.Su identificación permite generalmente la deten?inación de las 

coordenadas de los átomos de mayor peso.

Este conocimiento de la estructura aproximada permite a menudo 

calcular los ángulos de face de los factores F y la evaluación de las 

series correspondientes de F.

Un examen detallado con Rayos X de la estructura del ácido 

hexacarboxílico derivado de la Vitamina realizado por BRINK y.

colaboradores en Oxford (1954) juntamente con el de otros tres crista

les» Vitamina secada al aire (datos obtenidos independientemente-en 

OXFORD y PRIHCEION),Vitamina ? númeda (el cristal en sus aguas madres) 

y Vitamina B^g—^® CH (donde el CN está reemplazado por Se CN).

Obtuvieron datos tridimensionales con Rayos X para los cuatro, 

cristales—En cada caso encontraron la posición de los ¿tomos más pesa dos 

en el cristal siguiendo los métodos directos de PATTERSON,y calcularon 

las series tridimensionales de JOURIER usando los valores observados de 

F y fases basadas solamente en las posiciones de los átomos pesadossCo 

o Co y Se.

elevados.Su
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Las distribuciones resultantes dieron una aproximación grosera 

de las series correctas de densidad ele trónica.mostrando muchos picos 

falsos.poro también otros picos que debía n corresponder a posiciones 

atómicas reales»

Primero reconocieron picos correspondientes a los grupos CK 

en el caso de la Vitamina B^g húmeda y seca,y probaron la exactitud 

de las conclusiones substituyendo el Se CN por CN»

Luego,reconocieron el contorno general del nucleótido,colo

cado entre el Cobalto y un segundo pico moderadamente pesado (el 

¿tomo de fósforo),estando unida ribosa al fosfate en la posición 3, y 

un ¿tomo de nitrógeno del núcleo benzimidazólico,coordinado al Coba Ito

Entre el nucleótido y el grupo CN, y rodeando al ¿time de 

Cobalto,apareció un grupo de forma plana,semejante por sus dimensiones 

a un -núcleo de poríirina»

Podían ubicarse aunque con menos precisión varias cadenas 

laterales y probablemente otros anillos,unidos a este núcleo»

En otra serie de cálculos realizados con Vitamina B^g secado 

al aire,se supuso que la agrupación plana tenía en su contorno la for

ma de una poríirina normal;pero una comparación más detallada de las 

tres series de Vitamina B^g obtenida en Oxford posteriormente,sugirió 

que realmente no había una verdadera porfirina,y sí solamente una seme

janza entre el anillo macrocíclico de la Vitamina B-^g y el de las por— 

tirinas naturales,pues en aquél dos de los círitro anillos presentes 

están únicos directamente y no por un átomo de carbono intermediario» 

El diseño general del núcleo que rodea al átomo de Cobalto 

se observa en el esquema adjunto: fórmula I»

Luego se hicieron cálculos más aproximados do las primeras 

series de densidad electrónica»

En las realizadas en Priscoton para la Vitamina B^g se inclu

yeron posiciones correspondientes a una poríirina normal,junto con un 

número creciente de posiciones postuladas para el resto de la molécula»

En las efectuadas en Oxford,basadas en la Vitamina B^g -Se CN 

se usó la estructura modificada de poríirina,junto con posiciones pos

tuladas para todos los átomos en la célula unitariaoAl comparar* 

resultados se comprobó que era más probable la segunda estructiíta (gru

po plano modificado)«La zona de los anillos pentaatómicos unidos direc—
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tómente aparece más clara en las serien de 1a Vitamina B^—S® Cn» 

El ordenamiento atómico encontrado en el grupo plano resultó 

tan inesperado que roción se lo aceptó una vez examinado el producto 

de degradación aislado por CAü*N0üf JOH&SOÜ y TOED—

En este cristal el nucleótido se vé reemplazado por cloro» 

La posición relativa de los grupos planos en el cristal es 

totalmente distinta a la de la Vitamina B^g,pero,dentro de la molé

cula,a dn puede trazarse el mismo diagrama esencial»

Realizado el cálculo de la distribución tridimensional de la 

densidad electrónica se observó que el grupo plano anuí se inclina 

considerablemente hacia los tres ejes; un grupo lineal (el CU), se 

proyecta hacia un lado,y un pico pesado que se proyecta hacia el otro 

(el átomó^cloro),completa el octaedro de picos que rodean al cobalto»

Respecto a la naturaleza de los átomos^ se sabía estaban uni

dos directamente al cobalto,no se tenía evidencia química de ella, 

pero se suponía naturalmente que eran nitrógenos,y el resto carbonos»

También se tenían indicios de que el sistema total no era 

plano y de que había cadenas laterales unidas al núcleo,pero los re

sultados eran demasiado imprecisos como para conocer en que puntos se 

reducían los anillos en el primer caso,y como para describir la natu

raleza de esas cadenas laterales en el segundo»

HODKIN y colaboradores (1955)en California,por cálculos cada 

vez más aproximados de la distribución correcta de la densidad elec

trónica , llegaron a una solución de la estructura cristalina del ácido 

hexacarboxílico producto de la degradación de Ir Vitamina B-^jln cual 

provee también la solución de una gran parte de ln estructura química 

de la Vitamina ^2*

El método general ha sido el de calcular los factores de es

tructura para todas las reflexiones de Rayos X observadas,basados en 

los grupos gradualmente crecientes de posiciones Atómicas aceptables 

asignar fases a los factores de estructura observados después de cada 

serie de* cálculos,y usar los términos refasados para volver a calcular 

Ja distribución tridimensional de la densidad elcctrónicR»Esto txed 

luego para revisar o agregar posiciones atómicas»

En bus cálculos, HüDKÍN y colaboradores Be basaron en el reco— 
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al encontrado en la misma Vitamina reconocimiento realizado por 

BRIEK y colaboradores en los primeros mapas de densidad electrónica 

calculados para este material,usando fases basadas solamente en contri

buciones conocidas del átomo de Cobalto»

Luego se calcularon los factores de estructura basándose en 

62 átomos pertenecientes a este núcleo y al resto del grupo de coor

dinación del cobalto»

Así se amplió lo representación de picos en el plano,pues 

además de los 26 átomos ubicados por cálculo,los que tenían picos con 
alturas superiores a los 7,5 e/2a\aparecieron 91 picos independientes 

cuyas alturas variaban entre 1,6 y 4,5 e/2 $ •

Los 28 átomos que tenían más de 2,5 e/2 estaban ubicados 

en lugares que permitían considerarlos como átomos de cadenas laterales 

uñidos al núcleo principal,/ esta ubicación era aceptable ta mbién des> 

de el punto de vista químico»

Posteriormente,en dos series de cálculos se reconocieron 10 

átomos ubicados en cadenas laterales adicionales.

las posiciones atómicas proyectadas en las figuras 1 y 2 del 

esquema adjunto corresponden a una molécula que tiene como centro co

balto,unid o a cloro por un lado y a un grupo cianógeno por el otro,y 

rodeado por un núcleo interno formado por cuatro anillos pcntaatómicos 

dos de los cuales están unidos directamente entre sí.

Los átomos numerados del 6 al 17 en la Fig 1 son coplañares

y sugieren estar unidos por un sistema de dobles ligaduras.El C en la

unión directa lleva un solo substituyante»

Lasy$ posiciones de los anillos pentaatómicos están ubicados 

alternativamente arriba y abajo del plano del anillo interno«Llevan 

cadenas laterales substituyentes cuyos contornos concuerdan con ácido 

acético substituido y ácido propiónico,en el crden de las porfirina s 

del tipo III, y además otros substituyentes simples.

En la Fig 2 se observa que los restos de ácido acético se 

disponen hacia el mismo lado del anillo que el átomo de Cloro,yj|fOS de 

ácido propiÓnico hacia el otro»

Teniendo en cuenta la distribución geométrica de los átomos 

de la cadena lateral en el espacio y la densidad electrónica relativa—
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mente elevada de loe cuatro átomos de nitrógeno Internos y de muchos 

de loe átomos de oxígeno carboxíllcos puede escribirse la naturaleza 

química de los átomos de N,C, y O en la mayor parte de la fórmula 

esquelética II.del esquema adjunto»
Basándose solamente en la evidencia cristalográfica no e^4an 

segura la naturaleza química de los substituyentes simples en distin

tos puntos del nádeoslas distancias interatómicas y los pesos cen

cuerdan con que son todos grupos metilos,tal como lo sugiere la evi

dencia analítica,pero ninguna medición es lo suficientemente precisa 

como para excluir la posibilidad de que el Ni 28 o el Ni? 30 sean un 

grupo hidroxilo o amino»

Respecto al átomo NB 43»que está combinado en un anillo, 

dada su densidad electrónica debe ser O o N (como NH)siendo el anillo 

una lactona o lactama»

El número y posición de las dobles ligaduras no es seguro» 

Tanto la fórmula III como la IV son posibles,aunque la III parece 

ser la más probable-(ver esquema)»

Las dudas dejadas por la cristalografía se resuelven en parto 

gracias a los datos químicos»

Se sometió al análisis una muestra dél ácido hexacarboxílico» 

Se la secó a 54 8C a una presión de 0,03 mm»

El análisis elemental dió los valores:

C |52,8 % । H: 6,3 % J Nt 7,9 %•

Si se supone que el residuo contenía aún dos moléculas dé 

agua de cristalización,concuerda aquél con la fórmula:

$46 ^60 $13 ^6 $° $1* 2HgO,donde hay un 53,35 % de C;un 6,2% 

de H y un 6,1% de N»

Los valores se explica n mejor suponiendo que los ocho átomos 

substituyentes simples están presentes como carbono en grupos metilo»

No es probable que ninguno de ellos sea 0 o N,dado que el 

modo de formación deñ ácido hexacarboxílico es muy enérgico (trata

miento de la Vitamina con hidróxido de sodio al 30% en solución.acuoMM 

ca lentando a 150 2C),lo cual excluye la existencia de grupos inesta

bles o lábiles»

Tratando un hidrolizado crudo de la Vitamina B^ 0 ácido
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hexacnrboxílico puro con ácido crómico se obtuvo la sucoinimida corres

pondiente, lo cual confirma la existencia del anillo C,tal como se lo 

formula actualmente»

£1 análisis con Rayos X de los cristales de las distintas 

Vitaminas ha confirmado la presencia de un núcleo como el ha liado 

en el ácido,suponiendo que se ha producido una reacción de intercambio 

en la formación del producto de degradación;el nucleótido en la Vita

mina ocupa el lugar del grupo CN en el fragmento»

Pueden trazarse también las posiciones de los átomos del grupo 

propanola_mina uniendo el grupo fosfato en la Vitamina a la cadena 

lateral de ácido propiónico del anillo D»Sólo este grupo y la molécula 

de ribosa están unidos directamente al fosfato»

Se observa que en la Vitamina no hay evidencia de un átomo 

en el lugar del átomo 43 del ácido hexacarboxílico,en cambio hay baja 

densidad electrónica,correspondiente a un grupo acetamida libre» 

Además la Vitamina parece contener un grupo metilo como substituyente 

en el anillo B, y un grupo propionamida comosubstituyente'*

El anillo extra en el ácido hexacarboxílico se produce por lo* 

tanto por ciclización de la cadena lateral de acetamida o ácido acético 
/ 

probablemente luego de la hidroxilación en la posición/o remanente,la 

cual está activada por una doble ligadura carbono—nitrógeno»Por lo 

tanto el anillo es una lactona o lactama»En favor de esta última se cita, 

el hecho de que el ácido no adquiere carga negativa adicional aún a 

pH 11,y además concuerdan con la fórmula de lactama los datos analí

ticos y el espectro infrarrojo (Ver fórmula II)»

Debe hacerse notar que la degradación de la Vitamina a ácido 

hexacarboxílico sin ciclización que incluya grupos amida,se ha obser^ 

vado sólo en hidrólisis ácida»

La hidroxilación en lasposiciones activadas de los a nillós 

pirrólicos se produce fácilmente en las Vitaminas B^g»

Cuando la Vitamina B^^ se trata durante un corto lapso con 

álcali en presencia de aire,se convierte en una substancia cri8taS3inaf 

muy semejante a la Vitamina original,pero biológicamente inactiva» *
La oxidación producida en esta conversión se supone ’qu^jés una 

hidroxilación de anillo del tipo en discusión»

Apoya esta suposición el hecho de que la substancia' obtenida



no ob d Herencia ble de la Vitamina por hidrólisis alcalina,en cambio 

por hidrólisis Acida se diferencia en que no dA,como la Vitamina B^g 

Acido heptacarboxílico,y sí solamente una mezcla de Acidos penta y 

hoxacarboxílicos»

Probablemente esto se deba a que la hidroxilación se produce 

más rápidamente en condiciones alcalinas que Acidas,a pesar de que si 

hay ya presente un hidroxilo,la ciclizaclón se produce en cualquiera 

de los dos casos»

Así,se observa que la hldroxilaclón del anillo C puede produ

cirse por lo menos hasta cierto grado en condiciones Acidas,dado que 

se ha aislado la lactona Ópticamente inactiva oxidando,con Acido cró

mico, hidrolizados Acidos de Vitamina B^^»

Cada uno de los anillos,A,B,C y P contienen por lo menos un 

Atomo de carbono substituido en posición,y por lo tanto no hay ani

llos pirrÓlicos en el ácido hexacarboxílico»

Esto explica las diferencias tanto físicas como químicas en

tre la Vitamina B^ y las porfirinas,entre las que se citan las di

ferencias en el espectro visible y la imposibilidad de obtener malei-Á 

midas por oxidación de la Vitamina»

Oxidando el Acido hexacarboxílico con agua oxigenada se aisló 

Acido oxámico en mayor proporción que un mol por mol de Vitamina»

Este hecho refuerza la estructura IX pues el nitrógeno del 

Acido oxámico debe originarse en el nitrógeno de los anillos pirrÓlicos 

*centrales,pareinImente reducidos»

Este Acido oxámico no ha podido aislarse como producto de 

oxidación de porfirinas y sí de la oxidación de prodigiosina hidro

genada»

Como resultado de los estudios realizados con Hayos X del 

ácido hexacarboxílico y de los cristales de las distintas Vitaminas 

B12 y segiin los datos químicos,se ha propuesto la estructura V para 

la Vitamina ^2*

Be acuerdo con esta estructura la Vitamina B^g contiene seis 

grupos amida primaria y una amida secundaria que une el resto de aminó 

propanol al resto de ácido propiónico en el anillo P»

La Vitamina está formulada como un diáster del ácido fosfórico* 

y el radical Acido libre del fosfato está neutralizado por una carga
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positiva del ¿tomo de cobalto*

Esto influye en la estabilidad relativa del grupo fosfato y 

en el compartimiento eletroforético del factor B (Vitamina B^g 

núcleotidada),el cual se comporta como una base monoteida.

La ubicación del sistema de dobles ligaduras conjugado en la 

estructura V,se apoya en parte en los datos de Rayos X y en parte 

en el compartimiento de la Vitamina ante la cloración.

Así,al tratar la Vitamina B^g con N-cloroamidas,se consumen 

tres moles de reactivo antes de formar un producto estable,y éste pa

rece ser un compuesto diclorado,que presenta un espectro visible des

plazado dentro del rojo.

Observando la estructura V puede esperarse que la cloración 

producirá la substitución en cualquiera de las tres posiciones acti

vadas marcadas con asteriscos,y sólo uno de los átomos de cloro en el 

producto (el del carbono meso ubicado entre los anillos A y B) podría 

eliminarse como cloruro de hidrógeno,provocando la extensión del sis

tema conjugado.

La cloración de la Vitamina B^g hidroxilada (obtenida por 

oxidación al aire en solución alcalina) consume solamente dos moles 

de N-cloramina,tal como era de esperar,y se produce el mismo cambio 

en el espectro de absorción.

Dado que el ácido hexacarboxílico muestra en la cloración 

el mismo comportamiento que la Vitamina es de suponer que se produce 

una alteración en el orden del sistema conjugado de dobles ligaduras 

al pasar de la Vitamina al ácido hexacarboxílico.La estructura II dá 

una explicación adecuada para el comportamiento del ácido en la clo

ración.

La estructura V atribuida a la Vitamina B^g se ha visto con

firmada teniendo en cuenta que la distribución de las cadenas laterales 

de los ácidos propiónico y acético corresponde a la de la uroporfirina 

III,cuyo esquema biogenético se ha demostrado»Se ha sugerido una modi

fica ciÓn de dicho esquema que podría dar lugar al núcleo de la Vita

mina

En el primer caso,la autocondensacién del ácido^ -camino’ le— 

vdlico produce el porfobilinógeno, precursor de muchas porfirinas en la 

naturaleza,y principalmente de la uroporfirina III.
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En forma semejante, la biogénesis del cromóforo de la Vitamina 

B12 ^nvolucra 1® formación inicial del intermediario tetracíclico par

cialmente reducido ( Fórmula VI del diagrama adjunto ), donde hay seis 

posiciones ( las marcadas con asteriscos ) que podrían sufrir una C-al- 

quilación* En estas posiciones se encuentran los grupos metilos en la 

Vitamina

El cierre del anillo de la estructura VI metilada para formar 

el cromóforo se supone q ue se produce por una deshidrogcnación en 

presencia de cobalto*

Todo esto explica la aparición de un anillo de pirrolidina 

en el producto final,y también él orden de las dobles ligaduras*

Dada la no coplanaridad del sistema,es probable que los anillos 

A y D se unan directamente y no a través del substituyente del anilló A*

Hechos de menor importancia son la introducción del nucleó— 

tido y de los grupos amida y la descarboxilación del anillo C*

Las consideraciones anteriores permiten relacionar a la Vita

mina B^2 con los derivados naturales de la porfirina: el hem y la clo

rofila,y sugieren a la vez métodos para la obtención sintética de 

esta molécula tan compleja*—





C A F I T V L O QUINTO

METODOS DE O B T E K C I O Jí
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kETüDOb DE OBTENCION

La Vitamina B12 puede obtenerse:
Por extracción de productos naturales 

Por métodos fermentativos

Un tercer método sería la síntesis orgánicatpero en el 

caso de la Vitamina B12,en la actualidad no es de significación prác

tica, por tratarse de una molécula muy compleja,y además debido a la 

existencia de métodos microbiológicos simples para su preparación y 

la de sus análogos.De todos modos,no hay razones a priori,por las 

cuales la síntesis total no sea posible.

La primera fuente a la que se recurrió para obtener la Vita

mina el hígado,pero la extracción debe cumplirse después de

largos procesos físicos (adsorciones selectivas,y eluciones múltiples 

precipitaciones fraccionadas,etc) y con un rendimientos mínimo: 2 5 mg 

/ tonelada (í^OREAU 1952)* S.BOCCHIOTTI (1953) propuso un método de 

fraccionamiento a distintas presiones para obtener concentrados hepá

ticos con alto contenido en Vitamina B12.

Para extraer la fracción más rica en la Vitamina se requieíeni 

presiones de 150— 160 atmósferas,y además debe realizarse una ultra- 

filtración.

Las difilcutades encontradas para aislar del hígado la Vita

mina han conducido a investigar la posibilidad de otras procedencias, 

y pronto se observó (RICKES y colaboradores,1948),que podía aislarse 

de caldos de cultivo de ciertos microorganismos productores de anti

bióticos.

Posteriormente se prefirió emplear una fermentación especial 

para la producción de la Vitamina.

Ya sea como producto primario de la fermentación o simultá

neamente con antibióticos,la Vitamina se obtiene hoy casi exclu

sivamente de fuentes microbianas.

Una fuente potencial de Vitamina B^2 80n los lodos de alcan

tarilla. RUO VER y colaboradores ,(1951—52) mostraron que la Vitatoina 

$12 6e encuentra en el lodo activado hasta una concentración de 10 mg 

/g (referido a base seca).

an%25c3%25a1logos.De
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Vern y Alden Co. de Chicago, está ensayando su extracción a 

partir de Milorganita, ícrtilirador seco preparado por la Hilwaitkee 

Sewerage Commision con lodo de albañal*

La Vitamina se obtiene por extracción en contra corriente 

con agua y la solución se evapora o se seca en sprny para efectuar'una 

concentración veinte veces mayor*

B1 concentrado debe contener cerca de 44 mg de Vitamina B^ 

por kg, y se usa en la preparación de alimentos para animales, más que 

como punto de partida para la purificación de la Vitamina cristalina*—



CAPITULO SEXTO

O B T E K C I O M POR PEBKEMTACIOB
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¿n 1948 Xkl^lXÁ**^ y colaboradore a descubrieron que los micro- 

orgnnio-os pueden tintetiznr Vitamina B^^ln posibilidad de que la 

Vitamina encontrém un uso extensivo en la nutrición humana y animal 

estimuló una búsqueda amplia de cepas que pudieran usarse corso fuentes 

comerciales del factor de crecimiento.HiiLL y rus colaborar’oree, en el 

Laboratorio de Investigaciones Regional del 3ortc,estudiando mós de 

5,CÚO cepas de mohos,levaduras,actinomicetas y bacterias,observaron 

que mientras había muchas actinomicetas y bacterias que producían 

Vitamina $i2,no EUC€(^A lo -i—o con mohos ni levaduras.

Los organismos usados son principalmente especies de Gtrcp- 

tomyccs, ¿¿acillus y i lavobacterium,aunque se hnn empicado ulgunos otfte 

La biosintesis de cobalamina por un miembro oel género Paci- 

llus iuó mencionado por primera vez por y colaboradores en 1948

ulu¿*i¿fen 1949,mostró que los residuos celulares de ín- 

cillus subtilis producidos al aislar la subtilins,trabajo realizado 

por i~VCLu y colaboradores en 1948,es titulaban el crecimiento-: 

líos que padecían de una deficiencia de Cobalamina.

i¿ary señaló la presencia del factor 1 .!.?• (Lactobnci-

llus lactis Lorner) en cultivo?; en caldo de diversos microorganismos, 

en particular de ¿treptomyccs rosochromogünus,btrepto^yces grircus y 

^treptoeyees antibioticus.

y colaboríidores1Ran encontrado en los cultivos de^y- 

c ota etc riten ¿me isatis, La ctobacillus arabinosus, Lacillos subtilis y 

los mismos utreptomyccs.

w'ih-PximMwCL y colaboradores (1948),en cultivos de Pacilíus 

subtilis.

nUxx ,en 1949,en cultivos de Acrobactcr acrogcncs^ 

Ciertos organismos no identificados de estiércol óc. pollos, 
í 

óe la putrefacción ce granos agotados de la industria cervecera,y4 del •i z
rumen de ovejas han demostrado ser capaces de sintetizar VJtánina 

según iníornmn ¿I'UCKblAJi y colaboradores (1948), AhSBACHEK y HIX¿ — 

(1949) y i-UCK^ü y 4*UCXlR (1948) respectivamente.
mlUCKmiAb y colaboradores informaron sobre un mioroergnA^feo



4 6

inmóvil del tipo bacilo,aislrado del ectlárcol de gallina,el cual pro

duce APi «si cono el factor anianeiEia perniciosa . Erte proceso fuá 

dcscripto luego por PST-TY y otros Investigad ore o, y un organismo nie

lado así íué identificado coco Flnvobnctcrium solare.

turante una búsqueda de cepas productoras de nuevee antibió

ticos realizada en Japón en 1949,se aisló del rucio,Junto con gran 

número de organiair.O3,ls cepa de btrcptorcyceo oliváceas B-l. 125/KnrjTT) 

que luego demostraría ser uno de los mejores productores de Vitamina 

^12* y» en W51,investigadores del Laboratorio de Investigaciones 

Kegtonal del .^or te, informaron rendimientos de más de 2 mg/1 con una 

cepa de btreptomyces olivaceus.

GáKEX y LO£flIKGf en 1951,trabajando con el mismo germen en un 

medio sintético citan rendimientos de 0,7 a l,2mg/l,los cuales alcanzan 

los 2 mg/1 si se agregan materiales naturales al medio.

21 Streptornyces griseus (RXCKES y colaboradores y el Strcptomy- 

ces aureofacicns (uTUáblAD y colaboradores)se usan en la producción co

mercial de Vitamina B^ cristalina y de concentrados para el tratamien 

to de la anemia perniciosa y para alimentos de animales.

El enriquecimiento en Vitamina B^ cié los productos de pesó*ft— 

ría por fermentación con las mismas cepas ha sido informado por TÁKR en 

1951»con rendimientos de 1,1 mg/l.El medio de fermentación es el líqui 

do proveniente del prensado de arcnoues,con su contenido de sólidos 

ajustado al 2£ y el agregado de 2 /ug de cobnlto por gramo de medio.

iULL y TmüCíUYA (1951) informan que el Llavobacterium devoraos 

cultivado en un medio que contiene i Carbohidratos (1-1 yj , proteínas (l-3‘7) 

sales nutrientes (incluyendo 1 FH. de Co Cl^) y Vitaminas;en-convicio— 
z 

neo aeróbicas sumergidas,con agitación vigorosa a pK 5,5-7,5 y cerca * • 
de 5O9C,produce una cantidad apreciadle de Vitamina dentro dé las' 

96 horas.Esa cantidad alcanza a 0,6 mg de Cobalnmina por litro. 
í

Ge citan rendimientos algo menores para el FlavobnctcriuiB so-, 

lare.

