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I) INTRODUCCION

1A vitamina B-12,factor de crecimiento ampliamente distribuido 

en la naturaleza en cantidades mínimas,estimula la función de 

hematopoyesis y desempeña un papel importante en la nutrición 

del hombre y de los animales.

Su aislamiento fue realizado a partir de materiales biológicos 

como el hígado casi simultáneamente por tres laboratorios inde

pendientes de investigadores:uno americano (Compañía Merck) y 

dos ingleses (Laboratorios Glaxo y British Drug Hguse).

Con la obtención en forma cristalizada de la vitamina B-12,a par

tir de los caldos crudos de fermentación de microorganismos como 

el Streptomyces griseus,S.antibioticus,Seroseochromogenus,Bacillus 

subtilis,Mycobacterium smegmatis etc.se lograron fuentes de gran 

valor industrial,que en breve tiempo producen notables cantidades 

de vitamina B-12.

El objeto del presente trabajo es el estudio de los disolventes 

dotados de mayor poder extractivo de la vitamina B-12 contenida 

en los caldos crudos de fermentación ael Bacillus brevis.

Se ensaya así mismo las condiciones óptimas de extraccióm • 

temperatura,c ncentracion y reacción*
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a) Antecedentes?
Para historiar el descubrimiento de esta vitamina,debemos re

troceder hasta el año 1926 en que Q.R.Minot y W,P,Murphy.hacen que se abando

ne el concepto de incurable de la anemia perniciosa,pues observaron que en el 

tratamiento de dicha enfermedad,la administración de un régimen alimenticio 

abundante en hígado era altamente satisfactorio.

El paso siguiente fue dado por E.J.Cphn y G.R.Minot y colabo- 

radores,que aislaron del hígado la fracción G,responsable de la acción anti

anémica.

La naturaleza química de esta fracción fue considerada por Cphn en 1928,co

mo una base nitrogenada y en 1930,como una amina secundaria ó terciaria.

H.D.Dakin y R.West en 1935,supusieron haber aislado esta frac

ción en estado puro y cristalino y le asignaron la estructura de un complejo 

que contenía hexosamina y algunos ácidos aminados,pero exenta de bases piri- 

midínicas y púricas.
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En trabajas «neteriares estos autrres aclaren que la fracclan antlpernicl»sa 

era un pellnentiáe que eosefa ticunas ie las •jt.'bíeiades de las albuaasas. 
I*  hidrólisis de ese sellueetld» daba ericen a varíes ácidos aalnadest(ar-

1 

ginina,prolina,hidroxiprolina,leucina y ácido aspártic©).

Loa trabajos de Subbar ©w y Jacehsoa (1937)«atribulan la ac

ción antianémica a la existencia en el hígado de varios factores aotivos que 

fueron denominados primarios y accesorios. Ies accesorios completan la acción 

de los «rimarlos y sen tresiun complejo de «urina,tirosina y un peptid©. 

Estos factores son inactivos pero junte a los primarios se tornan activod. 

La naturaleza química de los factores primarios era desconocida. Otras expe

riencias parecían demostrar la existencia de mas de un factor antianémico. 

Así,la anemia causada n©r la toxina tífica,se curaba «©r extracto de hígado y 

no por las fracciones aurificadas activas en la anemia perniciosa del hombre.

En la búsqueda del agento química causante de la acción 

antianémica del hígado influye notablemente el estudio de los factores nece

sarios para el desarrollo de microorganismos en determinados medios de cultivo. 

A3i»Snellyy Peterson en 1939,descubrieron un nuevo factor indispensable para 

el crecimiento del Lactebacillus easei y también del Streptococcus lactis R □ 

Streptccoccus faecalis,como lo demostraron Hutchings,Bohemos y Peterson en el 

aFc 1^41. y
En 1942,Mitcheli,Snei1. y Williams,obtuvieron de un concen

trado de espinacas,un extracto dotado de gran actividad sobre el crecimiento 

del Lactobacillus easei y el Streptoceccus lactis R y a este factor descono

cido dieron el nombre de Acido Felice,que deriva del latin "folium"(hoja) y 

ha persistido,aunque este factor fue hallado más tarde en ©tros ©rganes y ve

getales no foliáceos.
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Pfiffer.Blnkley y Brown en 1943.Aislaron del hígado un 

factor antianemlco para el pollo,en forma de cristales do color amarillo- 

•naranjado,que a igual que el ácido folleo favorece el orooimiento del 
Lactobaoillus caeel y el Streptocoocus lactis R,

La estructura del ácido folleo fue conocida por reacciones 

de degradación en medio alcalino y en presencia de oxígeno,descomponiéndose 

el ácido folleo en dos fracciones:una de función amina aromática que por 

hidrólisis acida da ácido p-amino benzoico y ácido 1-glutámico, La otra 

fracción es áoida,miorocristalina,de fluorescencia azul,de naturaleza pte- 

rldínlca y por descarboxilaclón conduce a la 2-amino-4-hidroxipteridina. 

La degradación del ácido folleo,por medio de anhídrido sulfureso,da,además 

de la fracción amina aromática que se obtiene en medio alcalino,un deriva

do pteridínico de naturaleza aldehídica,

Aneier y colaboradores«realizaron en 1943,la síntesis del 

ácido folleo y le asignaron al núcleo fundamental la estructura siguiente:

Acido Folleo

Al ser ensayado por método bacteriológicos y clínicos se 

consideró al ácido folleo como la verdadera "Vitamina Antianémica",por ha

ber demostrado su capacidad de producir glóbulos rojos en la sangre como

los extractos de hígado más eficaces,

Pero,el ácido folleo resultaba tóxico para el sistema 

nervioso pues no prevenía las lesiones neurológicas de la anemia perniciosa.
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Bata neurotoxloli.t ha alia explícala por Cobb.Pearson y Hastingadoono de

bido a la fornación en laa aoluoionea no recientes le ácido folleo le lerl-
I

▼ados de fotoescición ,tal es la 2-amino-4-hidroxi-6-formilpteridlna ex

tremadamente neurotóxloa.

Tampoco podía constituir el verdadero principio antianémico pernicioso 

contenido en los extractos hepáticos,ya que la actividad de estos se mani

festaba en doBis mucho menores que con el ácido folleo. .
4

La Imposibilidad de que el ácido folleo fuese el verdadero 

principio antianémico pernicioso ,ha sido superado por el descubrimiento 

de la vitamina B-12.oue actúa a la dósis de 1 gama,
//

En el año 1947.Mary Shprb.hallo que el crecimiento del

Lactobacillus lactis Dorner,era estimulado por un factor existente en el 

hígado en gran cantidad y en menor proporción en la levadura,pepsina,pep- 

tona,leche peptonizada etc. Revela que la propiedad antianémica de los pre

parados de hígado existentes en el comercio,está en relación lineal con la 

concentración de este factor.

Basándose en estos trabajos«K.ffolkers y colaboradores en 

1948,aíslan en forma cristalizada,el principio antianémico del hígado y lo 

designan con el nombre de «Vitamina B-12w, Su actividad es tal que permite 

el desarrollo del Lactobacillus lactis en una concentración de 0.000013 mi- 

crogramos por mililitro de medio de cultivo.

Simultáneamente con el descubrimiento de Eolkers en Estados 

Unidos.Smlth y Parker.en Inglaterra,anuncian un aislamiento similar pues 

empleando un método cromatográfico lograron concentrados muy activos los
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que por iigeoiián trfptiea y nueva cromatografía condujeron a un producto
’ I

que cristaliza en acetona*
/V

Ellis*Petrow  y Snookotambién en Inglaterra,obtuvieron una 

sustancia similar a la de Rickes y Smith. Extrajeron el principio antiané- 

mico de sus soluciones acuosas por tratamiento repetido con n-butanol en 

presencia de alta concentración de sulfato de amonio» Al final realizaron 

una adsorción cromatográfica por columbas cargadas de bentonita ¿silicato 

de aluminio y cristalizaron el producto adsorbido con solución acuosa de 

acetona.
La potencia del producto cristalino aislado fue determiná

is
do por Shorben 1948, y es de 11.000o000 L*L.D*/mg.
Dedujo Shorb'jque la vitamina B-12 existente en el hígado eB responsable del 

desarrollo del Lactobacillus lactis Dorner.