Trabajando en la producción de Vitamina con actinou;icetas 

GCHULL y K0ÜTIEK, en 1951,obtuvieron rendimientos que variaban cbtrA 

0,02 y l,5mg/l,con un promedio de 0,455 mg/1.

JACZGOü y colaborad ores,en 1951,informaron haber "/íte-



mina de IcrmentacioneB realiradna con Strcptomyces frndiae.

b^lixl y colaboradores en 19>1,realizan la reíermentación de

los residuos de destilación de 1a fermentación alcohólica de granos 

con Ashbya gossypii y estudian el valor nutritivo de los productos 

así obtenidos y el contenido de factores promotores del crecimiento.

Dicen que los concentrados de riboflavina provenientes de la 

fermentación con Ashbya gossypil Bon una buena fuente do otras substan

cias promotoras del crecimiento tal como lo revelan el ensayo micro— 

biológico y con animales.Dos factores» Vitamina y factor del Tacto- 

bacillus bulgaricus,so formen en grandes cantidades.

El contenido de Vitamina B^ es $e aproximadamente 1,8 micro- 

gramos tocando como base el extracto seco.la actividad ADF se confirmó 

por ensnyos con pollos,utilizando productos de^500, 8,000 y 10,000 

gr de potencia de riboflavina.

los Doctores y ^UhL^Lfen 1952,describen la producción

de Vitamina B^ por fermentación con Bacillus brevis,destacan lo eleva

do del contenido en Vitamina de los cultivos dol germen en los medio 

que corrientemente se emplean para la producción de tirotricina y óstU^ 

dian las condiciones óptimas de producción cn cultivos en superficie 

y en profundidad.Informan rendimientos de 5000 unidades ITT y 4000 - 

unidades LLD respectivamente.

hOlux.f y ALLüEIEíi,en 1952,describen la producción det 
Vitamina en una forientación anacróbica con cultivo mezclado,em

pleando una fase sacarolíticn y una proteolítica,con rendimientos de 

0,5~g/l en fermentaclones de 64 a 72 horas.

En esta fermentación hay una producción pequeña de Vitamina 

^12 en primeras 48 horas,durante las cuales los hidratos de carbono 

de la masa se van eliminando por una fermentación sacarolítica con 

Aerobactcr aerogcnes.La fermentación sacarolítlca puede realizarse coá 

una serie de organismos,!© cual dá flexibilidad ni procesó para incor

porar otros factores de crecimiento (además de la Vitamina B^) $ue fion 

producidos por bacterias o levaduras.

A las 48 horas,el medio libro de azúcar ee inocula con Jttí ¿er*- 

cía protcolítioni ¿treptococcus bovic, Clo^tridlum putrilicum, X^lidpp, 

monas sp. y Proteus sp., y se mantiene en condiciones snaeró'blóaS y^ll—
•S 'r *
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geramcnte nlc«lina*Lo formación de Vitamina B^2 es rápida,Alcanzando 

un máximo entre las 64 y 72 horas,es decir entre las 16 y 24 horas 

después del agregado del inóculo proteolítico*

La razón de utilizar una mezcla de copas reside en que éstas 

aisladas producen mucha menos Vitamina Que cuando están mezcladas, 

así,la producción de Vitamina en jug por rrl es para Froteus sp, 

0,13, para Peeudomonas sp, 0,03 y para un cultivo mezcla de los dos 

organismos « 0,32* 

y áUüYLümICZ (1952) tabulan las propiedades bio

químicas de veinticuatro cepas de Streptomyccs,e informan que se ob

tienen los mejores rendimientos en Vitamina B^2 si se hacen crecer 

cepas de btrcptomyces sp 24,trcptomyces griseus 3475 y 3463>Ltrcp- 

tenyees aureus y ktreptomyccs aureola cieno en un medio que contiene: 

corn eteep liquor: 40 gr (peso seco); glucosa » 1C gr; cloruro de cal

cio: 5 gr;cloruro ce cobalto : 1 mgjagua: c.s.p. :1 litrospH» 7«

LuiTXXOíi y HAKGuOVB ,en 1952,informan sobre la producción de 

Vitamina B^2 en una fermentación de dos fases,empleando Lactobacillus 

casei en la primera fase (que dura 72 horas) y Propionibscterium freú— 

denreichii ATCC 6.207 en la segunda fase*

La producción de actividad comienza en la segunda fase, 

y crece con vclocictad en aumento hasta alcanzar los 4,3 mg de activi

dad por litro,a las 312 horas de iniciada la fermentación* 

GAiíliiaLLi y colaboradores,en 1953,describen la producción de 

concentrados comerciales de Vitaminn B^2 por biosíntcsis con Bncillus 

meg_atherium,e informan haber obtenido rendimientos de hasta 0,7 -0,3 

cg/1 en una fermentación de 8 a 12 horas.El medio está compuesto por: 

sacarosa purificada,extracto de levadura,ácido cítrico y sales inorgá

nicas (incluyendo 2 mg de cloruro de cobalto por litro de caldo).

JáLICKI , en 1953,aisla un repique de Strcptomyces griseus y 
• <’

lo hace crecer en un medio de agar que contiene extracto de carne,pep- 

tona,glucosa y sales inorgánicas*Obtiene rendimientos de 1,6 rg dq 
r *

Vitamina por litro de caldo en cultivos de 110 horas mantenidos, 

a 27 -28 2C.

BOKEBXTaJB estudia la producción simultánea de Vitamina-^,?



Antibióticos (eorccialmente estreptomicina) por fermentación. Informa 

que no se ha encontrado Vitamina en cultivos de reniclllium;que el 

btreptomyces aureolacicns y Streptomyces rimosus producen Vitamina B^ 

y cloramfenicol,aurcomicina y terrasiicina respectivamente,y que por 

selección continua del Btreptomyces grireus te ha aislado una cepa 

que produce 0,55/ig de Vitamina por mi. de caldo.-

nALL y colaboradores en 1953, trabajando en érenla de labora

torio con ¿trcptomyces olivaceus,en cultivo agitado y sumergido,en 

condiciones favorables respecto a composición del medio,temperatura, 

agitación y aereación,informan rendimientos de 3~g de Vitamina por li

tro de caldo,en sólo 96 horas de fermentación.

PfLIiiBü, VW&0V1CH y iilü¿Afen 1954, describen experimentos 

realiza dos en planta piloto,cn les que se produjeron Vitamina B^ y 

concentrados de la misma por fermentación de sustratos nutrientes con 

¿treptomyccs oliváceas.Citan rencimientos de hasta l,7icg de Vitamina 

por litro de caldo,a las 120 horas de iniciada la fermentación.

¿ILbTBh y ^/UÚ>9en el mismo año, traba jando en escala industrial 

en los Laboratorios Lawe,con la misma cepa de Streptomyccs oliváceas 

BREL B- 1.125, obtienen rendimientos comprendidos entre 1,0 y 2,0mg'dé 

Vitamina B^ por litro de caldo.-

Comparando los rendimientos de Vitamina B^ obtenidos con los 

distintos microorganismos,según informa la literatura los mejores pro

ductores son : la asociación simbiótica de tactobacillus casei. y 1ro- 

pionibncteriura freudenrcichii,y el btreptomyces olivaccus.

Si bien loe primeros llegan a producir más Vitamina,debe te

nerse en cuenta que la fermentación ee mucho más lenta : 312 horas; 

deben inocularse dos góraenes sucesivamente, y exige el agregado de 

ácido láctico a intervalo®,para elevar la producción de la Vitamina.

En cambio,el btreptomyces oliváceas produce el máximo de 

Vitamina dentro de la» 64 a 96 horas de iniciada la fermentación,no 

Axige una doble inoculación como la anterior,ni la adición de subs

tancias nutritivas al medio durante la fermentación.

A pesar de que la» cifras muestran como superiores a estas, 
últimas cepas,los laboratorios industrióles aplican tambión otrasude

Se



rendimiento interior en cuanto a Vitamina b12, pues en la elección del 

gérmen interviene no sólo el rendimiento que eo capas de producir o la 

simplicidad del procesotsino la conveniencia de obtener Vitamina B^g 

solamente o Junto con algún antibiótico u otra Vitamina.
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A»• Producción do Vitamina por fomentación en escala do 

laboratorio»

Entre las cepas productoras de Vitamina 

anteriormente enumeradas, elegimos para describir una fermentación tipo 

al StreptomyceB ollTaoeu8fpues.es una de lasca pasmas promisorias respeo* 

to a rendimientos de vitamina que se haya encontrado hasta el presente* 

HALL y colaboradores (1953) utilizaron en su trabajo la oepa 8* 

oliiaoeus NRHL B-1125.* Mantuvieron los cultivos stock en Agar de Pen* 

nett* suya composición es la siguiente (Journal of Baoteriology*57:141 

(1949 ): 

Extracto de levadura 1*0 g»

Extracto de carne 1*0 9

Hidrolizado en zima tico de caseína 2*0 11

Glucosa 10*0 "

Agua destilada 1000» mi*

Ajustar pH a 7*3 con BaOH 

Agar (no indicado en la publicación) 15*0 g*

El medio de germinación está compuesto por: 

Corn Steep liquor 0*5 % (en base a extracto seco) 

Glucosa 0*5 %

o bien tiene igual composición que el medio de fermentación»

Las fermentaciones se realizaron en erlenmeyers de 500 mi* que 

contenían 100 mi» de medio* y en fomentadores de acero inoxidable de 

20 litros de capacidad cargados con 10 litros de medio* cada uno equipa* 

do con control automático de temperatura* agitador y burbujeador de aire* 
o , (agitador)

Los erlenmeyers se incubaron a 28*30 C en un shaker da movimien

to de vaivén que daba 88-92 golpes de 6*875 cm» de amplitud* por minuto* 

o en algunos experimentos* en un shaker rotatorio que giraba a 200 r»p*m* 

en un recorrido circular de 5*625 am» de diámetro»

Las fermentaciones sumergidas se llevaron a cabo a 22-37°C,con 
♦ 

una velocidad del agitador de 180-220 r»p»m»* y una relación de aerea* 
t 

ción de O a 1 volumen de aire por volumen de medio por minuto*

Los inóculos se prepararon a partir de cultivos stock ro^poru* 

lados» Con ansa se transfirieron esporas a 100 mi» de caldo y se* incuba* 

ron en shaker durante 48 horas» Un segundo frasco se inoculó con un 0£ 
9 ~ 

de este inóoulo primario y se incubó durante 4a horas también»

ollTaoeu8fpues.es
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Los inóaulos destinados a las fermentaciones, que iban a realizarse en 

frascos agitados, se desarrollaron, por ser ms conveniente, en un sha* 

leer de vaivén o rotatorio, mientras que los d atinados a fermentaciones 

sumergidas se desarrollaron en frascos o botellas provistos de acreación 

Los medios de fermentación se inocularon con el 5?f en volumen de inóculo

La determinación cuantitativa de la Vitamina B¿2 producida se roa* 

lizó según una modificación del método de Skeggs y colaboradores (19*8), 

empleando como organismo sensible el Lactobacillus leiohmannii ATCC 4797 

(ver capitulo de valoración de la Vitamina ^12)• La desaparición de *azú* 

car en el medio de fermentación se determinó según el método de Somogyi 

(19*5), y la variación del pH se controló potenciómetrienmente.

Se estudiaron en escala de labora torio las din tintas variables que 

influyen en la formación de la Vitamina B12:

!•) Composición del medio 

2-) Reacción del medio 

3-)Aereación y agitación 

4-) Temperatura#

1* COI£POSXCI<m PPL HEDIO

A* diente» de nitro Keno

Para proveer de nitrógeno al m dio de fermentación se enea* 

yaron varias substancias proteicas crudas, A un medio básico compuesto

de: 
Glucosa 0,5* 1,0 %

CaCOj 0,5 %

C0CI2 6H2O 1,5- 10

se le agregaron distintas substancias proteicas, y con los nuevos »* 

dios asi obtenidos se realizaron fermentaciones destinadas a sintetizar 

Vitamina Los ensayos se hicieron en frascos agitados y en fermenta* 

dores de 20 litros.

En la Tabla I se observan los rendimientos do Vitamina B 12 obte* 

nidos después de 4 días de incubación en medios de cultivo a los que se 

agregaron: vinazas, harina de semilla de soya y micelio residual de ,fer* 

mentaciones destinadas a la producción de penicilina, » opee tibíente,



TABLA I

Producto al 4 % - Tipo - termentador empleado-Vitamina B1& 
pg/ml

Vinazas - Trigo -Eraseos agitados * 0, 5— 3,Ó

Vinazas - Trigo -Tanque s profundos 0, 2— '3, 3

Vinazas - Maiz -Frascos agitados 0,8- 1,X9

Vinazas -Maiz-Milo -Frascos agitados «• 0,2— 1,3

Vinazas - Milo -Frascos agitados ■B 1,0- 1,3

Residuo de destilación - Maiz -Frascos agitados 0,2— 1,5

Residuo de destilación - Maiz -Tanques profundos 1,5

Harina de soya -de Expeller -Frascos agitados 0,3- i;o

Harina de soya -Extraída con -Frascos agitados se 0,3- 1,0
solvente

Micelio de penioillium - Seco -Frascos agitados es 0,6

Micelio de penioillium - Seco -Tanque s profundos 2,0

Vinazas 50% y Harina de - Trigo 
Extraída con -Frascos agitados w 1,0» 1,4

soya 50% solvente

Los resultados demuestran que estas substancias son fuentes promi

sorias de Ng orgánico y probablemente también de otras substancias nutri

tivas. Los mas altos rendimientos se obtuvieron con vinazas de trigo*

Para determinar la proporción óptima de vinazas que debe agregarse 

al medio de fermentación, se hicieron ensayos en frascos agitados adicio

nando desde 0,0 hasta 5,0 % de vinazas al medio básico, que estaba com

puesto por:
Glucosa 0,5 %

CaCOs 0,5 %

COCI2 6H20 1,5 PIH-Ajustar el pH a 7,0

Las vinazas provenían de la fermentación alcohólica de trigo, habién

dose sacarificado el almidón de la masa con amilasa fungióa.

El medio se esterilizó durante 20 minutos a 121°C •- Los frascos se 

inocularon con un cultivo líquido de 24 horas preparado en shaker a 

28-30°C , cuyo medio tenía esta composición:
Glucosa 0,5 %

CaC03 O,5 %

CoCl2 GH2O 1>5 PPM

Vinazas 2,0 %



Las fermentas i ana s os realisaron en un shaker con movimiento da val* 

▼en y so extrajeron asépticamente muestras de 10 ml« del medio de cada 

frasco» a los 3» 4 y 5 días da iniciada la fomentación, para determinar 

en ellas pH y Vitamina B12** Los resultados se observan en la Tabla II, f

TABLA II

-• pH — VitZimina B^g •
-Vina zas . .............. —----------------------- --------------------—

• 3 días- 4 días- 5 dias * 3 diao- 4 dias- 5 dias •

% * * pg/ml * ug/al * Mg/nl
* 0 • 6*1 • 5»8 * 5,6 * 0»l * 0.1 w 0.1

«• 0,5 7,3 7,9 «■ 8,5 * 0,2 0,3 0,3 «*

* 1.0 * 7,7 8,2 8,6 * 0,4 w 0,5 * 0,6 *

2, 0 ca 8,0 8,4 «■ 8,6 0,6 a» 1.2 * 1,2. *

* 3»O * 8,1- * 8» 4 «» 8,7 0,9 * 1.4 w 1.3 *

•i 4,0 • 8,1 4» 8» 2 8,8 0,9 1.6 ce 1.2

* 5.0 * 8,0 * 8» 3 * 8,8 w 0,8 ■* 1.4 «B 1.0

Se obtuvieron los mejores resultados cuando se agregó un 4 ‘5 de 

vinazas# y para este porcentaje» la producción máxima de Vitamina corres 

pondió al 4o día de fermentación.

Tomando como bine un medio adicionado de vinazas » se ensayó el 

agregado de : aminoácidos» elgunas vitaminas del complejo B, oomsteep 

liquor» urea» pirimidinas, purinas, y 5-6-dimetilbenzimidazol» pero no 

se obtuvo ningún aumento en la producción de Vitamina B12»

B- SU ente de glúcidos

Se descubrió que el agregado de glúcidos formentescibl< 

al medio de fermentación produce un aumento en el crecimiento del S» olit 

ceus durante los primeros días de fermentación» y también en la producéis 

de Vitamina B12 .

Se agregó gluoosa en proporción que variaba entre O y 10 a un viadio 

básico formado por: 
Vinazas 4,0 %

CaCÚS 0,5 %

CoCl2 6H2O 1*5 PTM
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Trabajando en frascos agitados, a la» 120 horas de iniciada la fomen

tación pudo obse^rvurse que la producción de Vitamina B^g orecia desde 

1,0 p^/ml on un medio sin glúoido, hasta un máximo de 1,5 pg/ml cn uh 

medio con 1,0 % de glucosa. Con mayores porcentajes de glucosa se obte

nían rendimientos decrecientes de Vit;unina Bx# asi se obtuvieron sola

mente 0,5 g^ml en un medio al que se agregó un 10 % da glúcido. Se lo

graron resultados similares en fermentación sumergida.

C-) Cobalto

HALL y colaboradores estudiaron el efecto del cobalto en la

sintesis de la Vitamina 3x2 con el S. olivaceus. Agregaron cantidades 
crecientes de cobalto (como COSO4 7 HgO y 00(^03)2 a un “«di» tó.1» 

co compuesto por8

Vinazas 4,0 %
Glucosa 0,5 %
CaCO^ 0,5 %

Los resultados obtenidos se observan en la Tabla III (trabajaron 

con un agitador de movimiento de vaivén, a 28°C de temperatura.

TABLA III

Co44 • Vitamina Bjg
- ^Uente de Cobalto - inicial

PEU - 4 ¿las • 0 días
nñ/nl - Uk/h1

• Ninguna - — 0,2 — 0,1

• CoClg 6H2O • 0,37 1,1 - 1,3

- • - 1,24 - 1,5 - 1,9

- • - 2,48 - 1,0 - 1,7

- C0SO4 7H20 - 0,37 - 1,1 • 1,3

- • - 1,24 - 1,0 - 1,8

- • - 2,48 - 1,7 - 1,9

• Co(HO3)2 6 «¿0 - 0,37 • 1,3 — 1*6

- • - 1,24 - 1,6 - 1,6

- • . 2,48 - 1,0 - 1,9
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Sevobtuvieron altos rendimientos de Vitamina B12 agregando 1»24 PPM 

de Co44 al mediot pero para asegurar la máxima producción se prefirió a- 

gre&r 2» 47 PPM de Co44 en los experimentos subsiguientes#
También HElíTLIli y MJGER (1950) estudiaron el efecto del Co44 sobre la 

síntesis microbiana de sustancias en actividad LLD (los autores hacen no

tar que la actividad LLD no es idéntica a la Vití^mina ^12)* Trabajaron 

con Streptomyoes griseus# con Pseudoznonas Sp» con Eycobacterium emegmatis 

y con 10 cepas no especificadas de gúmenas aislados del rumen y de es

tiércol de vacas»

El medio empleado en estos estudios estaba compuesto por:

Extracto de carne Difeo O»3 %

Hidrolizado enzimático de 
caseína (1) 1*0 %
Co44(como Co (1103)2 6IIgO) cantidades variables

(1 ) (Sheffield E&ms Inc)

El pH del mu dio se ajustó a 6# 8-7# O con EaüH# se distribuyo 

en porciones de 4q mi» en erlcnmeyer de 250 mi»# y se esterilizó a 1 at
mosfera de presión durante 20 minutos#

Los microorganismos ensayados se mantuvieron en agar nutritivo 

en pico de flauta#

El inoculo empleado fue un cultivo de 48 horas preparado en agí 

tador# en los experimentos realizados con S# griseus# y una suspensión a- 

cuosa proveniente de un agar inclinado de 24-48 horas en Iob experimentos 

realizados con otros microorganismos» Los frascos sembrados se incubaron 
í 

durante 5 días a 28°C en un agitador d» movimiento rotatorio que giraba a 

razón de 220 r»p»m»

So extrajeron muestra diariamente y en ellas se determinó la uc< 

tividad LLD# según el procedimiento de CASWELL y colaboradores. (1949)» 

Experimentos con Strentomyces griseus:

En estos experimentos se observó que la actividad móxima LLD# co

rrespondía a los dias 3°a 5o ¿e femó a tu o i 6n y como el título no dismi

nuía después de alcanzar al máximo# se prefirió ensayar las muestras co

rrespondientes al 5o día»

En la figura 1 puede observarse la respuesta de la actividad 

LLD a dosis crecientes de Co44»

Se observa que en el agregado de Co¿4 al medio básicg se llegó 

a triplicar el título de actividad LLD» Paralelamente aumentó la produc

ción de Vitamina Bxs»



Las actividades máximas se obtuvieron con 1-2 PPM de Co**. Se obsar- 

varan manifestaciones tóxicas con 20-50 Pili de Co*S pues decreció con- 

side roblónente el desarrollo del germen y la producción de actividad 

LLJ\ —

Experimentos con otros micrcorKani ceños i

Trabajando con górmenos aislados de rumen y estiércol» asi como con 

varios cultivos de la Jiorck Culture Collection» todos ellos capaces de 

sintatiÉar actividad LLB» se observo que el agregado de Co** 2 PH< al 

medio básico ya citado» provocaba un aumento en la producción del factor 

de crecimiento»

La Tabla siguiente compara la producción de actividad LLDpor dio- 

tintos mi oro organismos en un medio qua cn un caso no contiene Co** y al 

que en otro caso se lo han adicionado 2 PPM de Co**.

TABLA IV

Substancias LLD- activas 
(unidades/nl)

- Organismos ¡i
|»Sin agregar 

Co*4
k¿gregando 
j> ( 2 Bilí 
i

Co**
i

Ro(series Ih aislados del rumen de vacas) w 1.100 - 3.500

1» 700 • 4.900

w 160 - 3.000

212 w 4qo - 600

*36 * 1.300 - 4.800

Ü41 500 - 1.140,

$5(seriesCiaislados de estiércol da vaca ) «• 260 > 480
0$ es 280 - 750

©7 * 390 • ???

Cío «• 160 • 380

l^yoobaoterium smugmatis «B 540 • 3.800

Pseudomonas sp. (P.lumiohrama de Póster) 64o - <3.000

Streptcmyces griseus 0 25 * 880 - 3.500
9^
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T>) Cobra»

Trabajando con un medio tónico de la niguionte oouposicións

Vinazas 4,0 %

Glucosa 0,5 %

Carbonato do calcio 0,5 %

C0CI2 6H2O 10 PPM.

so ha comprobado (HALL y colaboradores/uño 1953) que la presencia de 

56 Pm de cobre en el Be dio de fementación no inhibe el crecimiento 

del 3. oliváceas ni la síntesis de la Vitamina Sin embargo, la pre

sencia de 82 PHí da cobre inhibe casi totalmente la síntesis de la Vita

mina, y ante 133 PPfá de cobre, el crecimiento d ?l germen en el medio e- 

ra mui débil.

En estos ensayos el cobre se proveyó con el que contienen naturalicen» 

te las vinaza y con el agregado de Cu SO 4 5H¿0.-

Por análisis previos se demostró que las vinazas no contienen canti» 

dados de cobro suficientes como para inhibir el crecimiento del gomen 

o la producción de Vitrina 

otros ensayos se agregaron recortes da Cobre metálico al nedio an

tes de la esterilización y se esterizó el conjunto; o se lo agregó asep- 

ticamente una vez esterilizado, al medio también esterilizado previamente* 

E-) Otros metalas

So agregaron re cortes de acero inoxidable, estaño, hierro, plomo y 

aluminio al medio de f «mentación anteriormente citado, y sé" observó que 

no tenían efecto sobre el crecimiento del S. oliva o sus ni sobre Ik pro» 

ducción de Vitamina B12 •

2- Reacción del medio

Utilizando el Streptomyces olivaceus, y un medio de fennbntación 

compuesto port 
Vinazas 4,0

Glucosa 0,5 %

CaCOj 0,5

CoCl2 611’20 10 PPM

HALL y colaboradores informan que los mejores rendimientos en Vitamina 

BX2 sa obtuvieron cuando el pH inicial del medio estaba entre 7,0 y 6^0, 

sin embargo se obtiene un buen crecimiento del organismo, ood producción 

de Vitamina, dentro de un rango de pH que va de 6,0, a 9,0.-
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A pH 4,0 no hay crecimiento y por lo tanto no se obtiene Vitamina Bx2 

A pH 10,0 el crecimiento es relativamente pobre y la producción de Vi* 

tamina es limitada*

En la Vi gura 2 podemos observar las variaciones que se producen en 

la composición del medio durante una fermentación sumergida» variado* 

nes que se reproducen en las fermentaciones realizadas en frascos agi

tador*

Turante las primeras 24 horas se consume la mayor parte de la glu* * 
cosa y la reacción del medio se vuelta levemente acida ( pH 6»5 a 6»8j 

Siguiendo al periodo inicial» la reacción del medio se vuelve alcalina^ 

(pH 8,2 a 8,7) con producción de amoníaco* La síntesis de Vitamina 3x2 

comienza durante la fase inicial de crecimiento del organismo» pero es 

mas rápida después de las 24 horas. La producción máxima de Vitamina se 

observa dentro de las 64-96 horas» pero a veces pueden obtenerse rendi* 

mientes máximos en 4q horas*

3*) ¿creación y agitación

La aireación y agitación del medio son esenciales para

el buen crecimiento del organismo, e influyen en el rendimiento de la 
t

Vitamina*

Se ha comprobado que en un medio compuesto pora

Vinazas 4,0^

Glucosa O» 5 %

CaC03 0,5 %

Co(Cl2)6H2O 1,5*10,0 PPK

el rendimiento de Vitamina 3x2 «s casi un 100 % mayor en frascos incu* 

bados en un agitador rotatorio que en un agitador de vaivén^ (Los que-s^ 
mueven a 88*92 golpes de 6,875 cm* de amplitud por minuto, y a 200 r»p*m 
a lo largo de un recorrido circular de 5,625 cm. de diámetro, respeoti* 

vacíente )•

En fermentaciones sumergidas se ha demostrado que el caudhl 6p- 

timo de aire es de £ a £ volumen de aire por volumen de caedlo y por Eli* 

ñuto*

En la Tabla V se observan datos comparativos de los rendimientos** 
de Vitamina Bx2 obtenida en distintos tipos de fermentación!



T A B 1 A V

*
- Tipo de agitador -Tipo de fomentador-
-Rotatorio-De vaivén- Tanque profundo

U® de fermentaciones * 15 1 16 - 22

N^- de recipientes * 30 i 31 i 22

Vitamina (máximo ) 1,5-3,0 • 0,5-1,0
i

r 0t2 - 3,3

Vitamina pg/ml(promedio) í.
1 1,97 * 0,99 1 1.55

4») Temperatura

El Streptomyces olivaceus crece rápidamente a 25-32°C , mas lan- 

tómente entre 28-36°C, y a 4i°c ya no crece* Por estudios realizados en 

fermentaciones en 'botellas y en baterías de Termentadores de acero inO- 
r-*, 

xidable de 20 litros, se Uceó a la conclusión de que el limite superior 

para la producción de la Vitamina B12 con los 32°C • Hay un crecimipnto 

rápido d^l cultivo y síntesis de la Vitamina a los 22°C, pero los rendi

mientos mayores se obtuvieron trabajando entre 26 y 32°C • La temperatu

ra óptima para la fermentación se considera ubicada entre los 28 y 3Q^C«



¿figura 1

¿Igura 2

Cambios en el radio durante la feraentuoi&n
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Bé- Producción de Vitamina Blg por fermentación en escala de 

planta piloto»

PEEIi'EK y colaboradores (1954) estudiaron 

la producción de Vitamina B12 por fermentación en escala de planta pi

loto con el fin de determinar las condiciones óptimas para realizar., 

el proceso en escala industrial»

Utilizan en su trabajo el Streptoinyces olivaceus NRRL B-1195 

Mantienen los cultivos stock en Agar de Bennett (la composi

ción se indicó en el apartado A del presente capítulo)»

El medio de germinación está compuesto por

Corn steep liquor : 0,5 # (en base a extracto seco)

Lextrosa : 0,5

Co Cl9.6 H o : 2,0 PPX

Aceite de semilla 

de soya : 0,1 £

Ajustar pH a i 7,0

Esterilizar durante 50—60 minutos a 120 9C

Equipo empleado:

Se ensayaron los siguientes termentadores:

1) Un termentador de acero inoxidable de 2*271 litros»

2) Dos termentadores de cobre de 5*028 litros»

5) Un termentador de acero de 15»140 litros»

1) El-termentador de acero inoxidable de 2271 litros presenta las 

siguientes características: altura: 2,286 m;diámctro: 1,122 m, 

equipado con una camisa.

La temperatura puede regularse con una variación de 0,5^0 alrededor 

de la temperatura deseada»

El termentador se carga con la mitad de su volilmen de medio,es decir 

con 1155 litros,los cuales corresponden a una profundidad líquida de 

105 cm»

2) Los dos termentadores de cobre tienen 1,524 o de altura,y/1,676 la 
•»

de diámetro,equipados con serpentines internos para controlar Is^enU 

peratura»
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La agitación se realiza con una turbina tipo abanico que pe

netra por la parte superior,con paletas colocadas en ángulo de 45 gra

dos y con una velocidad de rotación fija de 90 r.p.m.

La aereación se efectúa en cada fermentador,por medio de un aspersor 

hecho de tubo en cruz perforado.

Los fermentadores se cargan con 1155 litros de medio,los cuales corres

ponden a una profundidad líquida de alrededor de 65 cm.

3) El fermentador de acero tiene 2,438 m de altura y 2,59 m de diámetro 

con cabeza y fondo cónicos,equipado con chicanas de 20 cm.

Un aspersor de agua en forma de anillo exterior regula la temperatura. 

La agitación se realiza con una turbina de 60 cm de diámetro con seis 

hojas de 17,50 cm x 13,75 cm cada una,montadas en la pcriferia.El agi

tador penetra por la parte superior y tiene una velocidad fija de ro

tación de 70 r.p.m.

La aercación se efectúa por un tubo abierto de 2,5 cm (1 pulgad«a)mon

tado debajo del disco de la turbina.

El fermentad.or se carga con 3785 litros de medio,los que corresponden 

a una profundidad líquida de alrededor de 90 cm.

Como tanques de germinación se usan dos tanques de cobre de 

302,8 litros de capacidad.

Presentan las siguientes características t altura: 1,22 mjdiámetro: 

0,61 m; equipados con fondos cónicos.

La temperatura se controla mediante serpentines internos reírigerantes. 

Estos tanques no tienen agitadores.

La aereación se realiza mediante aspersores hechos con tubo perforado. 

El aire para los fermentadores y tanques de germinación se esteriliza 

haciéndolo pasar a través de una columna de 40 cm rellena con carbón 

activo, cuya granulometría está definida por los tamices 10 y 24.

Los inóculos se preparan transfiriendo con el ansa esporas de 

un cultivo stock Streptomyces olivaceus a un frasco de 500 mi de capa

cidad cargado con 100 mi del medio de germinación.

Este frasco tiene un tubo lateral de transí'erencia.

Eespués de incubar este frasco en un agitador de movimiento de v^vén 

durante 48 horas a 28 ?C,se transfiere el contenido asépticamente a
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una botella de 9 litros de capacidad cargada con 4 litros de medio 

de germinación estéril*

Esta botella tiene un sistema de aereación consistente en un tubo con 

perforaciones que penetra hasta el fondo de la misma,y por ese tubo 

se la aerea con aire estéril durante 48 h a 28 9C.E1 cultivo desarro

llado se transfiere asépticamente a un tanque de geminación cargado 

con 170,525 litros de medio de germinación estéril,y allí se lo aerea 

durante 48 h a 28,5 80. Este cultivo es el que va a emplearse para 

inocular el fermentador que contiene medio de producción esterilizado* 

hacen determinaciones del contenido de azúcar (SHA1TER y 

HáRTmuUM,1921),de la Vitamina B^ producida y del pH del medio duran

te el curso de la fermentación. (Ver figura 2)

La Vitamina B^2 en los productos fermentados y en los concentrados 

secos se determina según una modificación del procedimiento de SKEGGS 

y colaboradores (1948),usando como organismo sensible el Lactobacillus 

leichmannii ATCC 4797 (Ver capítulo de Valoración de la Vitamina 

Las muestras de rutina se ensayan por el método del disco (Ver capítu

lo de Valoración de la Vitamina B^)•

La potencia de los concentrados de Vitamina B^ preparados en fermenta

ciones en gran escala se verifica en ensayos de alimentación de pollitos 

üe estudiaron en escala de planta piloto los siguientes factores que 

influyen en la producción de Vitamina B^2i 

1) Métodos de esterilización 

2) Composición del medio 

5) Cantidad de inóculo 

4) Aereación y agitación 

5) Temperatura 

6) Reacción del medio.

1) Eétodos de esterilización: 

tíay dos formas de esterilizar el medio: en forma discontinua (en batch) 

y en forma continua.

En la primera forma,se colocan todos los ingredientes del medio en el 

fermentador,y se calientan hasta la temperatura deseada por introdu

cción directa de vapor.Después de mantener el líquido a esta pampera—
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km el nwdio durante* la fu m&n tablón da 4^2



tura durante un tiempo definido,se lo enfría*

En la segunda forma,el medio con todos sus ingredientes se bombea a 

velocidad constante desde un tanque de almacenamiento hacia un calen

tador por inyección de vapor,donde se lo mezcla con el vapor,se lo 

calienta instantáneamente hasta la temperatura deseada,se lo mantiene 

en un serpentín de retención durante el tiempo necesario,se lo enfría 

en forma continua y se lo hace pasar el fermentador.

PaEIIEK y colaboradores ensayaron la esterilización en forpia 

discontinua a alto y bajo pH,y la esterilización continua a alto y 

bajo pH.

El medio empleado estaba compuesto por t

Vinazas y harina de semilla de soja

extraída sin calentamiento 4,0 f

Glucosa 1,0 K

Ca C05 0,5 ¿

Aceite de semilla de soya 0,1 £

Co C1 .6
4^

H20 10,0 PPM

Cuando se realizó la esterilización discontínua,debió mante

nerse el medio a 120 gC durante 1¿- a 2 horas para asegurar la esteri

lidad»

En el caso de los tanques de cobre,al esterilizar a bajo pH 

se disolvió parte del cobre,en cantidad tal como para impedir el creí- 

cimiento del organismo y la producción de la Vitamina.En este caso, 

particular, se hacía necesario elevar el pH del medio a 7,0 antee de 

calentarlo,para que la esterilización fuera eficaz»

La esterilización continua a bajo pH,empleando una tempera

tura de 156,10 9C,con un tiempo de retención de 13 minutos,era satis

factoria para todos los tipos de fermentadores indicados,ya fueran de 

cobre,acero inoxidable o acero»

En la Tabla I puede observarse el efecto de la esterilización 

del medio sobre los rendimientos de Vitamina •



TABLA I

Tanque pH Rendimiento de vitamina 
ag/litro

Discontinua, 2 hs a 121 PC

Cobre 4,8 0,2

Cobre 5,5 0,6

Cobre 7,2 0,9

Acero inoxidable 4,5 1,0

Continua, 13 min a 156,1 PC

Cobre 4,8 1,2

Cobre 5,5 1,2

Cobre 6,5 1,3

Acero inoxidable 5,5 1,2

Acero inoxidable 4,5 1,3

Acero 4,5 1,2

2) Composición del_ roed i o

El medio de fermentación básicc> empleado en estos experimen-

tos estaba constituido por 

Substancias proteicas crudas 

Dextrosa

Ca CO,

Co Cl2. 6 H20 

Aceite de semilla de soya (anti espumante)

En ¿1 se estudió :

a) luente de nitrógeno :

be ensayaron vinazas de trigo,maiz y sorgo,y aunque todafc 

servían para la producción do Vitamina B^2,se observó que las vinazas 

de trigo eran superiores a las otras variedades do vinazas.

También se usaron como substancias proteicas: semilla de soya,harina 

de semilla de soya extraída con solvente y harina de semilla de^ya 

de expellcr, observándose que los mayores rendimientos se obtenían al
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emplear harina de semilla de soya extraída sin calentar»

En fermentaciones en Isb que se usó como fuente de nitrógeno» 

Vinazas o una mezcla de vinazas con harina de semilla de soya extraída 

sin calentar9Be obtuvo un rendimiento medio de 1,24 mg de Vitamina B^2 

por litro de medio» 

be obtuvieron bajos rendimientos de Vitamina al emplear 

como fuente de nitrógeno el micelio seco de penicilina o trigo molido# 

En la Tabla II se observa la influencia de distintos materia

les proteicos en el rendimiento de Vitamina B^^^Estos materiales se 

agregaron a un medio básico compuesto por : 

Bextrosa 1,0 %

Ca C03 0,5 %

o© ci2» 6 h20 9,0 Plíd.

b) Glucosa

be observó que el rendimiento de Vitamina $e 11112 fermenta

ción era mayor si se agregaba glucosa al medio que si se prescindía de 

ella»

Además,el pH de la masa fermentada subía rápidamente en ausencia de 

glucosa (especialmente cuando se agregaba al medio harina de semilla 

de soya extraída sin calentar,como material proteico)» 

Así,durante las primeras 24 horas de fermentación,el descenso de pIT 

era de sólo 0,1 a 0,2,en vez del normal,que es de 0,5 a 0,8; y des

pués de ese descenso,el pH subía rápidamente hasta más de 8,0 en solo 

48 horas» 

c. —) Carbonato de calcio

El Ca C03 contribuía a regular la producción de espuma duran

te la fermentación, y a elevar el rendimiento de Vitamina (especial 

mente cuando se incluía en el medio la harina de semilla de soya extra! 

da sin calentar)» t 
d-) Cobalto

Al agregar cobalto al medio se observó un marcado aumento en 

la producción de Vitamina B^^así con el agregado de 1,3 a 990 PPM^ de 
Co Cl^» ® ^20 Be obtuvieron rendimientos aceptables,mientras quéírín 

cobalto eran muy bajos»

En la Tabla III se observa el efecto de la composición del 

medio sobre los rendimientos de Vitamina Bn9.
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Cantidnd de inóculo

be ensayaron distintas proporciones de inóculo para sembrar 

el medio de fermentación,variándolas desde un 1/ a un 12^ reepecto 

al volumen del medio»

ho se obtuvieron diferencias apreciables en los rendimientos 

aunque sí en la velocidad de la fermentación,que era más lenta cuando 

se usaba sólo el 1^ de inóculo.

basándose en estas experiencias se eligió el de inóculo 

como la proporción más conveniente para agregar al medio fermentación»

4) Aereación y agitación

be observó que la velocidad de aercación y agitación influían 

en la velocidad de producción de Vitamina B^ ;al aumentar la velocidad 

de aercación y agitación crecía la velocidad de producción,y a la in

versa al decrecer aquéllas,sin que el rendimiento final de la vita mi

na se viera muy alterado»

3e hizo posible relacionar la velocidad de producción de Vita

mina en distintos tanques por medio de las velocidades de absorción de 

oxígeno,obtenidas de acuerdo con el método de COOPERtIERNSTROü y &I— 

LLbK (1944).

.Estudiando los dos fermentadores de cobre y el termentador de 

acero inoxidable se observó que aunque diferían en la eficiencia y di

seño de aereación,si se hacían trabajar los tres en la misma velocidad 

de absorción de oxígeno (determinada por oxidación de sulfito de sodio) 

se obtenían aproximadamente iguales velocidades de producción y rendi

mientos finales de Vitamina»

be determinó que para obtener un rendimiento satisfactorio' de 

Vitamina en una fermentación de 89 horas,los fermentadores debrán — 

operar con una velocidad de absorción de oxígeno de por lo menos 0,4 

milimoles de oxígeno absorbido por litro por minuto; y para obtener 

un rendimiento satisfactorio en una fermentación de 72 horas,la.velo

cidad de absorción de oxígeno debía ser de 0,7 o mayor.

En la Tabla IV puede observarse el efecto de la aereación y agitación 

sobre los rendimientos de Vitamina ^2’ considerando distintos tdjjos 

de fermentadores»
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5) Temperatura

Se realiraron formentaciones en un rango de temperatura com

prendido entre 22,2 ffC y 32,2 »C#E1 medio de fermentación tenía la 

siguiente composición»

Harina de semilla de soya extraída sin calentar 1,3#
Vinazas 2,7#
Bextrosa 1,0#
Ca C03 0,5#
Co Cl9. 6 H 0 9,0 PPM
Aceite de semilla de soya 0,1#

Se ensayaron distintos tipos de fermentadores,operando bajo condicio

nes de aereación y agitación tales que las velocidades de absorción 

de oxígeno fueran aproximadamente iguales#

Se obtuvieron los siguientes rendimientos a las 100 horas 

de fermentación»

Temperatura de fermentación Rendimiento de Vitamina B12
mg/litro

22,2 *0 1,05

23,8 *G 1,3

26,6 2C 1,5

28,3 ec 1,1

29,4 *C 1,0

31,4 2C 0,65

Puede observarse que la temperatura Óptima es de 26,6 90#

6) Reacción del medio

Hablándose observado que la mayor parte de la Vitamina 

se produce antes de que el pH llegue a 8,0, PEEHER,VOJKO^ICH y HE— 

GER intentaron mantener el pH del medio de fermentación entre 7,0, y 

7,5,mediante el agregado de ácido sulfúrico concentrado,después de 

producirse la caída inicial del pH#

El medio empleado estaba compuesto por»

Harina de semilla de soya 
extraída sin calentar 2,0#
Semillas de soya 2,0#
Dextrosa 1,0#
Ca CO^ 0,5#
Co Cl2. 6 H20 9,0 PPM
Aceite de semilla de soya 0,1#
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be obtuvieron loe siguientes resultados:

En tres ensayos,sin controlar el pH,el rendimiento obtenido 

fuá de 1,16 mg de Vitamina por litro de medio.

En cinco ensayos,manteniendo el pH en 7,5,el rendimiento ob

tenido fuá de 1,40 mg por litro.

En un ensayo se omitió la glucosa del medio y se la agregó 

luego,en incrementos,para mantener el pH en 7,5«E1 rendimiento ob

tenido fuá de 1,07 mg por litro*

LE 15140 LITEÜb DE CAPACIDAD

be realizaron dos fermentaciones en el fermentador de acero 

cargado con 3.785 litros de medio.

La composición del medio de fermentación es la siguiente:

Vinazas 3,6 ¿
Dextrosa 1,0 $
Ca CO, 0,5 £
Co Cl2. 6 H20 9,0 PPM
Aceite de soya 0,1 £

Ajustar el pH a 7,2 mediante el agregado de 2,81 kg de 

NaOH.

be realizó una esterilización continua del medio,a 156,1 °C 

con un tiempo de retención de 13 minutos.

La aereación del medio se realizó con une velocidad de aire 

estéril de 1416 litros por minuto,o en una proporción de 3/8 de vo- 

lómen de aire por volómen de medio por minuto,correspondientes a una 

velocidad superficial del aire de 16,5 m por hora.

Para esta aereación y agitación,la velocidad ce absorción 

de oxígeno determinada por oxidación de sulfito de codio,es de 1 rfi— 

limol de oxígeno absorbido por litro por minuto.

be agregó al medio de fermentación un 5# de inóculo y se 

mantuvo la temperatura a 27,7 — 28,8 9C.

Después de 89 horas de fermentación,el rendimiento de Vitami

na B12 era de 1,28 mg por litro,y el pH había llegado a 8,0.
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DE UURCERTR^DOb A PARTIR DE LOb CAITOS FmEBTAEOB

Pi EIDER y colaboradores estudiaron los lectores que influyen 

en la recuperación de la Vitamina B^ a partir de la masa fermentada» 

Entre ellos: i) Temperatura de evaporación

2) Tratamiento del jarabe previo al secado
3) Secado del jarabe
4) Agregado de agentes protectores al medio 

l)La masa fermentada se acidificó con ácido sulfúrico hasta pH 5,0, 

y se realizaron evaporaciones de porciones alícuotas de la misma a 

temperaturas comprendidas entre 51,6 y 101,6 9C»Los jarabes obtenidos 

se secaron en tambor con vapor a una presión ce 2,72 atmósferas,ob

servándose que en los concentrados secos preparados a 82,2 90 o menos 

la recuperación de Vitamina era del 80 % de la que contenía la 

masa ferraentada.En cambio,en los obtenidos a temperatulas superiores 

a 82,2 $C,la Vitamina recuperada se redujo en un 10

2)be observó que el agregado de agentes reductores protegía la Vitami

na durante el secado en tambor»Así,agregando 100 PPM de tioglicolsto 

de sodio a jarabes que contenían un 20 r de sólidos,con un pH de 5,2, 

y preparando concentrados secos en tambor con vapor a 2,72 atmósferas 

de presión manométrica,se obtuvo de un 10 a un 20 £ más de Vitamina 

que en los controles preparados sin el agente reductor»

Be determinó el efecto del ajuste del pH en el jarabe antes 

de secarlo en tambor a 2,72 atmósferas de presión manométrica,y se 

observó que dentro de un rango de pH entre 4,1 y 7,5,una variación en 

el mismo no provocaba diferencias significativas en las potencias de 

los concentrados secos»

3) Be ensayaron tres tipos de secado:

a) Becado por Bpray
b) Becado en tambor a p.atm con presiones de vapor en los 

tambores que varía entre 1,36 y 4,08 atmósferas).
c) Becado al vacío en tambor

Be trabajó con jarabe preparado ajustando el pH de la masa fermentada 

a 5,0 y evaporándolo a una temperatura inferior a 65,5 ?C,hasta llegar 

a un contenido de sólidos del 20 ^»

Be observó que los concentrados obtenidos por los tres métodos 

aproximadamente de la misma potencia.
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¡je conseguía un aumento del 10 de potencia con el secado 

en bpray,cuidando que la temperatura de salida del gas fuera inferior 

a 93,3«C,y enfriando inmediatamente el producto seco*

4) ü© ensayó el efecto del agregado de sulíito de sodio y cianuro de 

potasio a la masa fermentada,para proteger la Vitamina durante los 

procesos de evaporación y secado*

El método seguido era óstei Se reduce el pH de la masa fer

mentada hasta 4,5 - 5,5 con ¿cido;se evapora liaste consistencia de 

jarabe a temperatura inferior a 65,5 PC, se seca el jarabe en un se—, 

cador de doble tambor calentado con vapor a 4,08 - 6,8 atmósferas de 

presión manométrica*

Cuando no se agregaron agentes protectores,la recuperación 

de Vitamina en los concentrados fué del 78,2 a de la originaria

mente presente eh la masa fermentada*

Agregando 100 PM de sulíito de sodio a la masa fermentada 

se recuperó un 88,7

10 2P& de cianuro de potasio se recuperó un 86,5^»

PiKliBK y colaboradores indicaron distintos métodos para su 

preparación*

Uno de ellos consiste en reducir el pH de la masa total fer

mentada a 5,0 con ácido sulfúrico,calentar hasta la ebullición para 

liberar la Vitamina,filtrar o centrifugar la suspensión,evaporar el 

jarabe al vacío y secarlo*

Bl concentrado obtenido contiene 55 — 66 mg de Vitamina B^^ 

por kg.

Otro raótodo se creó teniendo en cuenta que durante la primera 

parte de la fermentación,la Vitamina está presente casi totalmente 

en el medio,y que a medida que avanza la fermentación,una porción 

considerable de aquélla pasa a la solución*

Así,filtrando o centrifugando la masa total,que ha fermenta

do durante 70 —90 horas,puede recuperarse la mayor parte de la*Vita

mina con el micelio* Este se seca directamente,obteniéndose un
•>- i# 

centrado de gran potencia,y sin necesidad de evaporar grandes canti

dades de masa fermentada*



El concentrado seco contiene 46,20 mg de Vitamina por 

kg,con una recuperación del 95 de la Vitamina B12 presente en la 

masa fermentada.

Para obtener concentrados más potentes,PJElEER y colabora

dores utilizaron el micelio separado de la masa total recién fermen

tada.

Suspendieron el micelio en agua,redujeron el pH a 5,0 con ácido sul

fúrico, calentaron la suspensión a ebullición para liberar la Vita mina 

y centrifugaron o íilti'aron el lodo.

Evaporaron el líquido al vacío hasta consistencia siruposa 

y lo secaron.

Los concentrados obtenidos con este método contienen más de 

220 mg de Vitamina B^ por kg>
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C.- Producción de Vitamina B^^ por fermentación en escala in

dustrial.

Los Laboratorios Dawe en 1950, junto con una 

compañía subsidiaria: FermentationsProducts Inc., establecieron en New— 

aygo, Michigan,una planta de fermentación para manufacturar Vitaminas 

y antibióticos de aplicación en la nutrición animal.

Las fermentaciones se realizaron siguiendo los métodos indica

dos por la División de Fermentación del Laboratorio de Investigaciones 

Regional del Norte (N.R.R.L.) para la producción de riboflavina y Vi

tamina B^.

Para obtener Vitamina emplearon una fermentación aerobia 

utilizando el Streptomyces olivaceus N.R.R.L B- 1125 como germen pro

ductor.

Descripción: Una fase importante en cualquier proceso indus

trial de fermentación aerobia es la provisión de una cantidad adecuada 

de aire comprimido estéril para la aereación de los fermentadores.

Este se provee por medio de tres compresores horizontales de 

efecto simple,con una capacidad de 15*500 litros por minuto, y por un 

compresor del tipo Y,de doble efecto,con una capacidad de 24*000 li

tros por minuto.

El aire se descarga de los compresores a 2,38 atmósferas de 

presión.