Con el aislamiento de la vitamina B-12 partiendo de extrac

tos hepáticos,se confirma la teoría de que un solo factor era necesario 

para el tratamiento de la anemia perniciosa del hombre*
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, ) Prepiedades generales:

La vitamina B-12 cristalizada¿aislada tanto del hí- 

^rdo come de los caldos de cultivo del Streptomyces gri3eus,se presenta en fga?- 

na de adujas de color rejo oscuro. Es inodora y no posee saibor apreciadle.

Es soluble en agua: 1 gr.se disuelve .en cerca dé 80 

ml.de agua. Es insoluble en acetona,cloref@rm@ y éter,ñero soluble en alcohol.
. S0QEl noder rotatorio específico es: (<*l ! 6563 -59 - 9*
D

El producto desecado es higroscópico y absorbe rapi- 

damente de 10 a 12$ de agua en ambientes de humedad relativa del 50$.

No requiere protección de la luz difusa pero sí de 

la luz solar puesse separa el ciano grupo que se vuelve a recombinar en la 

obscuridad.
Las soluciones acuosa son neutras con una estabili*  

dad máxima comprendida entre pH 4t5 y pH 5 midiendo ser autoclavadas a 120QC 

durante 20 minutos.

ml.de
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Por el calor se descompone a pH 2 y máB rápidamente a pH 9 y pH 12.
Loe índices de refracción,determinados sobre los cristales 

desecados al vacío son: ot ti.616, A «1.652, Y :1.664

Cuando se determina el punto de fusión los cristales oscurecen 
entre 210 y 220&C y no funden a 300^0.

La soluciones acuosas presentan en el exámen espectroscopio© 
las siguientes bandas de absorción: una en la región visible del espectro con 

un máximo de 500 mu. y dos en el ultravioleta:361 mu y 278 mu, con inflexiones 

a 322 y 304 miv

En las titulaciones potenciométricas se comporta como una ba

se poliácida.

La vitamina B-12 cristalizada se inactiva lentamente en solu

ciones de ácidos ó álcalis fuertes.

Mantenida en ambientes estériles y vehiculizada por soluciones 

salinas isotónicas,puede mantener su actividad terapéutica,a la temperatura 

ambiente durante más de un año.

Es reducida por el hidrógeno en presencia de platino como cata

lizador,por el aldehido fórmico y por el bisulfito.

Es atacada profundamente por ios agentes oxidantes.

En lo que respecta a la compatibilidad e incompatibilidad de 

la vitamina B-12 con varias sustancias de interés farmacéutico,es necesario 

no solo tener en cuenta las características de la vitamina B-12 sino también 

la pureza de la sustancia a la cual se intenta asociarla.

Las impurezas presentes en las sustancias adicionadas a la vitamina B-12,aun

que representen el 1,1% ó menos del producto total,pueden dar lugar a reaccio

nes químicas por cuanto pueden encontrarse en proporción molecular ó mayor de



la Molecular con respecto a la vitamina B-12. Por tales razones es necesario 

controlar la pureza de todas las sustancias que forman parte de un formula 

que contiene vitamina B-12.
La vitamina B-12 cristalizada es de una gran pureza 

y de menor reactividad que el concentrado de la vitamina misma. Esta diferen

cia es bien apreciable si se compara la velocidad con que pierde la actividad 

la vitamina B-12 impura y la solución de vitamina pura en presencia de sustan- 

cias reductoras como por ejemplo el ácido ascórbico.

Gakenheimer y Feller,estudiaron la incompatibilidad 
entre la vitamina B-12 y el ácido ascórbico agregando a una solución que con

tenía 15/^g/cc de vitamina B-12 cristalizada,ácido ascórbico en la propor

ción de 10 mg/cc y 50 mg/cc a otra muestra de la misma solución de vitamina 

B-12 cristalizada.