Antes de entrar a los fermentadores de germinación o al fer— 

mentador de producción,el aire se esteriliza pasando a través de un 

lecho de carbón activo granulado.

Las torres de carbón se esterilizan con vapor vivo cada .vez 
que se realiza igual operación en los tanques de germinación,o en ^el 

fermentador.Be insufla vapor hacia abajo,a través del carbón,para éli- 
* 

minar cualquier material extraño; el aire se pasa hacia arriba < \

Los cilindros de acero que sostienen el carbón para □.os¿fer— 

montadores de germinación tienen 2,44 m de altura y 25 cade diámetro, 

y los usados para los fermentad ores de producción son de 2,44 m^or 

4 5 cm. /
El caudal de aire para los tanques de germinación y íe/menta- 

dores de producción se mide con rotóme tros instalados en.l^norriente

fermentador.Be
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que sale de loe filtros de aire.

Lesarrollo del proceso: Los cultivos stock de Streptomyces 

olivaceus se realizan en Agar de Bennett (cuya composición se indicó 

en el apartado A del presente capítulo)*

La composición dol medio de germinación y del medio de fer

mentación es Ósta:

Vinazas 4 %
Dextrosa 0,5 - 1£
Ca C03 0,5 £
Co C1-. 6 H20 1,5-10 PPM.

Leí cultivo stock se transfieren las esporas a Erlexameyers 

de 1 litro cargados con 250 mi de medio de germinación.Estos se, col o— 

can en un agitador rotatorio y el medio se incuba allí a 28 90 duran* 

té 48 horas, y con el se inoculan frascos de 3 litros de capacidad 

cargados con 1500 mi de medio provistos con una campana de vidrio pa ra 

inoculación,unida a un brazo lateral del frasco por medio de un tubo 

de goma.

Estos irascos se colocan en un agitador de vaivén,donde se 

incuba el medio a 28 9C—

Cuando el crecimiento del germen es suíicientc,los frascos se 

usan para inocular itermentadores de germinación-(Ver Diagrama de opera

ción) •

Estos son recipientes de 1500 litros de capacidad,en los 

cuales se desarrollan de 830 a 980 litros de inóculo para los fermen

tad ores de producción,que son tanques de unos 19.700 litros de capaci

dad.

Todos estos fermentadores son de construcción semejante:son 

de acero blando,resistentes a la presión,y están equipados cpn serpen

tines para vapor o agua fría,agitadores y burbujeadores de aire.

Los componentes del medio para los tanques de germinación se 

colocan directamente en el fermentador,y se agrega agua hasta comple

tar el voldmen deseado.

En cambio,cuando se trata de los fermentadores de producción 

los ingredientes del medio se colocan previamente en un tanque £e*unos 

3.800 litros de capacidad,de fondo cónico y sin tapa.
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Se Agrega agua y la mezcla se agita con agitadores inclina dos. 

Se ajusta el pH a 7 - 7,5 con soda caustica.

La mezcla se bombea a través de un colector y una manguera 

dentro de un fermentador.El agua de enjuague sirve para purgar las li

neas y llevar la masa al volúmen deseado» 

Para proceder a la esterilización del medio,se cierra la entrada de 

hombre tanto en el tanque de germinación como en el Termentador,y se 

estéliriza a 121 2C durante 1 hora.Se hace pasar vapor por los eerpen^ 

tiñes y se lo insufla también dentro del tanque por todas las aberturas 

disponibles.

El agitador se esteriliza también dentro del tanque respectivo. 

Luego,se enfría el sistema a 28 tC,temperatura de fermentación. 

Los tanques de germinación se inoculan a partir del cultivo de labora

torio por medio de una conexión de tubo corta,colocada en la parte su

perior del tanque.Cuando no se usa,la conexión del inóculo se cierra 

desde el Termentador con una válvula,y se mantiene un cierre de vapor 

contra el lado externo de esta válvula.

Todos los tanques de germinación están conectados a un colec

tor que lleva a varios fermentadores grandes,de modo de poder inocular 

con cualquier tanque de germinación cualquier Termentador de producción, 

todo lo cual dá mayor agilidad al proceso evitando demoras en la inocu

lación.

Las cañerías que unen los fermentadores de germinación y de 

producción se mantienen con vapor a presión mientras no se usan,para 

impedir contaminaciones.

La temperatura del medio se mantiene en 28 °C mediante la ad

misión, controlada automáticamente y registrada,de vapor o agua fría 

según sea necesario,en los serpentines de los fermentadores..

La cantidad de aire estéril que penetra por los burbujeadorss 

está en la relación de 0,1 a 0,5 en volúmen por volúmen de medio por 

minuto.

Se mantiene una agitación constante del medio durante tqda lá 

fermentación.

be observa a menudo durante el ciclo de fermentación,laZ4Sro—

hora.Se
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ducción de espuma*Para controlarla se agregan:aceite de maíz,aceite 

de semilla de soya y manteca de cerdo al medio antes de esterilizarlo* 

Si no ea suficiente, se agrega más aceite estéril durante la fermenta

ción*

Para ello se proveen recipientes de unos 150 litros en los 

cuales puede calentarse el aceite con vapor a 125 -150 ?C para este—, 

rilizarlo.

En los tanques de germinación crece el cultivo durante 48 

horas*

Antes de inocular con él al fermentador,se examina al micros

copio y se realizan ensayos bacteriológicos para asegurarse de que no 

se ha contaminado ol Streptomyces olivaceus.

La fermentación dura de 3 a 5 dias,es decir,hasta que debido 

al agotamiento del sustrato nutriente del medio,se produce la lisia 

del micelio y el pH sube a 8 o más.

Una vez producida la lisie del micelio cesa la producción de 

Vitamina y es ése el momento cn que se recolectan los fermentadores 

La masa fermentada se bombea a los tanques de almacenamiento 

y la Vitamina B^ se estabiliza reduciendo el pH con ácido sulfúrico 

y agregando pequeñas cantidades de sulfito de sodio.

El contenido de Vitamina al terminar la fermentación,as

ciende a 1,0 - 2,0yig /mi de caldo.

El caldo fermentado se concentra por evaporación,así,el con

tenido de sólidos,que es de un 3% en la masa fermentada,se aumeni^< a 

un 15- 20% por evaporación al vacío en un evaporador vertical en for

ma de tubo largo o en un doble fondo al vacío.El líquido siruposo ob

tenido se seca en un secador de doble tambor atmosférico calentado 

con vapor,que entrega un producto que contiene solamente un 5 % de 

humedad.

Entre los evaporadores y el secador hay tanques de alma ceñi

miento para el líquido siruposo.

Cargas de 1350 — 1800 kg de material seco se hacen pnBarT^or 

un molino de martillos,y luego van a un mezclador,donde el producá 

se homogeiniza respecto a tamaño de partículas y potencia,precedién

dose luego a su envase en bolsas o tambores de fibra,listo'para la
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venta.

El contenido én Vitamina B^ del producto fermentado está en

tre 22 y 66 mg por kgf cegiln determineciones realizadas por los méto

dos xaicrobiológicos de la U.b.r. ( United States Pharmacopela) y de la 

A.O.A.C. ( Association of Official Agricultural Chemists) usando lac- 

tobacillus leichmannii A.T.C.C. 4797 ( SKEGGS, 194E).Estas cifras so 

han visto confirmadas por muchos ensayos de nutrición efectuados con 

animales*

El producto final contiene otros factores nutricios ademé© 

de la Vitamina B12* contenido de proteínas asciende al 35 Ayhay 

cantidades apreciables de niacina,ácido panto tónico tpir id oxinn,tia- 

mina y riboflavina,habiéndose hallado también substancias antibid— 

ticas,como la olivacina*



CAPITULO SEPTIMO

METODOS DE VALORACION
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METQEOS DE VALORACION

La Vitamina B^g puede determinarse por Métodos Físicos,Quími

cos, Biológicos y Microbiológicps*

Métodos Físicos:

1) Ensayo espectro fotométrico: Este procedimiento es de valor en el 

ensayo de Vita mina B^g cristalina y sus soluciones,en ausencia de 

substa ncias que interfieran «(Farmacopea Francesa (1949) Primer Suple

mento (1954)*

Requiere unos 2 mg de Cianocobalamina,que se disuelven en agua 

y se lleva la solución a un espectro fotómetro,donde se determina su 

poder absorbente*

La Vitamina B^g presenta dos máximos característicos de absor

ción a los J610 y 5500 2 y un mínimo a los 4300 2 «

Para determinar la pureza de una muestra de se miden las 

relaciones de absorción en los distintos máximos»Para un producto puro

obtienen los va lores:

de

En

3610 2 •

tal caso,se determina el poder absorbente para la radiación

El porcentaje de cianocobalamina para el producto anhidro será:

2)

100 X poder absorbente
0,0207 x peso de muestra x (100-humedad de la^u^^rí-y

Ensayó extractivo espectrofotométrico usando Vitamina B^g marcada:

Para determinar el contenido de Vitamina B^g en mezcla s 

piejas se recomienda el empleo de Vitamina marcada,con cobalto radio— 

activo

El método sirve para valorar Cianocobalamina y Cobalamina 

(es decir,Cianocobalamina y los análogos transformables en Ciano^ÓVa— 

lamina por tratamiento con ion -CN).

Be agrega Vitamina B^g marcada en cantidades conocidas 

muestra en estudio,pues dado el tratamiento extractivo enérgico a *que 

se la somete para eliminar impurezas,puede perderseparte de la^Vitamina

El porcentaje de Vitamina que persiste se calcuTa en base al



porcentaje de Vitamina radioactiva remanente.

La concentración de Vitamina se determina por medición con 

el espectrofotómetro#Se leen las máximas de absorción a los 3610, 

4300 y 55OO 8 • Se considera que la eliminación de substancias extrañas 

es satisfactoria cuando E 3610 8 a 3,0—3,5 y E 5500 8 a 2,5—2,9» 
E 5500 8 E 4300 8

Luego,se calcula la concentración de Vitamina en base a 

la absorción a 3610 8 y a 5500 8 ,en la forma explicada anteriormente# 

3) Ensayo de distribución en contra corriente» 

Este mótodo de análisis es útil para distinguir la Vitamina de los 

otros análogos en soluciones acuosas#

Se emplean como reactivos» alcohol bencílico saturado con 

agua,agua saturada con alcohol bencílico y alcohol U.S.P*

Se realiza una distribución de la muestra que contiene Vita

mina entre fase acuosa (agua saturada con alcohol) y fase a Icohólica 

(alcohol saturado con agua) siguiendo el procemiento de contra corriente 

y luego de agregar alcohol U#S#P» a cada fase,se determina el poder 

absorbente de las 16 fases separadas,para 3610 $ ,por comparación con 

un blanco preparado agregando alcohol U#S#P# a agua saturada con alcohol 

y alcohol saturado con agua# 

Se expresa como porcentaje de Vitamina anhidra#
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Métodos Químicost 

l)Determinación del cianuros Las determinaciones colorimétricas del 

cianuro se adaptan al ensayo de la cianocobnlamina específicamente, 

o del total de las cobalaminas»

a)Determinación de Cianocobalamina solamente:

El método se basa en la liberación cuantitativa del grupo CU de la 

Vitamina P°r iluminación con luz visible,y el subsiguiente aislá - 

miento y determinación colorinétrica del liberado»Requiere una

muestra que contenga de 2 a 20 mcg de Vitamina B^»

La lectura se hace con un espectrofotómetro a los 62CO X •

b) Determinación de Cobalamina totalx

El método se basa en que todas las cobalaminas pueden conver

tirse cuantitativa mente en Cianocobalamina por tratamiento con ion CN»

La Vitamina B^g formada se determina en la forma antedicha, 

después de eliminar el exceso de HCN libre por aereacién»

2) Determinación del dicienuro:

Este procedimiento se aplica a la valoración del contenido 

total de cobalaminas en caldos de fermentación y en concentrados crudos» 

be basa en la diferencia existente entre el espectro visible 

de la Vitamina y el del complejo dicianurado que se forma en solu

ciones que contienen un exceso de iones CN»

Requiere una muestra de aproximadamente 200 mcg de Vitamina

3) Determinación del Cobalto:

La Vitamina B^^ contiene 4 % de cobalto»El dosaje de este ele

mento puede por lo tanto informar sobre la riqueza de un producto-fen 

Vitamina B^^»

En realidad,este procedimiento,útil para seguir la concen

tración en un extracto,es inaplicable para un dosaje preciso,porque 

es incapaz de diferenciad los fragmentos cobálticos de descomposición 

de la Vitamina intacta»

HARTLEY propone dosar el cobalto contenido en un extra cto 

butílico de la materia prima hidrolizada»

EABTEb preconiza un dosaje por estimación fotoeléctrica 

éster octílico del ácido obtenido por hidrólisis ácida de la Vitamina, 

pero este procedimiento no es aplicable más que a extractos ricos en 

Vitamina ® causa de la importancia de las coloraciones parásitas»



Métodos BIIÓrícos y Microbiológicos:

Los métodos más empleados para la valoración de la Vitamina 8on los 

biológicos y microbiológicos.Presentan las mismas ventajas y desventajas 

que se encuentran en las técnicas usadas para otras Vitaminas.los mé

todos biológicos son lentos,caros y más difíciles de llevar a cabo 

desde el punto de vista del personal y el equipo.Por otra parte,la s 

respuestas de los animales pueden dar una medida más específica de la 

cantidad de Vitamina presente#

Los métodos microbiológicos son más rápidos?menos caros,y 're

quieren personal no tan experimentado una vez que el método está esta

blecido#

Los métodos biológicos emplean entre otros animales de expe

rimentación: la rata,el ratón y el pollo#

En el ensayo de la rata se mide la actividad de la Vitamina B^g 

en términos de una respuesta del peso de los animales alimentados con 

preparados ricos en tiroides durante un período que vá de 7 a 30 dias 

según los autores (REGIbTER y colabora dore 8,1949;^^^^ y colaboradores 
i 

1949; ER06T y colaboradores,1949),alósque luego se les suministra un 

suplemento de Vitamina B^g por vía oral o parenteral diariamente o tres 

veces por semana,durante 14 a 15 dias#

La dieta rica en tiroides retarda el desarrollo de los animales 

y este retardo se vé corregido al agregar Vitamina B^g a la dieta# 

Trabajando con un control de Vitamina B-^g además del descono

cido, se logran resultados cuantitativos#

El ensayo con ratones (BOSSHARDT y colaboradores,1949),creado 

para el APE,es muy semejante al ensayo de crecimiento en ratas para la 

Vitamina B^g y sirve para igual fin#

Respecto al ensayo con pollos,la Vitamina B^g fué estudiada 

antes de ser aislada,como el factor de crecimiento de pollos en el es

tiércol de vacas (RUBIK y colaboradores,1946-1947—jBIRB y colaboradores 

1948)#

Esto ensayo presenta la particularidad de que la Vitamina 

puede transmitirse de la gallina al pollo a través del huevo,por^lo, 

tanto deben administrarse dos dietasiuna ración de mantenimiento para 

las gallinas de cría y una ración básica para los pollos de ensayo#

Los pollos se someten a una dieta de agotamiento dúranfte dos
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semanas ( BIFD y colaboradores,.1948| NICHOL y colaboradores, 1949), y 

luego se les administra el suplemento en ensayo»

Otros autores les administran el suplemento casi desde el 

principio,para impedir la mortalidad»

En todos estos ensayos se usa un control positivo (animales 

en cuya alimentación interviene la Vitamina B^g) y otro negativo (a ni- 

males que reciben dietas privadas de Vitamina B^o), y los resultados 

se expresan representando el aumento de peso en función del logaritmo 

de la dosis de Vitamina suministrada»

Los métodos microbiológicos: se basan en la observación de que 

ciertos microorganismos requieren Vitaminas específicas para crecer»

Usando un medio basal completo en todos los aspectos menos en 

la Vitamina en ensayo,las respuestas de crecimiento del organismo se 

comparan cuantitativamente en las soluciones patrón y desconocida»

En la técnica de valoración en tubos,la acidez (caso de los 

bacilos del ácido láctico) o la turbidez producida por el organismo 

se miden para determinar el grado de crecimiento y por lo tanto la 

cantidad de Vitamina en la solución problema»

Posteriormente se crearon otras dos técnicas: el método de la 

placa y el procedimiento bioautográíico»

El método de la placa (WILLIAMS,1948) es semejante al empleado 

para valorar antibióticos,claro que en este caso se emplea un medio sin 

Vitamina y se miden zonas de crecimiento y no de inhibición»

La técnica bioautográí ica,de WINSTEN y EIGElí (1949),emplea • 

la cromatografía en papel para separar los componentes de una mezcla 

después ce lo cual,el cromatograma desarrollado se aplica a un agar 

(sin Vitamina B^) sembrado,y sobre el agar se observarán puntos de 

crecimiento según los valores Rf de los componentes activos de la mezcla 

Los métodos microbiológicos han sufrido un desa rrollo rápido 

y variado»duchos de los primeramente propuestos no han sobrevivido 

través del estudio y aplicación en muchos laboratorios,y en cambio ha n 

surgido otros de mayor especificidad»

La Vitamina B^g fué determinada por primera vez microbÍQÍÓf- 

gicamente por M»SHORB (1947) y por StíORB y BRIGGS (1948) empleando 

Lactobacillus lactis Borner como organismo sensible»
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Otros investigadores que intentaron emplear el mismo germen 

sé encontraron con una dificultad sel Lactobacillus lactis Bomer no 

siempre requería Vitamina B^g para crecer»

Se atribuyó esto a la disociación del Lactobacillus lactis 

en una variante que presentaba esa propiedad,y también a la presencia 

de extractos impuros de substancias inhibidoras,como serina,ácido para* 

aminobenzoico,xantina,Ee SO^ ,Na Cl,Mn SO^,altas concentraciones de 

ácido fólico,etc,pero posteriormente se observó que era una función 

de la tensión de oxígeno»En condiciones total o parcialmente ana eró- 

bicas,el Lactobacillus lactis no necesita Vitamina para crecer.Por 

lo tanto,debe cuidarse de mantener las condiciones aerobias del medio 

para lograr la validez del ensayo»

La timidina,el ácido ascórbico y los desoxiribosidos alteran 

la respuesta del Lactobacillus lactis a la Vitamina Bjg,pues se agregan 

a la Vitamina realmente existente,esta interferencia se nota más en los 

ensayos en placa que en tubo,pero el agregado de un 2^ de Ha CI al 

medio básico empleado en la valoración provoca la formación de anillos 

difusos con los desoxiribosidos,los cuales pueden distinguirse del cre

cimiento provocado por la Vitamina B^g»

El Lactobacillus lactis Domer responde también a los análogos 

de la Vitamina B^g»

Se han propuesto distintos métodos para la valoración de Vir 

tamina B^g usando Lactobacillus lactis:

1) Método de SHOHB y BRIGGS (1948)jempleando Lactobacillus lactis 

Borner (¿ICC 8000)»

2) Método de dRhENErBR00K y Me CORiiACK;empleando Lactobacillus lactis 

Dorner (ATCC 8000 )•

3) Método de CAbWELL, WBITSCHEK. y HENBLIN;emplea ndo Lactobacillus 

lactis Borner, 6a variante—

4) Método de 1ÜBTER,LALLY y WOOBRUJfj empleando Lactobacillus lactis 

Borner (ATOO 10697).

Sólo en el cuarto método se realiza el ensayo en placa, en. 4os 
demás en tubo, y la respuesta en éstos era leída en unos casos turb¿- 

q» 
dimétricamente,y en los otros por titulación con Na OH 0,05 N»

El medio básico era complejo y en general estaba ponstitúído



port lürolizndo de caseína,una mezcla de aminoácidos,sales minerales 

vitaminas (excepto la Vitamina B^)»ácidos orgánicos,glucosa,deriva-' 

dos de la purina y pirirnidina,con variantes según los autores*

Lob inconvenientes encontrados en la valoración con lacto— 

bacillus Lactis Borncr determinaron que se buscase otro microorganis

mo más estable y selectivo* El primero que se propuso fuá el Lacto

bacillus leichmannii (ATCC 4797) originariamente empleado en la medida 

del APF* Al comprobarse la similitud de este factor con la Vitamina 

y colaboradores (1948) sugirieron su empleo en la medición 

de esta Vitamina, re conociendo nuevamente la influencia del ácido as— 

córbico y del aire,señalada por bHIVEV

Calentando en autoclave a 120 2C durante 15 minutos se reducen 

sus efectos al mínimo*

Eurante la esterilización se destruye parte de la Vitamina 

lo cual se evita agrega ndo ciertos agentes reductores! ácido tiogli— 

cólico,cisteína,glutatión,ácido tiomálico (este último,estimixlante del 

crecimiento del Lactobacillus leichmannii)*Posteriormente se observó 

que los ácidos cítrico,oxalacético,fumárico y milico eran también*esti

mulantes, y que el ácido tiomálico actuaba simultáneamente como agente 

reductor y y como fuente de ácidos dicarboxílicos (SKEGGS y colabora

dores,1949 -1950).

Si^LL y colaboradores (1948) observaron que la timidina puede 

reemplazar a la Vitamina B^ en nutrición del Lactobacillus lei— 

chmannii.

KIÍAY y colaboradores (1949) informaron que los desoxiriboy 

sidos de la hipoxantina,adenina o citosina también podían reemplazar 

a la Vitamina B^g,tal como la timidina.La interferencia provocada por 

los desoxiribosidos es más notable cuando se practica el ensayo en pía—< 
. c 

ca»

Se intentó eliminar la respuesta a los desoxiribosidos agre

gando un 2$ de NaCl al medio básico, pero este método que daba buenos 

resultados con el Lactobacillus lactis Porner, no puede emplearse con 

el Lactobacillus leichmannii pues la sal Inhibe la respuesta de no 

sólo a los desoxiribosidos sino también a la Vitamina B-^» Tambíéú in— 
p 
hibe parcialmente la respuesta a la timidina»

.El Lactobacillus leichmannii responde también a It/s* análogos



de la Vitamina ^2*

COHEN y BEENETT,para corregir la influencia de loe desoxi- 

ribosidos,en un ensayo en placa agregan un 2# de Kg SO^ al medio 

básico e informan que se producen zonas difusas alrededor de los deso- 

xiribosiaos,las que se diferencian fácilmente de las zonas de creci

miento definidas producidas por la Vitamina B^g.

Diversos autores han propuesto métodos para la de terminación 

microbiológica de la Vitamina B^g empleando el Lactobacillus leich- 

manniis

1) Método de WliíSTEH y RIGEN,empleando Lactobacillus leichmannii 313 

(ATCC 7830).

2) Método de PEELER, ¥ACOV¿IT£ y RORRIm;empleando Lactobacillus leich— 

mannii (ATCC 4797)*

3) Método de HOPEMAO y colaboradores;empleando Lactobacillus leich— 

mannii 313 (ATCC 7830).

4) Método de 3KEGGS y colaboradores;empleando Lactobacillus leich— 

mannii (ATCC 4797)*

5) Método THOMPbOK, DIETRICH y ELVEHJEM;empleando Lactobacillus l'cich- 

mannii (ATCC 4797)*

6) Método de COHEN y nENXíETT; empleando Lactobacillus leichmannii 

(ATCC 4797).

Los cinco primeros realizan el ensayo en tubo y sólo el sexto 

(y el primero cualitativamente) en placa.

La importancia del primer método radica en que emplea la. téc

nica bioautogrófica (combinación de cromatografía y ensayo microbio- 

lógico).

Los métodos 29,39.49 y 59 emplean la respuesta turbid ¡yátrica 

que en el 49 se complementa con una titulación de la acidez producida 

con Na OH 0,1 N.

Los medios básicos son semejantes a los empleados para-rex 

Lactobacillus lactis Dorner,aunque más complejos.

Además de los Lactobacillus,se emplean otres microorganismos 

en la valoración de la Vitamina B^g.

Entre ellos la Euglena gracilis.

HUTNER y colaboradores (1949) descubrieron que la 

gracilis,variedad bacillaris (flagelado relacionado con las algas



requiere Vitamina B^ para bu desarrollo,? crearon un método para la 

determinación de la Vitamina»

£1 equipo incluye un incubador de baja temperatura,diseñado 

de modo de poder exponer loe cultivos a la luz (posteriormente se ha 

observado que la sensibilidad a la cianocobalamina de la Euglena 

gracilis creciendo en la luz y en la obscuridad es aproximadamente 

la misma)»

La Euglena no responde a la timidina ? crece bien en un me

dio básico químicamente definido,que incluye: sales minerales,ácidos 

glutámico y mélico y tlamina (HUTNER y colaboradores,1950)•

£n ensayo se realiza en tubos y la respuesta se mide determi

nando la densidad Óptica*

Escherichia coli:

bülVE y colaboradores han creado un método de valoración 

empleando el Escherichia coli»

be basa en la capacidad de la Vitamina B^ para invertir la 

inhibición provocada en el Escherichia coli por la sulfanilamida.

El medio básico empleado contiene Vitaminas,Sales minerales 

ácidos orgánicos,aminoácidos,glucosa y derivados pirimidínicos y pu- 

rínicos»

El ensayo sé realiza en placa»

Un defecto de este método consiste en que el germen responde 

a la metionina»

(La Farmacopea Francesa (1949) Primer Suplemento (1954),in— 

dica eh empleo de Escherichia coli)»

Ochromonas y Poteriochromonas:

Las crisomonadaB pertenecen al grupo de organismos fotosintÓ- 

ticos de color marrón,que comprenden las algas marinas ma rrones,dia — 

torneas,? varios grupos de flagelados que forman el plankton del áar»

Están muy próximos a los metazoarios»

El tipo de requerimiento de Vitamina B^g experimentado por lod 

crisomonadas es muy semejante al de aves y mamíferos,de ahí su impartan 

cia como organismo de ensayo,pues los resultados de las valoraciones 

generalmente se interpretan en función de los requirimienios humanos 

o de animales superiores»



La Poteriochromonas stipitata se asemeja a la Ochromonas 

malhamensis en que no responde a los compuestos semejantes a la Vita — 

mina B_ que son activos para el Escherichia coli y Lactobacillus 

leichmannii (BA&dtH y colaboradores, 1953)*

Como sucede con los animales superiores,el requirimicnto de 

Vitamina B^ no se satisface con metionina*Tampoco interfieren los 

desoxiribosidos*

Bacillus Stearothermophilus:

Los Bacilos termofílicos,(cuyo rango de crecimiento está 

entre 40 y 80 90),presentan nuevas posibilidades bioquímicas pues los 

medios incubados por encima de 55 $0 están virtualmente libres de con

taminación microbiana*Por lo tanto,no requieren ser esterilizados por 

calentamiento,evitando así correr el riesgo de destruir formas termo- 

lábiles de la Vitamina*

Además,el crecimiento de estas bacterias en placas de agar es 

abundante y las hace muy útiles como reactivos bioautográficos.
Un defecto consiste en su respuesta a la metionina,y en al

gunas cepas también al ácido fÓlico*

" Lpchhead 38 w (Arthrobacter ? sp )*

LOCHHEAD y THEXTOii ( 1951—1952) observaron que un 4^ de los 

organismos aislados del suelo en extracto de levadura y extracto de 

suelo requerían Vitamina B.^*

Una de estas cepas: ("Lochhead 38”) crecía bien en un medio 

básico simple y presentaba una especialidad hacia los miembros de la 

familia B^^ que recordaba la del Ochromonas (no responde a los facto

res A y B).

El requerimiento de Vitamina es semejante al de los ani

males superiores (claro que se diferencia por la inhibición a nte los 

compuestos semejantes a la Vitamina B^) y no al de ninguna otra bac

teria*

Crece rápidamente en placas de agar y puede ser un reactivo 

bioautográfico de utilidad*

Además,presenta la posibilidad de poder reconstruir el cl^Jo 

de la Vitamina B^ en el suelo*



ghormidium oersicinumi

lío ce he estudiado en detalle el requerimiento de Vitamina 

de esta alga,pero según trabajos de PROVAEOLI y PINTMER (1954)* 

el medio básico permite una respuesta cuantitativa a la cobalamina • 

Una dificultad que se opone a su empleo en los ensayos de 

rutina consiste en su crecimiento lento y su hábito filamentoso»

De todos modos puede ser útil para trazar el ciclo de la 

Vitamina B^2 en el mar»

A continuación, se resumen en un cuadro las características

de los jorganismos descriptos:

Organismo Biología
Ree

Me
mplazo posible 
tionina - Beso:

de B12 pon 
ciribosidos

Bacterias:
L. leichmañnii^>^ productores de — —

y L» lactis — ácido láctico — 0 —

E. coli 115-3 — anaerobio estricto —■ 4> — 0
B. stearothermophilus — aerobio, termofí—

lico estricto — 4- — 0
Arthrobacter sp 
( "Lociihead 38” ) — aerobio estricto — 0 — 0

Algas azules-verdes:
P. persicinum — marino, íotosinté- 

tico estricto — 0 — 9,

Algas flageladas:
Euglena gracilis — verde, fotosinté— 

tica facultativa 0 —

Ochromonas y 
Poteriochromonas — marrones, foto- 

sintéticas facul
tativas, fagotró
ficas escaso 0

Aves y mamíferos — — escaso —
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SISTEMAS DE FEROtiTACION EMPLEADOS DESCRIPCION

En el presente trabajo se emplean dos sistemas de fermenta

ción: fermentación por cultivo en superficie y Fermentación sumergida 

con el objeto de observar la producción de Vitamina B12 en ambos casos.

Comparando los dos métodos puede anotarse que si bien la fer

mentación por cultivo en superficie emplea elementos mis simples y de 

fácil control,1a fermentación sumergida permite un gran ahorro de es

pacio pues el gérmen productor crece en todo el volámen del medio de 

fermentación,dado que la aereación forzada y la agitación consiguiente 

así lo permiten*Se logra también en esta forma un mejor aprovechamiento 

del medio de fermentación.

La técnica seguida para realizar las fermentaciones es ésta: 

Se mantiene la cepa stock en un medio de agar.

Se transfieren esporas del cultivo stock a un medio de ger

minación.

Se incuba el medio de germinación en estufa a la temperatura 

conveniente para el gérmen en ensayo,y una vez que éste ha desarróLTi^* 

do,se emplea el mismo como inóculo de un medio de fermentación.

Este se incuba también en estufa y del mismo se extraen mues

tras periódicamente para determinar en ellas el pH y la Vitamina B^2 

producida.El pH se determina colorimétricamente.La técnica de valora

ción de la Vitamina se detalla en el capítulo correspondiente.

Todas las fermentaciones se realizan por triplicado y las 

curvas de valoración y pH son valores promedio.

Equipo empleado:

Para la fermentación por cultivo en superficie se emplean 

botellas de caras planas de 1 litro de capacidad,cuyas caras de 
2 tamaño son de 12 cm x 11 cm,con una superficie de 132 cm . 

a
Las botellas se cargan con 200 cnr de caldo,por consiguiente 

la relación de área a voliímen ( s/v) es de 0,66.

Tratándose de gérmenes aerobios,se tiende a hacer la relación 

s/v lo mayor posible,pues el micelio se extiende cubriendo la super

ficie del caldo y por consiguiente la producción aumenta al aumenté 

la superficie.

El inóculo se prepara en botellas que presentan las mismaa

características.



Para la fermentación sumergida se utilizan como fermentado— 

res,balones de tres bocas de 5 litros de capacidad,de vidrio Pyrex, 

que se cargan con 3 litros de caldo»

La boca central del balón se obtura con un tapón de goma 

perforado,atravesado por un tubo de vidrio.El aatremo superior de 

este tubo se conecta con un tubo de goma que conduce el aire estéril 

proveniente de un compresor y lo inyecta a presión al seno del balón, 

y el extremo inferior que penetra casi hasta el fondo del balón tiene 

un ensanchamiento en forma de embudo,que recubierto con un trozo de 

gasa permite una mejor distribución del aire inyectado»

Una de las bocas laterales esté obturada con un tapón de go

ma perforado atravesado por un tubo recto de vidrio de 1,2 cm de diá

metro que permite la salida del aire y el agregado del inóculo y 

substancias antiespumantes.El extremo superior del tubo se obtura con 

un tapón de algodón recubierto con gasa.El extremo inferior penetra 

unos pocos centímetros por debajo del tapón de goma,pues no debe a 1- 

canzar a tocar el medio de fermentación.

La segunda boca lateral está obturada con un tapón de gOma^ 

perforado atravesado por un tubo de vidrio de 0,5cm de diámetro,que 

penetra en el balón casi hasta el fondo,y que en la parte superior 

que sobresale del balón lleva un codo en ángulo agudo algo estrangu— 
4 

lado,en cuyo extremo se adapta un tubo de goma corto cerrado con una 

pinza de ¿¿ohr.Este tubo se utiliza para sacar muestra,pues obturando 

el tubo de salida del aire,la sobrepresión creada por el aire dentro 

del balón hace que,al abrir la pinza de Mohr,ascienda el líquido den

tro del tubo saca—muestra hasta salir por el extremo abierto,de donde 

se lo recibe dentro de un tubo de ensayo estéril previamente flameado 

a la llama.

El tubo saca-muestra ha sido diseñado tratando de reducir 

al mínimo las posibilidades de contaminación con el ambiente.

Para proveer de aire al sistema se emplea un compresor impul-* 

sado por un motor eléctrico trifásico de 5 HP y 1425 r.p.m. ,que pi&de 

alcanzar una presión máxima de 15,6 atmósferas.

El aire sale del compresor conducido por un caño de hiérro 

de i pulgada de diámetro,en cuyo recorrido se intercala un filtro
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cilindrico de hierro relleno con lana mineral y algodón,destinado * 

a impedir que el aire arrastre aceite y cualquier otro cuerpo extraño.

£1 tubo que sale del filtro llega a un sistema formado por 

dos llaves (una para reducir la presión del aire que viene del com

presor y otra para dar salida al aire que vi hacia los Termentadores), 

y dos manómetros (uno donde se lee la presión del aire que viene del 

compresor,y otro que indica la presión del aire que vi a los Termen

tadores).

Luego continúa un tubo de hierro con varios grifos espacia

dos en su longitud.

Pe uno de estos grifos,por medio de un tubo de goma llevamos 

el aire a un medidor de caudal de paletas,y de allí a un frasco de 

burbujeo con agua,para saturarlo de humedad,con el fin de impedir 

la evaporación excesiva del medio de cultivo.Este frasco se conecta 

por medio de un tubo de goma a un filtro abrasado de vidrio relleno 

con algodón esterilizado,y éste se une mediante un tubo de goma al 

tubo de vidrio que penetra en el balón por la boca central.

Este sistema empleado para realizar fermentaciones sumergi

das se puede observar en el esquema que se acompaña en el capítulo 

correspondiente.

En la preparación del inóculo para una fermentación sumergi— 
i 

da se utiliza como recipiente un frasco de Mariotte de 1 litro de 

capacidad,donde se coloca el medio de germinación.La abertura inferior 

del frasco se obtura con un tapón de goma atravesado por un tubo de 

vidrio acodado en ángulo recto.El extremo libre del codo se conecta 

por medio de un tubo de goma a otro tubo de vidrio que termina por 

un extremo afilado cubierto por una campana.El tubo de goma que une 

los dos tubos de vidrio se cierra con una pinza de Mohr.

fara incubar los distintos medios a la I óptima para cada 

gérmen se dispone de estufas de cultivo,cuyas temperaturas se^éqntró- 

lan por medio de un termoreguiador a dilatación provisto de lámpara 

piloto.El sistema de calentamiento de una de estas estufas está c^n^—r 

tituído por 4 lámparas eléctricas de 25 vatios,y el de la otra por 

una resistencia desarrollada uniformemente en la base y aislada en



forma conveniente*

Cuando se realizan fermentaciones sumergidas,los tubos de 

goma que conducen el aire al talán fermentador se introducen en las 

estufas a través de orificios practicados convenientemente en las 

mismas*

En la preparación del inóculo destinado a una fermentación 

sumergida se recurre a la incubación con agitación*

El aparato agitador se observa en el esquema incluido en el 

capítulo correspondiente*

Consiste en un cajón de madera colocado dentrodeuna estufa 

de cultivo,unido mediante varillas de hierro por un extremo a^l techo 

de la estufa y por el otro,en forma excéntrica,a una polea accionada 

por un motor eléctrico de i HP que la ha ce girar a razón de 70 r*p.m* 

Este sistema hace que el cajón se mueva en un plano horizontal con 

movimiento de vaivén*

La razón de emplear la incubación con agitación reside en que 

éste sistema de fermentación tiene muchos puntos <dé contacto con la 

fermentación sumergida,y por consiguiente el germen se acostumbra 

así previamente a condiciones de vida similares a las imperantes en 

esta última»
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SELECCION DE CEPAS PRODUCTORAS

Con el objeto de estudiar la capacidad productora de Vita

mina B__ ensayamos las siguientes cepas: M»
1) Streptomyces griseus:Krainsky-Cepa Actinomyces griseus Kr U*C*T*C. 

,6961,que en los Laboratorios Ocefa lleva el Ni 124(L.O 124)»

2) Streptomyces olivaceus NRRL B—1125 (L*0* 194)

3) Streptomyces olivaceus NRRL B—1125 (L*0*215 )

4) Bacillus brevis procedente de Tucumán N& 307 (L.0.195)*

5) Bacillus brevis ATCC 10*068 • Cepa J.C*Lewis*Western Regional 

Laboratory>

BREED fMURRAY y HITCHENS,( Bergey*s Manual oí Beterminati— 

ve Bacteriology,en su sexta edición (1948) describen las cepas 

citadas en esta forma:

Streptomyces olivaceus*(Waksman) (Ac tinomyces 206,Waksman 

(1919)5Actlnomyces olivaceus Waksman (1923)* 

Bel latín: de color oliva*

Pequeños grupos, con hifas rectas y ramifica dpjfrrSíh espira— 

les en la mayoría de los medios*Conidios esféricos y ovales,d^ 0,9 

a 1,1 por 0,9 a 2,0 micrones.

Gelatina en punción: Hay liquefacción con un sedimento esca

moso amarillo*

Agar sintético:Crecimiento abundante,extendido,desarrollán

dose profundamente en el medio,amarillo a ocre oliva,reverso amari

llo a casi negro.Micelio aereo gris a parduzco Elaro*

Agar-almidón:Crecimiento extendido,delgado,verde amarillento*

Agar—glucosa:Crecimiento abundante,limitado,entero,el centro 

elevado*

Agar simple:Crecimiento blanco,brillante*

Caldo—glucosa: Anillo amarillo—azufre*

Leche litmus:Creeimiento pobre, rosado; coagulado ;peptonizaclo 

volviéndose alcalino*

Papa:Crecimiento abundante,muy arrugado,elevado,gris,solvién

dose amarillo—azufre en los bordes*

Produce nitritos con los nitratos* 

£1 pigmento formado es insoluble. 

Hidroliza el almidón*
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Es aerobio*

Temperatura óptima: 25 ®C*

Habitat: el suelo*

StrcDtomvces Rriseus*(Krainskv) (Actinomyces griseus Krainsky 

(1914).

Del M*L* griseus: gris*

Filamentos ramificados;se han observado unas pocas espirales# 

Conidios en forma de varillas a cilindros cortos,0,8 por 0,8 

a 1,7 micrones*Micelio aéreo gris-verdoso*

Gelatina en punción:Crecimiento superficial amarillo-verdoso 

o de color crema,con tinte amarronado.Liquefacción rápida*

Agar sintético: Crecimiento extendido fino,incoloro,volvién

dose color piel oliva*Micelio aéreo espeso,pulverulento,verde agua*

Agar almidón: Crecimiento delgado,extendido,transparente*- 

•Agar glucosa:Crecimiento elevado en el centro,radiado,color 

crema al naranja,margen elevado*

Agar simple:Crecimiento abundante,color-crema,casi transpa

rente*

Caldo glucosa:Película abundante,amarillenta con tinte ver- 

dos o, muy arrugada*

Leche litmus:Anillo color-crema;coagulado con peptonización 

rápida,volviéndose alcalino*

Papa:Crecimiento amarillento arrugado* 

Produce nitritos con los nitratos* 

El pigmento formado es insoluble* 

Hidroliza el almidón* 

Es aerobio*

Temperatura óptima: 37 íC. 

Distintas cepas de este organismo producen distintos antibióticos* 

Uno de éstos la estreptomicina,se ha aislado en forma cristalina* 

Es activo contra gran número de bacterias y actinomicetas 

pero no contra hongos y virus*No es muy tóxico para animales,y ha 

encontrado aplicación extensiva en el tratamiento de varias enfer

medades, la mayoría causadas por bacterias gram—negativas y cierttfs 

formas de tuberculosis*

Fuente:tierra de jardín* Habitat: tierra*



Bacillus brevis.Miflula emend.Ford.

Del latíni brevis: corto»

Sinónimo! Bacillus centrosporus Ford, Jour. Bact.,X, 524, (1916)»

Hay alguna duda respecto a la identidad del Ba cillus brevis 

de Migula, que originariamente era el Bacillus N2 I Neide de Flügge 

(Cent. f. Bakt., II Abt., 12, 1904, 537) también rebautizado organis

mo de Flügge. El lo llamó Bacillus lactis y lo describió lo suficien

te como para reconocerlo como una cepa de Bacillus cereus. Ford creía 

que sus aislamientos a partir de leche, suelo y tierra, estaban de a- 

cuerdo con la descripción de Migula del Bacillus brevis. La interpre

tación de Ford ha sido aceptada. La especie apatentemente ha .quedado 

bien establecida en Europa (Gibson y Topping, Soc. Agrie. Bact. Bri— 

tish, Abstr. Froc., 1938-43), así como en América.

Descripción de Ford y de Smith, Gordon y Clark.

Esporas: elipsoidales, de 1,0 a 1,5 por 1,5 a 2,0 micrones, 

centrales a subterminales. Las paredes de las esporas gruesas y co- 

loreables. Una cepa ocasional muestra la relación de estas espades 

con el Bacillus laterosporus en que algunas de las esporas pueden ser 

laterales, y remanentes del esporangio pueden adherirse a un lado de 

la espora.

Esporangio! definidamente hinchado, forma ahusada — forma de 

clava.

Bacilos! 0,4 a 0,8 por 1,5 a 5 micrones, con extremos afila

dos, encontrándose solos o en pares. En agar glucosa, las células 

contienen numerosos glóbulos de grasa pequeños. Móviles. Gram-va ria— 

bles.

Gelatina en punción: Liq uefacci'on lenta.

Colonias en agar: delgadas, chatas, translúcidas, suaves, se 

extienden rápidamente en la placa. 
t 

Agar inclinado! Crecimiento liso,^húmedo, extendido blanco 

grisáceo.

Caldo: Generalmente turbidez uniforme pesada, a veces 'con una 

película frágil. Los cultivos en caldo glucosa tienen un pH de 8,0 e 

8,6 después de 7 días.

Leche: peptonizada.

Agar leche en placa: caseína hidrolizada.
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Papas crecimiento escaso a moderado, chato, extendido, liso^ 

amarillo - crema a rosado a amarronado. Generalmente forma nitritos 

con los nitratos.

No hidroliza el almidón.

Produce ácido (con N amoniacal) a partir de la glucosa, fruc

tosa, maltosa y sacarosa. Generalmente ácido a partir de galactosa y 

glicerol. La reacción es variable sobre rhamnosa y manitol. No forma 

ácido a partir de arabinosa, xylosa, mañosa, lactosa, rafinosa, in uli— 

na, dextrina y salicina.

Con N orgánico, el ácido formado a partir de los carbohidra

tos está enmascarado por la alcalinidad debida a la proteolisis.

No se produce acetil — metil - carbinol.

Los citratos generalmente se utilizan como única fuente de 

carbón©.

Temperatura óptima: alrededor de 509Ü,

Temperatura máxima que permite el crecimiento: varía deí^g, 

45 QG hasta 54&G.

Produce antibióticod (Tirotricina, Gramicidina, ver Tubos y 

Hotchkiss, Jour. Exp. Med., 75, 1941, 629)

Aeróbico.

Fuente: de leche (Flügge); de leche, suelo y tierra (Ford).

Habitat: ampliamente distribuido en el suelo, agua, polvo, 

leche, etc.

Para mantener las cepas de> Streptomyces griseus y Streptomy— 

ces olivaceus empleamos los siguientes medios:

I) Agar vitamínico.

II) Medio de Bennett adicionado de agar.(Medio indicado para* 

S. olivaceus en los trabajos de HALL y colaboradores(1955-), HESTER y 

WART(1954), y PFEIFER y colaboradores(1954) )• 

Ambos medios en pico de flauta.

La composición del agar vitamínico es la siguiente:

a) Caldo común compuesto por: 

Peptona de carne: 10 g



Extracto de carne: 10g

NaCH 2,5g

NaplW04i l,3g

Agua destilada, c«s.p:l litro

b) Extracto de tomate: JOg

c) Extracto de levadura! 2g

d) Glucosa! 5g

é) Extracto de hígadas 100:2g 

f) Jarabe polivitamínico 2ac.

Se ajusta el pH a 7 - 7,2 empleando el potenciómetro de leeds 

& Northrup, se agregan al medio 15gr de agar y se hierve 30 minutos; se 

lleva a 1 litro, se filtra por algodón en caliente y se reparte en tu

bos. Estos se esterilizan a 1 atmósfera de presión manomótrica durante 

30 minutos, se dejan enfriar en pico de flauta y en ellos se siembran 

los gérmenes con ansa de platino o cantal.

El jarabe polivitamínico tiene la siguiente fórmula:

Extracto hepático titulado en Vitamina 

B12 ug/g) y ácido fólico

Vitamina B^

Vitamina B^

Vitamina B^ 

Vitamina C

Nicotinamida

Ac-do glutámico

Sacarato de hierro

Ca(H2P°4)2.H2°

CuS04.5H20 

MnS0..5H 0 4 Z
MgSO4.7H2O 

C0S0.,7Ho0 4 Z
anS04.7H2° 
KI

HaCl

12,50g

0,02g 
0,01g 

0,005g 

0,05g 

0,10g

l,0g 

5,0g 

l,0g 

O.Olg 

0,005g

0,0 5g 

0,0005g 

0,0065?

0,001g 

O.BQg,
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Sacarosa

Acido benzoico

Agua destilada, o.s.p.

60,00g

0,20g 

100,00cc.

La técnica de preparación de la Peptona de carne así como los

análisis se detallan en el capítulo correspondiente.

El medio de Bonnett tiene la 

of Bacteriology, 57 : 141 - 1949)

Extracto de levadura: 

Extracto de carne: 

Peptona de caseína: 

Glucosa: 

Agua destilada:

Ajustar pH a 7,3 con NaOH

siguiente composición (Journal

l.Og

l,Og

2,Og

10, Og

1.000,Oml

En nuestro caso le agregamos 15g de agar, hervimos todo duran

te 15 minutos, filtramos por algodón en caliente y repartimos en tubos. 

Esterilizamos éstos a 1 atmósfera de presión manométrica durante 30 mi

nutos, los dejamos enfriar inclinados y sembramos en ellos los gérmenes 

con ansa de platino o cantal.

La técnica de preparación de la Peptona de caseína así como les 

análisis se detallan en el capítulo correspondiente.

Streptomyces griseus: Hacemos repiq ues mensuales, dejamos de

sarrollar la cepa a 28 — 30QC durante 3 a 4 días. Mantenemos el cultivo 

desarrollado en la heladera hasta el próximo repique.

Streptomyces olivaceus: Hacemos repiques mensuales, dejamos, de

sarrollar la cepa a 20 - 2820 durante 3 a 4 días. Mantenemos el cultivo 

desarrollado en la heladera hasta el próximo repique.

Ya sea que consideremos el S. griseus o el S. Olivaceus, en am

bos casos observamos que en las primeras 24 horas, el crecimiento es más 

rápido en el medio de Bennett, pero pasados 4 ó 6 días (tiempo necesario^ 

para que el Streptomyces esporule), los crecimientos son muy semejWhtes.

Para mantener las cepas de Bacillus brevis usamos agar-caldo 

pues observamos que en el crecen mejor que en el agar vitamínico.



LO i

El agar caldo se prepara asíi Macera r 500g de carne magra 

picada (sin grasa ni aponeurosis) em l.OOOml de agua destilada du

rante 12 hora» en heladera a 4 - 1090. Hervir durante 15 minutos. Fil

trar a través de lienzo, exprimir el residuo y Juntar ambos líquidos. 

Agregar 5g de peptona y 2,5g de NaCl. Calentar hasta disolución y com

pletar a l.OOOml con agua destilada. Ajustar el pH a 7,4 con NaOH O,1N. 

Esterilizar a 1209C durante 15 minutos, y dejar a temperatura ambiente 

12 horas. Agregar un 2% de agar. Hervir 30 minutos, filtrar por algo

dón, caliente, y repartir en tubos. Esterilizar a 1 atmósfera de sobre

presión durante 30 minutos, dejar enfriar en pico de flauta y sembrar 

en ellos los gérmenes con ansa de platino o cantal.

Bacillus brevis Tucumén 307 (L.O. 195) V B. brevis ATCC 10.Q6&I

Hacemos repiq ues mensuales, dejamos desarrollar la cepa a 379C duran

te 4 - 6 días. Mantenemos el cultivo desarrollado en la heladera hasta 

el próximo repique.



SELECCION DE MEDIOS DE GERMINACION



Para inocular cada germen ni medio de fcncentación debe pre—• 

pararse un cultivo intermedio,el que se realiza en un medio que deno— 

minaremos de germinación*

Ensayamos tres medios de germinación:

El primero es ol medio indicado por KEIIER y colaboradores 

(1954) como medio de germinación pura el Streptomyces olivaceus KBRL 

B-1125.

Está compuesto por:

Glucosa: 0,5 %

••Corn steep”: 0,5 %(en base a extracto seco)

Co Cl9. 6H 0 : 2,0 PPM

Aceite de semilla de coya 0,1 %

Ajustar pH a 7,0.Esterilizar 30 -60 minutos a 121 cC.