El mismo ensayo lo efectuaron con una solución de concentrado de vitamina 

B-12 (equivalente a 15/vg/cc de solución)

Luego de esterilizar por filtración y envasar asépticamente en ampollas,se 

mantuvo a 28-30QC durante 24 horas. La medición de vitamina B-12,por el mé

todo microbiologico indicó que .más del 50$ de la vitamina B-12 se había des

compuesto.
e

Paralelamente se hicieron ensayos con las citadas soluciones de vitamina B-12 

pero sin el agregado de ácido ascórbico sin observarse en la valoración des

composición de vitamina B-12.
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Propiedades terapéutica» de la vitamina B-12

Clínicamente se ha demostrado que su empleo provo- 

ca remisión de los síntomas de. la anemia perniciosa,mejorando los de las 

anemias macrocítlcas y megaloblástica» de la infancia*  Con una cantidad do
' /í

10 mcg. de vitamina B-12.Ungley.obtuvo un aumento de eritrocitos en anémi

cos perniciosos y con 15 mcg.el nivel de hematíes llegó a 4,5 millones por
3

mm.
La vitamina B-12 es activa por vía parenteral admi

nistrada en dosis del orden del microgramo(l a 3 mcg.diario») y se la ha 

identificado como el "Factor extrínseco de Castle" ó sea el componente exó- 

geno del "Factor de maduración erítroblástica". Su acción antianémica tam

bién se manifiesta por vía oral siendo necesario para su utilización efec-
t

tiva la presencia del "Factor intrínseco de Castle? agente activador que 

existe en el jugo gástrico de acidez normal ó elevada pero es escaso en el 

paciente de anemia perniciosa pues el jugo gástrico es de baja acidez,por 

lo cual para que sea absorbida por vía oral debe ser acompañada deuna ade

cuada cantidad deTactor intrínseco",que existe en la mucosa estomacal y 

duodenal del cerdo.
Las proteínas animales constituyen el principal 

alimente aportador de vitamina B-12. Para su absorción es necesario su pre- 

via combinación con el "Factor intrínseco de Castle". La absorción se reali

zaría en el mismo estómago y primera porción del intestino delgado» Como la 

capacidad normal de absorción es baja,una buena parte de vitamina B-12,se
<

elimina por las heces.
En el estado actual de su conocimiento,la vitamina 

B-12 puede explicar en el organismo viviente una serie de funciones.



1 O

Así,se la ha considéralo como el componente principal del "Factor de Apro» 

▼echamiento Proteínico Animal (Animal protein Factor),por lo que oonfierd 

al organismo mayor capacidad de asimilación dei nitrógeno proteico acele

rando el crecimiento por estímulo de la función plástica,lo que se ha puesto 

en evidencia experimentando en ratas,topos,pollos etc.

Su aplicación como estimulante del crecimiento de niños de desarrollo retar

dado ha sido comprobado en varios casos»

Sobre la célula hepática ejerce una acción pro

tectora "ahorradora de la metionina",pues cuando esta vitamina está presente 

en la dieta,es posible utilizar la homocisteina en lugar de la metionina» 

Es además,oapaz de aumentar "in vitro" en la célula hepática la reducción 

de los compuestos caracterizados por una función -S-S- .

Se le ha atribuido además un efecto antihistamínico y antianafiláctico que 

no se ha podido confirmar aun.

Por ser virtualmente atóxica ha sido usada con éxito en transtornos de ori

gen hematológico,dermatológico,neurológico y gastrointestinales»

Se ha observado que la vitamina B-12,provoca una 

excreción del fenol en el anémico pernicioso,ejerciendo efecto análogo al 

de los extractos hepáticos . Esta disminución se interpreta como una índice 

de desintoxicación unido a la normalización del enfermo.
*

Las observaciones hechas sobre el comportamiento
/

biológico de la vitamina B-12 y las que se irán efectuando,permiten suponer 

que se podrá llegar a la interpretación del exacto significado bioquímico 

de dicha vitamina»



prwpledaiea .farpac.l¿glcas de la vitamina B^g
y

Absorción! ’
La vitamina B^gllega al organismo en los alimentes,principalíen

te las tire teínas animales*
/ (

K® obstante ser una sus tanda .muy soluble y difusible,su absorción que se 

realiza en el estómago y primera n*Hiín del intestino delgado,es extremada*
I

mente difícil aún en individuos normales.Para ello es necesario la combina- 

ciín con el factor intrínseco de Castle>que es un agente activador térsela- 

bil,de n&tura-leza enzimatica contenido en el jugo gástrico.