La modificación introducida consiste en eliminar el aceite 

de semilla de soya (antiespumante) pues es innecesario en nuestro caso 

dado que realizamos un cultivo cu superficie.

Además cambiamos el Cq Cl^ 6HgO por nitreto,resultando así 

la composición:

Glucosa: 0,5^

“Corn steep (x): 0,5^ (cn base a extracto seco)

Co (HO^.6 H90: 2,4 Hk

Agua destilada

(x)El wcorn steep" empleado es de las Refinerías Argentinas de Büaiz, 

cedido por Squibb.Su extracto seco es de 58t85 gr £,por consiguiente 

el volumen pox* agregar es de 8,5 mi.para 100 ni de caldo.

Hervir para disolver los componentes .Ajustar pH a 7,0. 

Hervir durante 15 minutos.Mitrar por algodón-Esterilizar 30—60 mintió 

tos a 1209C. ( La tóenles de preparación del wcorn steepwasí como lo» 

análisis se detallan en el capítulo correspondiente}

El segundo medio empicado,es una modificación "Bel bc¿íc indi

cado en el Journal of Biolo¿;ical Chemiotry 162 (1946)coco medio 

espopulación para el ¿trcptomyces gri8eus,cn una publicación cobr$ 

Estreptomicina.

Está compuesto originalmente por:

Squibb.Su


Glucosa t 1 %

Asparagina: 0,05%

Ko H P 0. i 0,05%

Agar : 1,8 %

En este medio cambiamos la asparagina (que según indican 

los autores orienta al S.griseus hacia la producción de Estreptomi

cina y no de Vitamina B.^) P01 Patona de caseína,y a gregamos Co 

(H0-)o* 6 H_0 en la misma proporción que en el medio a nterior.
5 2 d

Además lo empleamos baje la forma de caldo (sin agar)•

La composición es ésta:

Glucosa: 1,0 %

Peptona de caseína: 1,0 %

KqHPOa: 0,05 %

Co (NO-)- 6Ho0í 2,4 PH.5 2 2
Agua destilada

Hervir hasta disolver los componentes.Ajustar pH a 7,0 ;Hervir durante 

15 minutos.Filtrar por algodón-Esterilizar 50-60 minutos a 120 &C*

El tercer medio empleado que denominamos caldo vitamínico, 

fuó elegido teniendo en cuenta que tiene la misma composición (excep

to el agregado de agar) que el agar vitamínico,y que éste es un medio 

óptimo para el mantenimiento de los Strcptoniyces-

Su composición es:

a) Caldo común,compuesto por:

Peptona de carne:

Extracto de carne:

Na Cl:

Wa2 HP04:

Agua destilada osp:

10 g

10 g

2,5 g

1,3 g

1,0 litro

b) Extracto de tomate : 30 cc

c) Extracto de levadura: 2 g

d) Glucosa: 5 E

e) Extracto de hígado 1:100 2 g

f) Jarabe polivitamínico : 2 cc

El jarabe polivitamínico utilizado es el mismo que empleamos' 

para la preparación del agar vitamínico,y cuya fórmula se debilitante— 

riormente,Respecto a la técnica de preparación y análisis de—las•pepto—
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nar de ¿carne y caseína utilizadas ü9 se detallan en el capítulo corres

pondiente»

21 caldo así preparado se hierve durante 30 minutos para 

facilitar la disolución de los componentes»Se ajusta su pH a 7y7,2 

se hierve durante 15 minutos, se filtra por algodón y esteriliza 

JO minutos a una atmósfera de sobrepresión»

En el segundo y tercer medio de germinación conviene prepa — 

rar aparte una solución de glucosa al 50y esterizarla por separado, 

ya que si se hace en presencia de fosfatos se produce una caramel!— 

zación excesiva que puede retardar el crecimiento de los gérmenes» 

La solución de glucosa se agrega luego al medio asépticamente»

En botellas de vidrio de caras planas de 1 litro de capacidad 

colocamos 200 mi de los distintos medios de germinación»Agregamos 

perlas de vidrio (que servirán posteriormente para disgregar el mi

celio por agitación) y tapamos con tapones de algodón recubiertos de 

gasa»Esterilizamos en autoclave a una atmósfera de sobrepresidn 

durante media hora

Una vez fríos los medios de germinación,procedemos a sembrar—

los»

Hemos practicado 

a) Transfiriendo

la siembra en 2 formas:

asépticamente mediante el ansa una porción de esporas

del tubo donde se mantiene el germen 

medio de germinación»

b) Agregando 1 mi deH^O estéril al tubo

a la botella que contiene el

donde se mantiene el germen,

agitando el tubo para suspender las esporas y transfiriendo la 

suspensión de esporas con una pipeta estéril a la botella que con

tiene el medio de germinación»

Si bien este segundo método permite hacer una siembra más 

abundante,las posibilidades de contaminación son mayores»

Una vez sembrados los tres medios de germinación con los

distintos gérmenes en estudio,incubamos a la temperatura 

dientes 28-30 90 para 3»olivaceus y S.griseus y 36—37 9C

correspon

para

llus brevis

Para formarnos una opinión sobre la eficacia de cada untí de

estos medios como elemento precursor de la fermentación,realizamos 

las siguientes observaciones:
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1) Comparamos el espesor de película de los micelios formados en los 

distintos medios y 1» velocidad del desarrollo de los gérmenes en los 

mismos»

2) Comparamos la velocidad del desarrollo de los gérmenes provenien

tes de los distintos inóculos en un medio de fermentación que es el 

mismo en todos los casos, y los títulos de Vitamina B12 que provocan 

en ese medio»

1) Comparación del espesor de película de los micelios formados en 

los distintos medios y de la velocidad del desarrollo de los gérmenes 

en los mismos:

Medio de germinación I; En este medio el Bacillus brevis 

forma una película blanquecina arrugada y de buen crecimiento a las 

48 horas de sembrado»El S.olivaceus no forma película en este medio 

sino que se presenta en forma granular repartido en el volumén del 

medio»Se observa crecimiento a los 3-4 días de sembrado.El S.griseus 

crece en forma granular a las 48 horas de sembrado.

Podemos dar una forma cuantitativa a estas observaciones 

si asignamos al espesor de película ib ría ado valeres que van de 1 a 10 

y lo relacionamos con el número de dias transcurridos para el desa

rrollo del micelio»

Así,por ejemplo para el B brevis en el medio de germinación I,la 

relación e/t = »
2

Medio de germinación 1I:E1 B.brevis crece formando una pelí

cula a las 48 horas de sembrado»(Relación e/t ^6/2)»El b» olivaceus 

crece formando Una película superficial a los 4 días de sembrado» 

(Relación e/t =2/4)»E1 3. griseus crece formando una capa superficial 

a las 48 horas de sembrado»(Relación e/t =3/2)»

Medio de germinación III: El B. brevis forma. una gruesa 

capa dentro de las 48 horas de sembrado»(Relación e/t = 8/2).El ¿«oli

va ceus (L»0. 194) crece generalmente en forma granular,y en ocasiones 

formando capa superficial,más gruesa que en el medio II»Coincide la 

formación de película con una buena producción de Vitamina en^el 

medio de fermentación.Crece dentro de los 4 días de sembrado» (Rela

ción e/t s 6/4)»E1 8»olivaceus (1.0.215) tarda más en crecer y 

forma película.Crece solamente en forma granulada»El S«griseus forma 

una película superficial más gruesa que en el medio II,dentro de las



48 horas de sembrado.(Relación e/t=x 6/2.)

2) Una vez que el crecimiento de los distintos gérmenes es satisfac

torio empleamos estos cultivos como inóculos de un medio de fermenta

ción que es el mismo en todos los casos,y en el que observamos en for

ma comparativa la velocidad del desarrollo de los gérmenes provenientes

de los distintos inóculos y los títulos de Vitamina B que provocan 

en ese medio de fermentación.(Son fermentaciones en superficie).

La composición del medio de fermentación es la siguiente!

(El medio ha sido indicado por los Doctores LUGONES y MUNDEL para B«

brevis,para la producción de Vitamina ®12 PQr ermen-aciín en superficie)

Peptona de carne: 15,0 g
KH2 P04: 1,0 g
k2h po? 0,2 g

Glucosa» 40,0 g
Ca Cl_: 1,0 6
Pe S04 7H20« 0,003 g

S04 7H20« 1,0 r
&n S0¿ 7H20» 0,010 g

Co SO. 6H_0» 4 2 0,020 g

Kn S04 5H2O> 0,003 g
Agua destilada: c.s.p. 1,0 litro

El medio se hierve durante 30 minutos para facilitar la diso

lución de los componentes,se ajusta su pH a 7-7,5,se hierve durante 

JO minutos,se ajusta su volumen al valor primitivo y se filtra por 

algodón.

Se colocan 200 mi de medio en botellas de 1 litro similares

a las ya descriptas,se tapan con tapones de algodón recubiertos con 

gasa y se esterilizan en autoclave durante media hora a 120 90. Se 

agrega asépticamente la glucosa esterilizada aparte.

Una vez frió el medio de fermentación procedemos a sembrarlo 

con los distintos inóculos preparados.Para ello agitamos^ las botellas 

q ue contienen los inóculos con el fin de homogeneizarlos,labor que 

se vé facilitada por las perlas de vidrio colocadas con tal fin.

Luego,con una pipeta estéril introducimos asépticamente en 

cada botella que contiene medio de fermentación,10 cm^ de cada inópulo.

Previamente realizamos un ensayo para decidir sobre el volumen 
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do inóculo por agregar, en esta formas a botellas cargadas con medio de 
fermentación les agregamos lcm\ 5cm\ 10cm$ y 15cm\ observando que la 

velocidad de crecimiento en el medio de fermentación aumenta al crecer 

el volumen de inóculo, pero al agregar 15cm , el germen consume déma sia- 

do rápidamente las substancias nutritivas del medio de fermentación, pro

duciéndose la lisis prematura del micelio (a los 9 día s de iniciada la 

fermentación). Por esta razón elegimos un volumen de inóculo de lOcm •

Una vez inoculadas las botellas las introducimos en estufa s 

donde incubamos el medio a las temperaturas correspondientes: 28-302C 

para los Streptomycesj 36-37^0 para los Bacillus brevis. Diariamente sa

camos muestra asépticamente con pipeta estéril de los distintos medios 

en las q ue realizamos determinaciones colorimétricas del pH de los dis

tintos medios y valoramos Vitamina B^ Ia técnica que se describe

en el capítulo correspondiente.

Con el fin de seleccionar los medios de germinación, observamos^

a) Velocidad del desarrollo de los gérmenes provenientes de los 

distintos inóculos.

El Bacillus brevis tarda 24 Horas en formar una película en el 

medio de fermentación, y su Crecimiento es abundante.(Reía ción e/t - 6/1)

El Se olivaceus tarda seis días en formar una película en el mé-^,. 

dio de fermentación.(Relación e/t = 4/6).

El S. griseus tarda 48horas en crecer, formando película.(Rela

ción e/t 3 4/2).

Inoculación a partir del medio II de terminación: 

El B. brevis crece a las 24 horas de sembrado en el medio de* 

fermentación.(Relación e/t = 8/1). El S. olivaceus tarda 48 horas en.cre

cer. (Relación e/t 3 4/2).

El griseus crece a las 18 horas de sembrado.(Relación e/t 3 

3 4/0,75).

Inoculación a partir del medio III de terminación: 

El B. brevis crece a las 24 horas de sembrado en el medio de 

fermentación.(Relación e/t 3 10/1). El S. olivaceus forma una capa a^las. 

48 horas de sembrado.(Relación e/t 3 6/2).
El S. griseus crece a las 24 horas de inoculado.(Relación é/t s 

3 6/1).
i nn crármenes la abundancia del crecimiento en el medio
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fe mienta c i ón vá en aumento en el orden I,II,III de loa medios de 

germinación.

b) Títulos de Vitamina B-9 provocados en el medio de fermenta- 

ción al inocularlo con los cultivos preparados con los distintos 

gérmenes en los medios de germinación»

En los gráficos Nos. 1,2 y 3 observamos los rendimientos ob

tenidos con B.brevis Tuc 3^7 (L.O. 195) ;B.brevis ATCC 10.068 y 8. 

olivaceus NRRL B—1125 (L.0.194)»

Observamos que el medio II resulta superior al medio I para 

los tres gérmenes-En cuanto al medio III,no se observa diferencia 

con el medio II para el B.brevis ATCC 10.068,en cambio es superior 

que el medio II para el S«olivaceus NRRL B—1125.

Respecto al 8. griseus,no se obtuvo rendimiento apreciable de Vita

mina B^ en ninguno de los tres casos.

Como conclusión,seleccionamos el medio III como el más pro- 

misoriOfpara utilizarlo en ensayos posteriores.

Las valoraciones citadas fueron realizadas sobre el caldo 

libre de micelio.

Simultáneamente realizamos valoraciones sobre el medio total 

(caldo * micelio) homogeneizado,con el fin de observar si el micelio 

retiene o no Vitamina B^.

Para ello diariamente,una vez sacada la muestra del caldo 

libre de micelio homogeneizamos el contenido de la botella en una 

licuadora y sacamos muestra del medio total.

Una vez realizadas las mediciones de Vitamina B^ (según se 

indica en el capítulo correspondiente) observamos que durante los 

seis primeros días de iniciada la fermentación los títulos más altos 

corresponden al medio total homogeneizado,lo cual indica retención 

de Vitamina por el micelio,pero desde el noveno dia en adelante' dis

minuye notablemente el porcentaje de Vitamina retenida por el micelio 

y se nota un aumento de los títulos de Vitamina en el caldo libre de 

micelio.

Por consiguiente,las valoraciones las realizamos en lo^Sulge— 

sivo sobre el caldo libre de micelio,dado que a partir del noveno^^. 

de iniciada la fermentación la Vitamina está prácticamente su tota

lidad en el caldo libre de micelio.
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Respecto a las curvas de pH, en general éstas acusan un 

descenso en los primeros días de fermentación,debido al aprovechan 

miento del gldcido por los organismos,y luego experimentan un 

so paulatino,al producirse la desaminación de los aminoácidos de 

los sustratos nitrogenados.

La forma de la curva varía dependiendo principalmente del 

górmen ensayado,de la fuente de nitrógeno y de la presencia de gld- 

cido.
X

Segiín la literatura,cuando la concentración de gTícido en 

el medio es mayor,el pH SSntiene en un nivel más bajo*Bn nuestras 

condiciones do trabajo,observamos que esta relación no siempre se 

cumple

En cuanto a la presencia de Vitamina ©n la composición 

del Medio III de germinación, y su posible influencia sobre los títu

los de Vitamina obtenidos en el medio de fermenta ción ensayado, 

si bien el jarabe polivitamínico contiene J.125m^ de Vitamina B^g por
>■ 

mililitro, dada la proporción en que se lo agrega al Medio III de ger

minación, éste tiene 6#250mí( de Vitamina B^ por litro* Como sembramos 

el medio de fermentación con una cantidad de‘inóculo correspondiente al 

5% de su volumen, en 1 mililitro de medio de fermentación habrá O,O3m!f 
de Vitamina B^, cantidad ínfima que no incide en los Resultados

valoración
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Medio de geminación II
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Fermentación por cultivo en Buoerflcla 

Selección de medios de fermentación.

Para conducir la fermentación propiamente dicha ensayamos lo* 

siguientes medios de fermentación:

Medio A, que se basa en el medio indicado para Streptomyces 

olivaceus por P1E1EEB. y colaboradores (1954)»

Ante la Imposibilidad de obtener algunos de los componentes 

del medio, lo hemos modificado, asignándole esta composición:

Licor de ”corn steep" t 0,5 % (en base a extracto seco)

Peptona de caseína: 1,3

Dextrosa: 1,0 #

Ca C03 0,5 í

Co (NO,) .6 H Os 10,0 PPM
J c.

Agua destilada.

El Hlicor de corn steep” empleado ha sido obtenido a partir 

de maíz germinado, y tiene un extracto seco de 3»30 g referido a 100 

cc de muestra. La técnica de preparación así como los análisis se deta

llan en el capítulo correspondiente#

El medio original contiene aceite de semilla de soya, que se 

emplea como antieaponíante, pero como se trata aquí de fermentaciones en 

superficie,podemos prescindir de él.

Medio 3, indicado para Bacillus brevis per los Doctores

LUGONEb y MUNDEL (1952)#

Está compuesto por:

Peptona de caseína: 1,5 *
“2 P04‘ 0,1

k2 hpo4 : 0,02 *
Glucosa i 4,0

Ca Cl2 : 0,1

Fe bO. .7 H20í 0,0003

Mg ÜO4. 7 H20» o,i
Un SO . 7 H Oí 0,001 $
co s°4» 6 HgO» 0,002 *
Mn SO.. 5 Ho0t 0,0003 $
Agua destilada.

Ambos medios se hierven durante 30 minutos para facilitadla disolu-



ción de los componentes,se ajusta el pH a 7— 7,5,0® hierven 15 minu

tos, se llevan al volumen primitivo con agua destilada y se filtran 

por algodón»

Se colocan 200 mi de cada medio en botellas de 1 litro de 

capacidad,similares a las ya descriptas,las que se tapan con tapones 

de algodón recubiertos con gasa y se esterilizan en autoclave durante 

mediah hora a 120 »C (1 atmósfera de sobrepresión)•

En el caso del medio B ,1a glucosa esterilizada aparte se 

agrega asépticamente a cada botella.

Con los distintos gérmenes en estudio preparamos cultivos en él medio 

III de germinación (caldo que seleccionamos al ensayar los tres medios 

de germinación) y con ellos procedemos a inocular los dos medios de 

cultivo,A y B •

Agregamos a cada botella en forma aséptica,10 mi de inóculo 

con una pipeta, y colocamos las botellas en estufas donde incubamos 

cada medio a las temperaturas correspondientes: 28—30 9C para los 

btreptomyces;36— 37 SO para los Bacillus brevis.

Diariamente sacamos muestra de los distintos medios en forma 

aséptica y en ellas realizamos determinaciones colorimétricas del pH 

y valoramos la Vitamina seglín la técnica que se describe en el capí

tulo correspondiente.

Los resultados obtenidos se observan en los gráficos Ns 4,5» 

6 y 7» figura en ellos el S.griseus pues no se obtuvieron rendi

mientos apreciables de Vitamina en ninguno de los dos medios de 

cultivo.

bolamente en forma esporádica se valoraron hasta 1000 unidad- 

des de Vitamina B^ por cc.

De la obsex-vaciÓn de los gráficos extraemos las siguientes conclusiones 

De los caldos A y B ensayados, el A resulta superior al B para la ma

yoría de los gérmenes,y de igual eficiencia para el S.olivaceus L.O.2Í5* 

De las cinco cepas ensayadas,las mejores productoras son: 

entre los S.olivaceus,el S.olivaceus L.0.194,y entre los B.brevis,ql 

Bebrevis L.0.195.

Por lo tanto,en los ensayos subsiguientes reducimos el número de 

empleadas a estas dos,y utilizamos el medio Aien d cual efectu^j^os^^^gM^ 

variaciones con el objeto de estudiar los rendimientos de V i t a m i



Como una excepción, en el estudio de la fuente de carbono, 6 

demís del medio A empleamos el medio B»
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Bacillus brevis Tucumun 307 ( L.O* 195 )

Hedió B
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Bacillus bravia. A T C C 10068

Hedió 4

¿¿erijo— 3
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Variables introducidas en el estudio de los rendimientos. 

Las variables estudiadas en fermentación por cultivo en su

perficie son 1) Fuente de Carbono? 2) Fuente de nlt/ogeno; 3) Puente 

de factores minerales y accesorios#

Las cepas empleadas son las seleccionadas como mejores pro

ductoras de Vitamina B1p: streptomyces olivaceus L#0# 194 y Bacillus •L
brevis L#0# 195*

1) Puente de Carbono:

Empleamos como fuente de carbono glucosa comercial (cerelose) .de las 

Refinerías Argentinas de Maíz.El título de glucosa de la partida em

pleada es de 77,1 &

Observamos el efecto de la variación del porccntaje^de gluco

sa en los medios A y B sobre la producción de Vitamina B^g a partir 

de las dos cepas citadas#

Para ello preparamos el medio £ con 1^ (porcentaje original) 

y con 4% de glucosa; y el medio B con 1% y con 4^(porcentaje original) 

de glucosa# 

Las composiciones son las siguientes: 

Medio A :

Licor de corn steepígerminado): 0,5 % (en base a extracto seco)

Peptona de caseína: 1,3

Lextrosa : 1 % - 4??.

Ca C0~ : 0,5 %
Co (N05)2. 6 H2O i 10,0

Agua destilada#

El "licor de corn steep" es el utilizado en la selección de Medios de

Fermentación#

Medio B.

Peptona de caseína: 1,5 %
K H2 P04 » 0,1 %

K2 HPO4 i 0,02 *
Glucosa t 1 t - 4 ¿

Ca Cl_ • 0,1 %
Pe SO., 7 Ho0 i 0,0003 *
Mg S04. 7 H2° ’ 0,1
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ün SO.. 7 H„O i 0,001

Co SO., 6 H_0 t 0,002 %

Mn SO.» 5 H20 » 0,000?

Agua destilada»

La preparación de los medios y las condiciones de trabajo^on simi

lares a lad^ fermentaciones anteriores»

Con los dos gérmenes seleccionados preparamos cultivos en 

el Medio III de germinación y con ellos procedemos a inocular los 

cuatro medios de fermentación»La incubación se realiza a laa tempera

turas ya fijadas»

Con los resultados obtenidos se trazaron los gráficos N9 Q9 

9,10 y 11»

Be la observación de los gráficos se deduce que la concentración de 

glucosa ejerce un efecto marcado sobre el rendimiento de Vitamina E.^ 

obtenido empleando Stolivaceus L»0» 194, y que éste es-lnayór pitra el 

1# que para el 4% de glucosa» (ensayamos estos porcentajes por ser^l^s- 

indicados en los dos medios de fermentación en ensayo:

La concentración de glucosa también ejerce un efecto sobre el 

rendimiento en Vitamina obtenido empleando B»brevis L»O»195» 

Pero en este caso observamos que con caldo B ,un aumento en la con

centración de glucosa determina un aumento en el rendimiento de Vita

mina B^g,en cambio con caldo A, los resultados se invierten (mayor ren

dimiento para el 1% que para el 4^ de glucosa»)

Considerando los rendimientos obtenidos al emplear el caldo ¿ 

con ambos gérmenes,resulta más conveniente el agregadox^el 1^ de glu

cosa,al medio»

Respecto al caldo B ,1a misma proporciÓn(lí^) es la más con

veniente para el S»olivaceus»

Para el B»brevis los resultados se invierten empleando el ‘me

dio B e Es decir,que en este segundo caso no podemos asegurar nada 

respecto a la influencia de la concentración de glucosa en el medio»

Be todos modos,al emplear el medio £, de acuerdo con los

rendimientos obtenidos,el porcentaje de glucosa correspondiente a 

ambas cepas será del 1%»
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StreptoniycüB oliváceas 1< H RL B*1125 (L«O« 194)

Hedió 33 con Iff de glucosa

Hedió B con 4fí de glucosa
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Streptonyces olivaceus K H 8 1 B-1125 (L.O. 194)

Medio A con de glucosa

Medio A con 4^3 de glucosa
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Unidades

15 diaa
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Bacillua bravia Tucuman 307 ( iJo* 195 )

Kedio B con 1/5 dt? glucosa

leedlo B con 4^ de glucosa
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2) Fuente de Nitrógenos

Para proveer de nitrógeno al medio de fermentación,en reemplazo de la 

peptona de caseína empleada en el medio A de fermentación,recurrimos 

a las siguientes substancias: Peptona de carne,Peptona de gluten y 

ácido glutámico (clorhidrato)•

Los porcentajes de nitrógeno total respectivos son:

Peptona de caseína: 12,46 ^(segdn método de Kjeldahl)

Peptona de carne : 11,76 ¿ * n n n

Peptona de gluten: 10,50 " n n n

Acido glutámico(clorhidrato) 9,52

El modo preparatorio así como el análisis de las tres peptonas Indi

cadas se detallan en el capítulo correspondiente#

En base a los porcentajes de Ng calculamos las cantidades 

que equivalen a 1,3 g de peptona de caseína,cantidad que a gregamos 

al medio A de fermentación# 

Esas cantidades sont

Acido glutámico (clorhidrato): 1,6 %

Peptona de carne:. 1,4 £

Peptona de gluten: 1,5 %

Tomamdo como base el caldo A preparamos tres caldos de la siguiente 

composición:

a) Licor de MCorn steep”(germinado) 0,5 % ( extr.sebo

Peptona de carne: l,4

Lextrosa: 1,0 *
Ca CO, : 0,5 1
Ca (»03)2. 6 H20í 10,0 PPM*

Agua destilada-

b) Licor de "Cora steep”(germinado): 0,5 $ (extreseco)

Peptona de gluten : 1,5 %
Lextrosa: 1,0

Ca CO, : 0,5 %
Co (NO,)pe 6 Ho0: 10,0 PPM

Agua destilada—

c) Licor de "Cora steep"(germinado): 0,5 * (ext'resaoo)
Acido glutámico : 1,6
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Dextrosas 1*0 %

Ca CO-t 0,5 %

Co (N05)2> 6 H20 t 10,0 PPM

Agua destilada*

La preparación de loe medios es similar a la ya indicada en las fer

mentaciones anteriores*

Con los dos gérmenes seleccionadosi S*olivaceus L*O*194 y 

B*brevis L.O*195 preparamos cultivos en el Medio III de germinación 

y con ellos inoculamos los tres medios de fermentación*La incubación 

de los medios y extracción de muestras se realizan como se indicó 

anteriormente*

Los resultados obtenidos se observan en los gráficos N9 

y 13*

Be la observación de los mismos y de su comparación con los gráficos 

Nfl 4 y 5 en la parte correspondiente al medio A, ,se deduce que el 

medio que permite obtener mayores rendimientos ya sea empleando S* 

olivaceus L.0*194 o B*brevis L.O* 195 es el que lleva como fuente 

nitrógenada peptona de caseína,siguiéndole en orden decreciente la 

peptona de carne,peptona de gluten y ácido glutámico*
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Streptomyoes olivaceus N R R L B*1125 (LpO« 194)

Hedió con peptona de oarno
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3) Fuente de factores minerales y accesoriosi

Como fuente de factores minerales y accesorios (también es 

fuente de nitrógeno) ensayamos tres tipos de "cora steep":un "cora 

steep" concentrado proveniente de las Destilerías Argentinas de Maíz 

(cedido por Squibb) y dos "licores de cora steep",es decir,"cora steep" 

sin concentrar,obtenidos en el laboratorio con técnicas que se des

criben en el capítulo correspondiente.

La diferencia existente entre los dos tipos de "licor de 

cora steep" consiste en que uno se obtiene a partir de maíz sin ger* 

minar y el otro a partir de maíz previamente germinado.

tPara estudiar la influencia de los distintos "cora steep" 

sobre la producción de Vitamina tomamos como base el medio & de 

fermentación,que lleva 0,5 g de"corn steep" (en base a extracto 

seco),y preparamos tres caldos con los distintos "cora steep".

Para que las cantidades de cada "cora steep" sean equivalen

tes debemos determinar el extracto seco de cada uno:

Extracto seco del "cora steep": 58,85 g

Extracto seco del licor de "cora steep"(sin germina}’ 1,64 g %

Extracto seco.del licor de "cora steep"(germinado)x 3,30 g

(x) Este "cora steep" es similar al empleado en la selección desmedios

de fermentaciónjlos porcentajes se refieren a 100 cc de muestra.

Considerando los volúmenes de " cora steep" por agregar,la com

posición de los tres medios es ésta:

a) Cora steep (Ref.Arg. de Maíz) : 8,5 mi %

Peptona de caseína : 1,3 £

Dextrosa: 1,0 %

Ca C03» 0,5 £ *

Co (i<03)2. 6 H Oí 10,0 PPM

Agua destilada:

b) Licor de Cora steep (sin germinar): 30,5 mi

Peptona de caseína: 1,3 %
Dextrosa: 1,0 %
Ca CO,. 0,5 %
Co (N03)2. 6 H20 « 10,0 PPM

Agua destilada:
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c) licor de "cora ateep" (germinado)» 15,2 mi %

Peptona de caseína» 1,3 9*

Dextrosa» 1,0

Ca CO-, 0,5 ¿

Co (N0_)_ 6 H_0, 10,0 PPM
2 2 2

Agua destilada» 

Las condiciones de trabajo son las mismas que en fermentaciones an

teriores, empleando siempre el S»olivaceus L«0* 194 y el B<brevis ^95* 

y preparando los inóculos con el medio III de germinación» 

Con los resultados obtenidos se realizan los diagrama s

14 y 15»

De la observación de los mismos se deduce que el Licor de 

"corn steep" (germinado) es superior al Licor de "cora steep” (sin 

germinar),y éste al "corn steep” proveniente de las Destilerías Ar

gentinas de Maíz» La poca eficacia de este último se debe probable

mente a la presencia de substancias preservadoras o al tiempo de 

almacenamiento»

Además,se observa que el B»brevis es más resistente q ue el 

S*olivaceus a las condiciones adversas del medio pues en el caldo que 

contenía Mcorn steep" con substancias preservadoras el S^olivaceíis 

no produjo prácticamente nada de Vitamina,en cambio,el B.brevis lle

gó a producir 1500 unidades de Vitamina B^ por cc»

En general,los rendimientos máximos de Vitamina obtenidos 

con ambas cepas son similares,pero el Bacillus brevis L»O»195 mantiene 

la máxima producción de Vitamina B^ durante más días que el Strep— 

tomyces olivaceus L.O» 194»



GRAFICO 14

Struptoinyces olivaceus H R R L B*1125 (L»O« 194)



GRAFICO 15

Bacillus brevis Tuouman 307 ( L.0« 195)

con Licor, de (sin germinar)
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Selección de medios de fermentación



fermentación sumergida 

Selección desmedios _de fermentación 

Basándonos en los resultados obtenidos en las fermentaciones 

por cultivo en superficie,empleamos como cepas productoras para reali

zar los ensayos en fermentaciones sumergidas,el S#olivaceus l»0» 194 

y el B,brevis 195»

Para inocular cada germen al medio de fermentación debemos 

preparar un inóculo.El medio de germinación empleado con tal fin es 

el medio III de germinación (denominado caldo vitamínico) que seleccio

namos anteriormente»

Su composición es:

a) Caldo común,compuesto por: 

Peptona de carne: 10 g

Extra cto de carne: 10 g

Na C1 : 2,5 g

Na2 HPO^: 1,3 g

Agua destilada: csp 1,0 litro.

b) Extracto de tomate s 30 cc

c) Extracto de levadura: 2 g

d) Glucosa : 5 g

e) Extracto de hígado 1:100 : 2 g

f) Jarabe polivitamínico: 2 cc»

El jarabe polivitamínico es el mismo que empleamos pa ra Ja, 

preparación del agar vitamínico,y cuya fórmula se detalló anterioi>- 

mente»

El caldo se hierve durante 30 minutos para facilitar la diso

lución de los componentes,se ajusta su pH a 7—7,2,se vuelve a hervir’ 

durante 15 minutos,se filtra por algodón y se esteriliza en autoclave 

a 1 atmósfera de presión manométrica durante 30 minutos#

El medio se coloca en un frasco de Mariotte de un litro»

Una campana de vidrio para inoculación,unida a un brazo late

ral del frasco por medio de un tubo de goma permite hacer una transfe

rencia aséptica al fermentador»

Se tapa la boca superior del frasco y la boca de la campana 

con tapones de algodón recubiertos de gasa,se cierra el tubo de goma 

(que une la campana de inoculación al tubo lateral) con una pinza de



Mohr y se esteriliza todo durante 30 minutos a 1 atmósfera de sobre- 

presión»

Una vez frío el medio lo sembramos ya sea agregando con el 

ansa una porción de esporas provenientes de los tubos con agar indi-- 

nado donde se mantienen las cepas,o bien agregando con pipeta estéril 

una suspensión acuosa de esporas obtenida agregando 1 cm de agua des

tilada estéril al tubo donde se mantiene la cepa y suspendiendo las 

esporas por agitación»

Incubamos el medio sembrado durante 24 horas en una estufa 

a la temperatura correspondiente a cada germen,y luego colocamos el 

frasco de Mariotte en un sistema agitador de vaivén donde lo mantene

mos a la misma temperatura durante 48 horas més»El aparato agitador 

se observa en el esquema adjunto y su descripción fué hecha al deta

llar los sistemas de fermentación empleados»

Para conducir la fermentación sumergida ensayamos los dos 

medios de fermentación siguientes!

Medio A,modificación del medio indicado para Streptomyces 

olivaceus por PIEIIER y colaboradores (1954)»Es el mismo medio A 

ensayado para realizar fermentaciones por cultivo en superficie»

Su composición es ésta:

Licor de corn steep : 0,5 # (en base a extracto seco)

Peptona de caseína : 1,3 %

Bextrosa : 1,0

Ca C05 : 0,5 %

Co (NO ) 6H 0 : 10,0 PPM
fe fe

Agua destilada

Medio C,indicado para Bacillus brevis por los Eres ¿LUGONES y 

MU1WEL (1952).

Esté compuesto por :

KH PO. : 0,10 %2 4
K H P0A : 0,02 %2 4 ’

Glucosa : 2,0 %

Acido glutámicoO,4

Pe 20^7 H20 i 0,0003 %

Mg S04 7H20 : 0,1 %

&n S04 7H20 : 0,001 %





Co SOj 6 H_0 t 4 ¿ 0,002 %
Mn SO. 5Ho0 i 4 ¿

0,000J *
Na C1 1 0,005 %
Agua destilada.

Be acuerdo con lo deducido si estudiar la fuente de carbono 

en lugar del 2 % agregamos el 1 % de glucosa al medio»

Ambos medios se hierven durante JO minutos para facilitar 

la disolución de los componentes,se ajusta el pH a 7—?v-5»se hierven
A 

15 minutos,se llevan al volumen primitivo con agua destilada y se, fil

tran por algodón.

Se colocan tres litros de caldo en un balón de fermentación 

cuya descripción se realizó anteriormente y se esteriliza a una atmós

fera de sobrepresión durante JO minutos el conjunto integrad 

balón,el filtro de algodón y las uniones que deben ser de látex para 

evitar deterioros por efecto del calor.Estas se obturan con pinzas 

de Hoffmann para impedir que ascienda el caldo por las mismas y llegue 

a inutilizar el filtro de algodón.En el caso del medio C,una vez frío 

el caldo se agrega asépticamente la cantidad necesaria de glucosa en 

solución estéril al 50 &

Puede procederse ahora a inocular el balón.Para ello se quita 

el tapón de algodón recubierto con gasa que obtura el tubo de salida 

de gases del balón y se flamea el tubo con la llama del mechero.Se 

ha ce circular un caudal pequeño de aire para asegurar la asepsia de 

la operación.

Se quita inmediatamente el tapón de algodón y gasa que obtuijfca¡r 

la boca de la campana de siembra del frasco de Mariotte,se la flamea * 

con la llama del mechero y se hace coincidir el pico de descarga que 

lleva en su interior la campanita con el tubo de salida de gases del 

balón.

Se abre la pinza de Mohr y penetra así el-Inóculo en el balón. 

La cantidad' de inóculo por agregar,segiín calculamos anteriormente,al 

tratar de la fermentación por cultivo en superficie,es de un 5 j£,es 

deciri 150 mi de inóculo para J000 mi de caldo.

Terminada la inoculación retiramos la campana de siembra,fla

meamos el tubo de salida de gases del balón y lo obturamos nuevamente 

con el tapón de algodón y gasa.

mechero.Se
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Luego aumentamos el caudal de aire para proveer de aereación 

y agitación al medio, e incubamos el medio sembrado a la temperatura 

conveniente! 28-30 90 para Streptomyces olivaceus, 36-37 '’O par^ Baci- 

llus brevis, en una estufa de cultivo en la cual se han practicado ó- 

rificios para ia introducción de los tubos de goma que conducen el aire 

al interior del balón.

La inyección de aire en el balón, necesaria dado el carácter 

aerobio de los gérmenes empleados, provoca la formación de espuma a 

medida que se desarrollan los mismos.Esté inconveniente se subsa na 

agregando al medio substancias antiespumantes.Entre ellas se encuen

tran: aceite de semilla de soya,aceite de manteca de cerdo;el mismo 

adicionado de un 1 de alcohol octadecílico;alcohol etílico de 95° 

con un 1 $ de alcohol octadecílico,emulsión de silicones,etc.

Empleamos en nuestro trabajo los silicones en emulsión acuo

sa, pues a su valor como antiespumantes agregan la propiedad de ser 

inertes respecto a los gérmenes en estudio.

El agregado de los silicones(esterilizados durante 30 minutos 

a 1 atmósfera de presión manométrica) se efectúa a medida que la for

mación de espuma así lo requiere,mediante pipeta estéril a través del 

tubo de salida de gases previamente destapado y flameado con la lláma 

de un mechero.

Generalmente,el volumen de antiespumante que se agrega cada vez no 

excede de unas pocas gotas.

Tratándose de gérmenes aerobios,es importante determinar el 

caudal óptimo de aire para la fermentación,aire que además produce 

la agitación del medio.

Con tal fin,ensayamos en distintas fermentaciones con ambos 

caldos el pasaje de caudales crecientes de airé:en una fermentación 

el caudal es de i litro de aire por litro de medio de fermentación 

y por minuto;en otra es de 1 litro por litro y por minuto,y en una 

tercera es de li litro por litro y por minuto,sacamos 'muestras cada 
t

24 horas determinando en ellas Vitamina y pH y observamos que la 

producción de Vitamina crece fll aumentar el caudal de ai^,pero 

ya un caudal de 1 i litro de aire por litro de medio y por minuto 

es demasiado grande y provoca la formación de tanta espuma que resul

ta imposible de controlar.
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Por consiguiente,adoptamos en lo sucesivo el caudal de 1 

litro de aire,por litro de medio y por minuto»

Para el caudal óptimo de 1 litro por litro por minuto,los 

resultados obtenidos ensayando los caldos A y C se observan en los 

gráficos N» 16 y N2 17.El agregado de antiespumante se inició a las 

24 horas de comenzada la fermentación y se suspendió a los 7 día s.

Observamos que el caldo A es superior al C para los dos 

gérmenes en estudio: Streptomyces olivaceus L»O»194 y Bacillus bre

vis L«0.195,y que los títulos obtenidos con B.brevis son superiores 

a los logrados con S.olivaceus.

Por lo tanto,en los ensayos subsiguientes utilizamos el medio 

A,en el cual efectuamos variaciones para estudiar los rendimientos 

de Vitamina B^.

En estas fermentaciones y las siguientes,el "licor de corn 

steep" empleado es el obtenido a partir de maíz germinado,con un 

extracto seco de 3,30 g % referido a 100 cc de muestra»



G HA y I 00 16

Streptomyo’js olivaceuo N H H1 B*1125 ( L.O* 194 )

Hedió A

Hedió C



G_JLAJ?A £ o 17

Bacillus bravio TUcunan 307 ( L.O. 195 )

Iwdio A

Medio 0
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Variables introducidas en el estudio de los rendimientos

La variable estudiada en fermentación sumergida est Fuente

de nitrógeno*

Las cepas empleadas son las seleccionadas en los ensayos 

realizados por fermentación en superficie: Streptomyces oliví^ceus 

L.0.194 y Bacillus brevis L.O. 195*

Como fuente de nitrógeno,en reemplazo de la peptona de caseí

na empleada en el medio A de fermentación,recurrimos a las siguientes 

substancias: Peptona de carne,nitrato de a monio y urea.

Los porcentajes de nitrógeno total respectivos son:

Peptona de carne : 11,76 # (Según método de Kjeldahl)

Nitrato de amonio: 17,5 #

Urea : 23,3 #

Peptona de caseína: 12,46 # ( H " ” n )

El modo preparatorio así como el análisis de las dos peptonas indi

cadas se detallan en el capítulo correspondiente.

Basándonos en los porcentajes de N2 calculamos la_ s canti

dades que equivalen a 1,3 g $ de peptona de caseína,cantidad que 

agregamos al medio A de fermentación. 

Esas cantidades son:

Peptona de carne : 1,4 #

Nitrato de amonio: 0,89 %

Urea : 0,67 #

Tomando como base el caldo A preparamos tres caldos de la siguiente 

composición: 

1) Licor de corn steep (germinado) 0,5# (en base a extracto seco) 

Peptona de carne : 1,4#

Bextrosa : 1,0#
Ca C0$ : 0,5#

Co (N05)2*6 H20 : 10,0 PPM

Agua destilada:

2) Licor de corn steep (germinado)

Nitrato de amonio:

Dextrosa :

0,5# (en base a extracto seco)

0,89 #

1,0 #



Co (N05)2*6 H20 t 10,0 PPM

Agua destilada»

3) Licor de corn steep (germinado) 0,5 £ (en base a extra^cto seco)

Urea i 0,67

Dextrosa t l»0 %

Ca CO- i 0,5

Co (N0^)9.6 H90 : 10 PPM.

Agua destiladas

La preparación de los medios que llevan peptona de carne y nitrato 

de amonio respectivamente es similar a la indicada en las fermenta clo

nes anteriores.

El medio que lleva urea en su composición impone una variante 

debido a la esterilización,pues si se esterilizan todos los componen

tes del mismo en autoclave se produce una pérdida de amoníaco prove

niente de la úrea.Por lo tanto,procedemos a esterilizar en auto clave 

el resto de los componentes ya ¿entro del balón de tres bocas y agre

gamos luego asépticamente al balón de fermentación una solución 

acuosa de urea previamente esterilizada por filtración a través de 

filtro óeitz.

Un ajuste final de pH se realiza agregando ácido ó alcnli 

estériles en forma aséptica.

Con los dos gérmenes ya citados preparamos cultivos con 

agitación en el medio III de germinación y con ellos inoculamos los 

balones que contienen los medios de fermentación.

La técnica de estas operaciones se describió al tratar de 

la selección de medios de Fermentación (Fermentación sumergida). 

Luego regulamos el caudal de aire que penetra en los balones de modo 

que circulen 3 litros de aire por minuto (es decir: 1 litro de aire 

por litro de medio y por minuto),y colocamos los balones en estufas 

de cultivo a la temperatura correspondiente a cada germen :28— 30 £C 

para Streptomyces olivaceusj 36- 37 &C para Bacillus brevis.

A las 24 horas de iniciada la incubación comenzamos el a pre

gado de antiespumante y lo suspendimos al octavo día dndq que la pro

ducción de espuma había disminuido notablemente.

Como en las fermentaciones anteriores,cada 24 horas extraji

mos muestra de los balones en que se realizan las fermentaciones.
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La extraalón se hizo según la técnica indicada anterior- 

mente.En cada muestra se determinó el pH y se valoró la Vita mina 

producida.

Con estos valores se construyeron los gráficos Nq 18 y 19« 

De la observación de los mismos y de su comparación con los gráficos 

N® 16 y 17 en la parte correspondiente al medio A,se deduce que el 

medio que permite obtener mayores rendimientos ya sea empleando S. 

olivaceus L.O. 194 o B.brevis L.O. 195 es el que lleva como fuente 

nitrogenada peptona de caseína,siguiéndole en orden decreciente la 

peptona de carne y la urea en un mismo nivel para ambos gérmenes, 

y luego el nitrato de amonio con resultados bastante inferiores.

Observamos también que los títulos obtenidos con B.brevis 

son superiores a los logrados con S.olivaceus y que la producción 

máxima de Vitamina se mantiene durante un tiempo mó s largo con 

aquél germen.



q n a y i o o 18

Strüptomyoes olivaoeue N R R L* B» 1125 ( L.O* 19^ )

Vedi o con peptdna de erana

Hedió con urun



G R A y I C O 19

Bacillus brevis* Tucuman 307 ( L*0« 195 )

Hedío con peptona de carne

Medio con nitrato de amonio

Medio con urea
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VALORACION MICROBIOLOGICA DE LA VITAMINA B12_

Para valora r la Vitamina producida,utilizamos un mito- 

do microbiológico q ue se b» sa en el desarrollo del Lactobacillxxs 

leichmannii A.T.C.C» 4797 por el agregado de Vitamina B12 a un medio 

de cultivo sintético deficiente solamente en ese factor.Este desarro

llo es directamente proporcional a la concentración de Vitamina.

La medida del desarrollo se establece por turbidimetría o 

por titula ción acidimétrica*Como término de comparación se usr una 

solución patrón de Vitamina B12,<iue se ®Sre2a en cantidad y diluciones 

conocidas,y se somete a las mismas condiciones de trabajo que la mues

tra por valorar»

Este método,que utiliza como medio de cultivo el indica dó 

por CAPPS,ha sido manejado con una amplia experiencia anterior por el 

Doctor RUNDEL,quien ha introducido un conjunto de modificaciones su

cesivas no publicadas en la literatura.

Preparación de los elementos necesarios para realizar La 

valoración:

1) &edio básico de cultivo»

Como medio de cultivo utilizamos el medio básico indicado por 

Capps,el que contiene como fuente de aminoácidos caseína hidrolizada 

libre de Vitaminas,lo cual evita las dificultades de agregar los amino 

ácidos por separado.Es un medio de doble concentración» 

Su fórmula es ésta:

Caseína hidrolizada libre de Vitaminas : 12 g

Dextrosa 40 S

Acetato de sodio 20 €

Cistina 0,2 g

Triptófano 0,2 g

Adenina 0,01 g
Guanina 0,01 g
Uracilo 0,01 g
Xa n tina 0,001 g
Clorhidrato de tiamina 0,002 g
Riboflavina 0,002 g
Niacina 0,002 &

Clorhidrato de piridoxina 0,004 g

separado.Es


i. 2 8

d— Pantotenalto de calcio 0,2 mg

Acido fólico 0,1 mg

Biotina 0,01 mg

Acido p-• aminobenzoico 0,2 mg

Tween 8() 0,25 mi

Fosfato dipotásico 0,1 8

Fosfato monopotásico 0,1 g

Sulfato de magnesio 0,4 g
Cloruro de sodio 0,02 8
Sulfato ferroso 0,02 8
Sulfa to de manganeso 0,02 g
Agua destilada 1.000 mi

Algunos de sus componentes requieren una preparación previa t 

a) Caseína hidrolizada libre de Vitaminas:

Para prepararla se procede a hidrolizar 200 g de caseína 

libre de Vitaminas con 1.000 mi de ácido clorhídrico al 20 % por 

ebullición a reflujo durante 8 horas»Se destila al vacío hasta con

centración siruposa,se adicionan 750 mi de agua destilada y se repite 

la destilación»

Se disuelve el residuo en agua destilada,se ajusta pH J 

la solución con hidróxido de sodio y se diluye a 2 litros»

Se agita la solución con 40 g de "ITorit A” a 50— 60 ?C duran

te 1 hora y se filtra.

Se ajusta a pH 8 el filtrado con hidróxido de sodio y se 

vuelve a completar el volumen a 2 litros» 

Se conserva la solución en heladera bajo tolueno» 

b)Solución de cistina y triptófano.

Para prepararla se suspenden 4 g de 1- cistina y 4 g de d-1- triptófano 

(o 2 g de 1—triptófano) en 700 -800 mi de agua destilada,se calientan 

a 70-85 íC y se agrega ácido clorhídrico diluido al 1:2, gota a gota 

agitando hasta que las dos substancias se hayan disuelto»

Se enfría y se agrega agua destilada hasta completar un volu

men de 1..000 mi»

Se conserva bajo tolueno a una temperatura no ir»feripr a 

102C .Be esta solución se utilizan 50 mi para 1 litro de media da cul—



tivo.

c) Solución de adenina,guanina y uracilo.

Se disuelven en caliente 100 mg de sulfato de adenina,clorhidrato 

de guanina y uracilo respectivamente en 10 mi de ácido clorhídrico 

al 17 %;se enfría y se agrega agua destilada hasta completar un vo

lumen de 100 mi» 

Se conserva en heladera bajo tolueno.

Pe esta solución se utilizan 10 mi para 1 litro de medio 

de cultivo* 

d) Solución de xantina.

Se suspenden 200 mg de xantina en 30-40 mi de agua destilada.Se 

calientan hasta cerca de 70 20,se agregan 6 mi de solución de amonía

co al 10 % y se agita hasta disolución total.

Se enfría y se agrega agua destilada hasta completar un 

volumen de 200 mi.

Se conserva en heladera bajo tolueno»

Se utiliza 1 mi de esta solución para 1.000 mi de medio de 

cultivo.

e) Solución de riboflavina,tiamina,biotina y ácido nicotínico.

Se prepara una solución de ácido acético 0,02 IT de modo 

que cada mi contenga 200 microgramos de riboflavina,200 microgramos 

de clorhidrato de tiamina,200 microgramos de ácido nicotínico y 1 

microgramo de biotina.

Se conserva en heladera,en la obscuridad,bajo capa de tolue

no.

Se utilizan 10 mi de esta solución para 1.000 mi de medio de cultivo, 

f) Solución de ácido p-aminobenzoico,pantotenato de calcio,piridoxina 

y ácido fólico.

Se prepara una solución en alcohol neutro al 25 que con

tenga por mli 10 microgramos de pantotenaJo de calcio,200 microgramos 

de clorhidrato de piridoxina y 5 microgramos de ácido fólico. 

Se conserva en heladera.

Se emplean 20 mi de esta solución para 1.000 mi de medio de 

cultivo.

g) Solución reguladora.

Se disuelven 1 g de fosfato monopotáslco y 1 g de fosfato

destilada.Se


dipotásico en agua destilada,y se llevan con agua destilada hasta 

un volumen de 200 ml.Se agregan 2 gotas de ácido clorhídrico.Se con

serva bajo tolueno.

h) Solución salina.

Se disuelven en agua destilada! 4 g de sulfato de magnesio; 0,2 g 

de cloruro de sodio; 0,2 g de sulfato ferroso,y 0,2 g de sulfato de 

manganeso,completando a un volumen de 200 mi con agua destilada«Se 

agregan 2 gotas de ácido clorhídrico.Se conserva bajo tolueno.

Para preparar el medio de cultivo básico se procede a disol

ver en unos 500 mi de agua destilada la caseína hidrolizada libre de 

Vitaminas,la dextrosa y el acetato de sodio.

Se agregan luego las soluciones preparadas con los demás 

componentes en las cantidades indicadas en cada preparación.

Se adiciona luego el Tween 80,se ajusta el pH a 6,8- 6,9 por agregado 

de hidróxido de sodio 0,1 N y se completa el volumen a 1.000 mi con 

agua destilada.

El medio se conserva sin esterilizar,bajo capa de tolueno en la hela — 

dera,hasta unos seis meses después de su elaboración.

2) Soluciones standard de Vitamina B^*

Partiendo de Vitamina B^^ cristalizada (Vitamina B^ Merck) prepa

ramos las siguientes soluciones:

a) Solución standard concentrada de Vitamina

Una cantidad exactamente pesada de Vitamina B^g se disuelve 

en alcohol al 2 5 % de modo que cada mi contenga 10 V de Vitamina

Se conserva en la heladera bajo capa de tolueno.

A partir de esta solución concentrada preparamos las siguien

tes soluciones:

b) Solución standard de Vitamina NP 1.

Se ¿Liluye 1 tul de la solución standard concentrada de Vitamina ®12 

con agua destilada hasta un volumen de 100 ml;por consiguiente,cada 

mi de la nueva solución contiene 0,1 Y de Vitamina B-^.

c) Solución standard de Vitamina Mp 2.

Se diluye 1 mi de la solución standard N9 1 de Vitamina B19 con a_gua 

destilada hasta un volumen de 200 mi;por consiguiente.cada mi de la 

nueva solución contiene 0,5 m de Vitamina B^ •

clorh%25c3%25addrico.Se
clorh%25c3%25addrico.Se
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d) Solución standard de Vita mina B^2 N9 3—

Se diluyen 10 mi de la solución standard Na 2 con agua destilada 

hasta un volumen de 100 ml;por consiguiente,cada mi de la nueva so

lución contiene 0,05 m í de Vitamina B12.

3) Mantenimiento de la cepa de L.leichmannii ATOO 4797»

El cultivo stock de lactobacillus léichmannii se mantiene 

en agar vitamínico,cuya composición se detalló en el capítulo de se

lección de cepas productoras de Vitamina B^2.

La siembra se realiza por punción.Se incuba en estufa a 36- 

37 2C durante 24 horas y se conserva luego en la heladera hasta el 

próximo repique.

4) Preparación del inóculo.

El inóculo se prepara 24 horas antes de su empleo,a partir 

del cultivo stock,sembrando el germen en un tubo de ensayo que con

tiene 1 mi de la solución standard Ne 2 (que contiene 0,5 m de Vi- 
•z

tamina B^2 por cm2), 1 mi de agua destilada y 2 mi de medio de culti

vo básico,y que ha sido esterilizado previamente en autoclave durante 

media hora a 3/4 de atmósfera de presión manomótrica—

Se incuba en estufa a 36— 37 20 durante 24 horas.

En el momento de ser usado se diluyen 0,2 mi (unas 4 gotas) del inó

culo en 5 mi de agua destilada estóril por dos veces consecutivas. 

La dilución final es de 1:625 aproximadamente.

5) Preparación de las muestras. 

Para valorar las muestras extraídas de las distintas fermentaciones 

se realizan con las mismas una serie de diluciones.

a) Solución 1: 100

Solución original t 1 mi

Agua destilada: 99 mi

b) Solución 1: 1.000 :

Solución 1 :100 : 0,5 mi

Agua destilada: 4,5 mi

c) Solución 1: 10.000 :

Solución 1: 1.000 : 0,5 mi

Agua destilada t 4,5 mi.

Como se trata de Vitamina obtenida por fermentación,no es necesrhrlo*

punci%25c3%25b3n.Se
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realiza^ diluciones mayores de las muestras*

6) Preparación de la escala de ensayos

Se d:Lspone una sterie de 10 tubos de ensayo en la siguiente forma:

Tubo Solución Solución 
1:100 1:1000
cc cc

Solución Agua ( 
1:10000

CC cc

lest. Medio 
basal 

cc

Dilución 
por tubo

1 2,0 * — — 2 1:50
2 1,0 — 1,0 2 1:100
3 0,5 — 1,5 2 1:200
4 — 2,0 — •• 2 1:500
5 —■ 1,0 1,0 2 1:1000
6 * 0,5 - 1,5 2 1:2000
7 — — 2,0 2 1:5000
8 — — 1,0 1,0 2 1:10000
9 «M, — 0,5 1,5 2 1:20000

7)

10 0,2 1,8

Preparación de la escala control 
Esta escala se prepara por duplicado.

2 1:50000

Se dispone una serie de 5 tubos de ensayo en la siguiente forma:

Tubo

1
2

Solución
N9

CC
2
1

standard
3

Agua dest.

CC

4,0

Medio basal

cc
2
2 5

m de 
por^tubo

.0,1
0,05

3 o, 5 1,5 2 0,025

8)

4 0,
5 0

Esterilización:

2 1,8
2,0

2
2

0,010 
0

Se mezcla el contenido de cada tubo por agitaciÓn.Se tapan los 

tubos con tapas de a^lgodón recubiertos de gasa,y se esteriliza todo 

en autoclave durante 50 minutos a 3/4 de atmósfera de presión mano- 

métrica.

9) Inoculación e incubación:

Se dejan enfriar los tubos por debajo de la temperatura de incubación 

y se inoculan asépticamente con 0,1 mi ( 2 gotas) del Inóculo diluido 

dos veces como se indicó anteriormente.

Se incuban a 36—37 90 durante 36- 48 horas.

Pasado ese tiempo puede realizarse la lectura de la turbidez provoca — 

da por el desarrollo bacteriano empleando un colorímetro fotoeléctri

co; o bien puede valorarse la acidez láctica producida por el germen

agitaci%25c3%2593n.Se


po± titulación con hidróxido de sodio 0,1 N»

Para realizar la lectura turbidimótrica:

a) Se agita cada tubo por inversión para suspender los górmenos,evi

tando la formación de burbujas de aire»

b) Se mide la turbiedad en un fotocolorímetro,con un filtro en los 

6.400 2*

c) Con los datos de la escala control se construye la curva control 

relacionando densidades turbidimótricas con m Y de Vitamina B^g» 

4) Utilizando esta curva se calcula eh contenido de Vitamina B^g de 

cada tubo del ensayo,por interpolación en la curva control de los 

valores turbidimótrieos obtenidos»

Para que un ensayo sea satisfactorio,por lo menos los valores 

de 2 o 3 tubos del ensayo deben caer dentro de la curva control. 

Teniendo en cuenta la dilución a que se sometió la muestra se calcula 

éki contenido en Vitamina B^g en la misma,y se saca el valo? promedio 

de las 2 o 3 lecturas que caen en la curva contrólelos valores no 

deben diferir entre sí en más de un 10

Para realizar la valoración acidimótrica:

a) En cada tubo de la escala control se valora la acidez láctica 

producida,por titulación con Na OH 0,1 N empleando azul de bromotimól 

como indicador.

b) Con los valores obtenidos se construye una curva control 
relacionando los mi de Na OH O,1N con los m ^de Vitamina B^g. 

El cálculo de resultados se realiza en igual forma que para la lectura 

turbidimótrica.

En el gráfico adjunto observamos las curvas control corres

pondientes a la lectura turbidimótrica y a la titulación acidimótrica»

Bebemos hacer notar que en los gráficos de valoración de los 

distintos medios de fermentación expresamos el contenido de Vitamina 

en unidades,siendo una unidad - 0,1 m de Vitamina B^g»



Curva de control -correoponalento a la 

lectura turbiaimetrica



Curva de control corresyondlente a la

Titulación Aoid4m6triaa



TECNICA DE PREPARACION Y ANALISIS



TKCN10A6 LE LKEPAKAL10N Y ANALISIS CORRESPONDIENTES A LAS 

¿UBSTAliClAb KíiPLEALAb CÜK1O FUERTE DE NITROGENO^ DE FACTORES MINERALES 

Y ACCESORIOS,

Feotona decaiW

Se limpia un estómago porcino para quitarle la grasa y mucus 

y se lo pica finamente.Se lo suspende en tres veces su peso de agua. 

El pH de la suspensiá^se lleva a 2 mediante el agregado de ácido 

clorhídrico concentrado.

Se mantiene la suspensión en estufa a 45—50 ?C durante 48 

horas,y en el transcurso de las mismas se reajusta el pH cada 4-6 ho

ras con ácido clorhídrico.En este intervalo se produce la autodiges— 

tión del estómago.

Pasadas las 48 horas se lleva a ebullición durante 30 minu

tos (para destruir la enzima) y luego se filtra.

El filtrado se concentra al vacío y el producto resultante 

se seca y pulveriza,obteniéndose la Peptona de carne.

Su aspecto es el de un polvo seco,suelto,fino,de olor carac

terístico, color marrón claro,dejando por reposo de la solución al '16$ 

un regular precipitado de aspecto coposo.

El análisis practicado sobre esta peptona dió los resultados 

siguientes: 

Cenizas : 16,90 %

Humedad : 2,60 £

Fracción soluble en agua: 93,00 £

Nitrógeno total : 11,76

Nitrógeno amínico 0,93 $

Reacción de precipitación con ácido tridoroacético:negativa.

Reacción del biuret: positiva.

Feotona de caseína:

Un kilogramo de caseína se suspende en 5 litros de agua,se 

a gregan aproximadamente 50 mi de hidróxido de sodio al 40%,agitando 

constantemente hasta disolución parcial de la caseína.Se ajusta el pH 

de la suspensión a 8—8,5 con hidróxido de sodio al 10 &

Aparte,se suspenden en agua 25 gramos de pancreatina (F.%.) 

y se adicionan a la suspensión de caseína.

finamente.Se
case%25c3%25adna.Se


La digestión se realiza calentando en Baño Maria a 45 

durante 24 horas#

Pasado este tiempo se hierve durante medie hora para des

truir la pancreatina,se coloca en la heladera para precipitar las 

materias grasas,se le agrega supercel,se agita y filtra por papel 

mojado#

El filtrado se concentra al vacío y se deseca por Spray, 

obteniéndose así la peptona de caseína»

Su aspecto es el un polvo de color amarillo claro,que deja 

por reposo de la solución al 10# un precipitado abundante,soluble 

en ácido clorhídrico»

El análisis practicado sobre esta peptona diÓ los resultados 

siguientes:

Cenizas 8,40 %

Humedad : 1,90 %

Fracción soluble en aguas 91,00 #

Nitrógeno total : 12,4ó %

Nitrógeno amínico 1,43 #

Reacción de precipitación con ácido tricloroacético:Negativa 

Reacción del biuret positiva» 

Pentona de gluten:

Se suspende gluten de trigo lavado cn solución de ácido 

clorhídrico al 20%, se calienta en balón provisto de refrigerante a 

reflujo durante 12 horas»

Pasado ese tiempo se filtra en caliente,se ajusta el pH 

aproximadamente a 4,5 con solución de hidróxido de sodio al 40 #• 

be concentra al vacío y se deseca también al vacío» 

La peptona de gluten así obtenida se presenta como un polvo 

amarillento,cuya solución acuosa al 10% deja por reposo una abundante 

floculación»

El análisis practicado sobre esta peptona dió los resulta

dos siguientes:

Cenizas : 21,1 í
Humedad : 2,1 %
Fracción soluble en agua: 94,0 %
Nitrógeno total : 10,5 %
Nitrógeno amínico : 1,24 %



Reacción de precipitación con ácido tricloroacÓticosnegativa 

Keaccidn del biurets positiva.

Los resultados de los análisis correspondientes a las dis

tintas peptonas se refieren a 100 gramos de muestra*

"Com steei?* L

Se denomina “corn st^ep*’ a un concentrado de solubles de 

maíz extraídos mediante un proceso de humectación realizado a un pH 

aproximado de 4 y a una temperatura de 45—52 20,en presencia de anhí

drido sulfuroso y una fermentación láctica activa*

Para obtenerlo se humedece el grano de maíz en tanques de ma

dera abiertos. La proporción es de 20 a 50 litros de agua por cada 35 

litros de grano.

La humectación dura 40 — 43 horas y se realiza a una tempera 

tura de 45 - 522C# Durante ese tiempo los materiales solubles se di

suelven, el grano se ablanda y rompe, lo cual facilita la molienda y 

separación posterior de sus componentes.

Previamente a la entrada del agua a los tanques q ue contie

nen el maíz, se agrega 0,1 - 0,2% de anhídrido sulfuroso, para impe

dir la putrefacción y facilitar la extracción de los compuestos so

lubles.

Para asegurar la eficacia de la operadión se realiza una ex

tracción en contra—corriente.

Cuando se alcanza al agotamiento del grano se suspende la ex 

tracción y la solución obtenida se concentra hasta tener un contenido 

de sólidos del 50%. DI producto así obtenido se denomina "corn steep 

El "corn steep1’ utilizado, proviene de las Refinería s Argén 

tinas de &aíz, y fué cedido por los Laboratorios Squibb.

El análisis practicado sobre el mismo dió los resultados si

guientes s

Residuo secos 58,85g%

Cenizas: ll,67g%

Nitrógeno totals 4>92g%

Nitrógeno amínico: 0,23g%

Los resultados obtenidos se refieren a lOOml de muestra



Licor de "cora steep" sin concentrar obtenido a partir de maíz 

sin germinar.

Para prepararlo se agrega a 1 kilogramo de maíz 10 veces su pe

so en agua* Se le adicionan 10g de sulfito de sodio para evitar la pu

trefacción. Se lo mantiene a una temperatura de 45 - 5O9C durante 72 ho

ras, removiendo el grano con frecuencia y sin reponer el agua perdida 

por evaporación.

Pasado este tiempo se filtra por algodón y el líq uido obtenido 

(licor de "cora steep" sin concentrar), se coloca en recipientes de vi

drio y se esteriliza en autoclave a 1 atmósfera de sobrepresión dura nte 

minutos.

En esta forma se mantiene el producto obtenido sin riesgo de al

teración.

El análisis practicado sobre lOOral del mismo dió los siguien

tes resultados:

Residuo seco: l,64g^

Cenizas: l,25g#

Nitrógeno total: O,65g^

Nitrógeno amínico: 0,06g%

Licor de "cora steep" sin concentrar obtenido a partir de maíz 

germinado.

Para hacer germinar el maíz, se lo humedece bien y se lo coloca 

en un recipiente amplio con el objeto de que la superficie expuesta sea 

máxima, be lo coloca en una estufa a 379C de temperatura donde se lo mal- 

tiene hasta que germine, debiéndose realizar una remoción frecuente del 

grano para exponerlo al aire. Se mantiene constantemente un grado pro

nunciado de humedad. Con este maíz germinado se sigue la miama técnica- 

que con el maíz sin germinal; anteriormente citada.

El análisis practicado sobre lOOml de este licor de "cora steepl* 

sin concentrar, dió los siguientes resultados:

Residuo seco: 3,50g^

Cenizas: O,52g^

Nitrógeno total: O,96g^

Nitrógeno amínico: 0,15g%



En los análisis sumarios anteriormente citados, la valoración 

del Nitrógeno total se realizó por el Método de Kjeldhal» El Nitrógeno 

amínico se determinó por el Método de Sorensen*
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Hemos puedo a punto dos métodos de obtención de Vitamina 

uno por fermentación por cultivo en superficie y el otro por fermenta

ción sumergida»

Empleando cinco cepas hemos estudiado la capacidad productora 

de Vitamina B^^ de cada una con el objeto de seleccionar las mejores» 

Las copas ensayadas soni

btreptomyces olivaceus NT12L B—1125 (L,0» 194)

Etreptomyces olivaceus 14RKL B-112 5 (L»0» 215) 

ütreptomyces griseus Kralnsky»Cepa Actinomyces griseus Kr» 

U.C.TeC. 6961 (L.O. 124).

Bacillus brevis procedente de Tucumán 21? 307 (L.O» 195)*

Bacillus brevis ATOO 10.065 «Cepa ¿»Celewis»Western Regional 

Laboratpry.

Ensayamos tres medios de germinación con el finqúe formarnos una opi- 

nión sobre la eficacia de cada uno de ellos como elemento precursor 

de la fermentación»

Estos ensayos preliminares nos lian permitido:

a) Tener una idea previa de la capacidad de producción de las cepas»

b) Determinar la cantidad de inóculo óptima para sembrar los medi’ós 

de fermentación»

c) Seleccionar el medio de germinación más conveniente»

d) Valorar la Vitamina producida en el medio libre de^saicelio y en el 

medio total,con el fin de observar si el micelio retiene o no Vitami— 

na B12.

e) Interpretar las curvas representativas del pH»

Kesuelto esto,procedimos a realizar las fermentaciones pro

piamente dichas»

En los cultivos en superficie ensayamos distintos medios de 

fermentación,con el fin de seleccionar para cada cepa aquél que per

mitiera obtener los mayores rendimientos»

Simultánea mente pudimos comparar la capacidad productora 

de Vitamina B_9 de las cepas citadas y realizar una selección de las 

mismas,reduciendo su en los ensayos subsiguientes a dos»



En el medio de fermentación elegido,y con lae cepas míe

productoras de Vitamina B^2 ensayamos laa siguientes variables: 

1) fuente de Carbono: Variación de la concentración de dextrosa 

agregada al medio de fermentación.* 
2) fuente de Nitrógeno: Empleo de peptona de carhe,peptona de glu

ten y ácido glutámico,como sustrato nitrogenado y su comparación 

con peptona de caseína desde el punto de vista de los rendimientos 

de Vitamina

3)fuente de factores minerales y accesorios: Ensayo de un "corn 

steep" concentrado y dos"licores de corn steep",uno preparado con 

maíz germinado y otro sin germinar.

En las fermentaciones sumergidas ensayamos distintos medios 

de fermentación con el fin de seleccionar el más conveniente en base 

a los rendimientos obtenidos con cada cepa.

Con el fin de acostumbrar las cepas a las condiciones de vida impe

rantes en la fermentación sumergida,incubamos los inóculos en estufa 

provista de un agitador de vaivén.

Determinamos las condiciones de inoculación y el caudal de 

aire más conveniente.

En el medio de fermentación elegido variamos la fuente de nitrógeno 

para seleccionar aquélla que permitiera obtener los mayores rendi— 

mientos.Las substancias empleadas como fuente de nitrógeno son: pep— 

tona de carne,nitrato de amonio y urea»

Tratándose de fermentaciones por cultivo en superficie,o de 

fermentaciones sumergidas,en ambos casos realizamos tres fermentacio

nes simultáneas,de modo que las curvas de pH y de valoración de la 

Vitamina son valores promedios» 
4

Cada 24 horas extrajimos muestras,en las que determinamos 

el pH colorimétricamente y la Vitamina producida según un método 

microbiclógico de diluciones seriadas que emplea el L.leichma, nnii 

como organismo sensible.

Describimos los métodos de obtención se substancias utili

zadas como fuente de nitfogeno,y de factores minerales y accesorios 

y él análisis sumario practicado a las mismas.

En nuestras condiciones de trabajo,con Bacillus brevie-h^— 

moa podido reproducir los resultados que informa la literatura¡en



cambio,con el Streptomyces olivaceus no hemos alcanzado con nuestros 

medios de cultivo los resultados de otros autores*

Con Streptomyces griseus,los rendimientos fueron muy dispares 

y no pudimos arribar a ninguna conclusión satisfactoria*



CONCLUSIONES

En las condiciones de trabajo descriptas por nosotros,al com

parar la capacidad productora de las cinco cepas ensayadas,han mostra

do mayores rendimientos:el Streptomyces olivaceus L.0*194 y el Bacillus 

brevis L#0# 195»

Leí ensayo previo realizado con los tres medios de germinación 

extraemos las siguientes conclusiones:

La cantidad óptima de inóculo para sembrar los medios de fermentación 

es del 5% expresada en volumen de inóculo respecto a volumen de medio#.

El medio de germinación más conveniente en base a la velocidad 

del desarrollo de los gérmenes,al espesor de la película formada ppr 

los mismos,y a la velocidad del desarrollo y títulos de Vitamina B^ 

provocados en un medio de fermentación,es el féedio III,que denominamos 

caldo Vitamínico#

El micelio retiene Vitamina durante los 9 primeros días 

de iniciada la fermentación;pero pasado ese tiempo la libera en su casi 

totalidad,pasando la Vitamina al caldo de cultivo#

Las curvas representativas del pH acusan en general un des

censo en los primeros días de fermentación,debido al aprovechamiento 

del glácido por el organismo,y luego experimentan un ascenso paulatino 

al producirse la desaminación de los aminoácidos de los sustratos ni— 

trógenados# 

Fermentaciones propiamente dichas:

1) Fermentaciones por cultivo en superficie:

Be los dos medios de cultivo ensayados que denominamos A y B ,seleccio— 

namos el A como más conveniente en base a los rendimientos obtenidos 

con cada cepa# 

Fuente de carbono:

La concentración de glucosa ejerce un efecto marcado sobre el rendimien—
»■

to de Vitamina B^ obtenido empleando Streptomyces olivaceus L#O#194* 

Aquel es mayor para el 1# que para el 4# de glucosa#

La concentración de glucosa también ejerce un efecto sobre el 

rendimiento de Vitamina- B^ obtenido empleando Bacillus brevis* 

Con el caldo B observamos que un aumento en la concentración óe glucosa 

determina un aumento en el rendimiento de Vitamina B^ (mayor rendimien

to para el 45^ que para el l^)#En cambio con caldo A los resultado^ se



invierten (mayor rendimiento para el 1% que para el 4%)»

Fuente de nitrógeno:

De los sustratos nitrogenados ensayados en nuestro trabajo,el que per

mite obtener mayores rendimientos,ya sea empleando Streptomyces ollva- 

oeus L>0*194,o Bacillus brevis L.O» 195,es la peptona de caseína ^si

guiéndole en orden decrecientes la peptona de carne ,peptona de gluten 

y ácido glutámico»

Fuente de factores minerales y accesorios:

Obtuvimos mayor producción de Vitamina al emplear como fuente de 

factores minerales y accesorios (y además,de nitrógeno) un "licor dé 

corn steep" obtenido a partir de maíz germinado.Los resultados fueron 

inferiores cuando el "licor de corn steep" provenía de maíz sin germi

nar,e inferiores aún para un "corn steep" concentrado,pero eneste 
> t 

último caso existían substancias preservadoras en el "corn steep" y 

un largo almacenamiento previo»

Las características productoras de Vitamina B^g del Bacillus 

brevis L.0,195 son más estables que las del Streptomyces olivaceus L.O» 

194 a las condiciones adversas del medio, pues en el caldo de-fermenta

ción adicionado con el último "corn steep" enumerado,el S, olivaceus 

no produjo prácticamente Vitamina B^g,en cambio,los títulos logrado* 

con B,brevis alcanzaron las 1500 unidades de Vitamina B^g por cm •

El Bacillus brevis presenta una curva de producción cuya máxi

ma se mantiene durante más días que la del Streptomyces olivaceus» 

$a producción máxima de Vitamina B^g obtenida por cultivo en superficie 

en nuestras condiciones de trabajo es similar para S.olivaceus L»0.194 

y Bacillus brevis L.O. 195. / i - V4+ 4 «n \( 5*5^0 unidades ae Vitamina B^g por cc )*

2) Fermentaciones sumergidas:

De los dos medios de cultivo ensayados,que denominamos A y £,seleccio

namos el A como más conveniente en base a los rendimientos obtenidos 

con S.olivaceus Le0, 194 y Bacillus brevis L»0» 195»

El caudal Óptimo de aire para la fermentación es de 1 litro 

de aire por litro de medio y por minuto»

Fuente de nitrógeno:
De los sustratos nitrogenados que ensayamos, el que permite obtener Íqb 

mayores rendimientos, empleando el Streptomyces olivaceus L.O» 194 o



i 4 3

Bacillus brevis L.O. 195» so la peptona de caseína, siguiéndole en 

orden decreciente la peptona de carne y la urea,en un mismo nivel 

para ambos gérmenes,y luego el nitrato de amonio,con resultados 

bastante inferiores.

En las fermentaciones sumergidas,realizadas por nosotros 

los títulos de Vitamina obtenidos con B.brevis 1.0.195 (3.500 

unidades de Vitamina B- por cc) son superiores a los logrados con 

olivaceus L.O. 194 (2.000 unidades de Vitamina B^ por cc).

El Bacillus brevis L.0.195 presenta una curva de producción 

de Vitamina B 9 cuyo valor máximo se mantiene durante más tiempo que 

el del Streptomyces olivaceus L.O.194,en forma similar a lo obser

vado en las fermentaciones por cultivo en superficie.
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