Castle en 1929,enunció la hipótesis de la formación del factor antianémico 

en el hígado. De acuerdo a esta teoría ciertos alimentos contendrían el fac- 

t -r extrínseco.termoestnble*nue se combinaría con el factor intrínseco y
*

ambos originarían el factor antianémico,que absorbido se almacenaría en el
t

‘ «

hígado *
Z 1 • •

En la anemia perniciosa es típica la atrofia de la mucosa intestinal lo. que 

ocasiona insuficiencia de factor intrínseco,en el jugo gá.stric© p©r él ela- o
horado y por consiguiente. deficiencía de factor antianémico.

El descubrimiento de la vitamina B^g en 1948,y la eficacia de los resultados 

obtenidos al administrarse el factor antianémico en pacientes cen anemia ica* 

c.rocitica,demosfr© claramente auc el factor'extrínseco,el. factor antiaremicp 

y la vitamina. B-jg eran rr.a sola entidad química.

La intervención del factor intrínseco no sería como reactivo químico,sino
9

Corno agente imprescindible regulador de la absorción de la vitamina
* k »

Para dilucidar si el factor intrínseco contenido en el jugo gástrico ácido 

actúa simplemente ayudando la. absorción de la vitamina B^g ® ambos factores 

Juntos constituyen el factor hem^peyético presente en eq suero normal,Ca-
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cen la producida ñor los ‘bacterias intestinales ave la sintetizan en el cíe- 

ge v c^lon.

La alirainacien ñor ría renal es escasísima aún cuando se hayan ingerida 

grandes d¿sis.

La elimina cion es más rápida cnand » ha sidi administrada par vía endovenosa 

que cuando le fue por vía intramuscular.

Introducida per vía parenteral circula por la sanare durante varias horas en 

forma libre y una pequera parte en f. rma combinada. La forma libre sería ra- 

•oidamente eliminada pero re la combinada.

Como t^da.la vitamina absorbida en el intestina_se presentaría en la sangre 

baj ' la fr.rma combinada y su eliminación es escasa.por la orina,aún cuando 

&p haya ingerid® el'ote de hasta 10 mgs.

El organismo tiene noca tendencia a retener esta vitamina ya que su elimina

ción aumente notablemente a .continuación de su administración.

?rC'tabolisno de la viten i na 5. :
”12 se ha demostrad® el.papel que desempeña cqm©

/
factor nutritivo esencial para el hombre,ratas.gallinas y muchas bacterias. 

Ejerce una notable acción antianémica,siendo el factor hemope.yétiCu más ac

tivo que se conoce núes Solo sen necesarios microgramos para producir remi- 

si.óri de los síntomas de la anemia perniciosa.
.1

Su principal función metabólica es la de promover la maduración de los eri

trocitos con lo cual queda normalizado el aspecto histológico de la médula 

'sea,el cuadro sanguínea,el volumen globular y la cmcentr^c ión de hemoglo

bina. Interviene también en el metabolismo de las proteínas y nucleoproteinag
* \

siendo la respuesta hcmática una de las consecuencias de la regulación de 

estos metabolismos•



Se sugiere cue defectuosa formación te ácidos nucleica» y nuclooprotei*
*

na» conduciría al desarrolle de la anemia megaloblástica macrecítlca.

El Betabelteme del ácido felice desempeña también una prominente posición
fien esta cadena de reacciones. En 1948gduberlioh y Baurnan,conprobaran que el

< *

acide f'lice nodía servir de factor de crecimiento nara muchos Lactobacillu» 

ñero no para e\ Leüconostoc citr®v©rum 8.180,que en cambio era estimulado e#
9

su crecimiento ñor el extracto hepático,por lo que concluyeran i#s autores
l

citados,ñor acentrar nue los extractas hepáticos contendrían un nueva factor 

distinto &1 ácido folie® que denominaron Factor Citreyorum.

Comprobaron estos autores que en la orina de^ratas a las que se administro
> i

grandes d'sis de ácido fálico,se ponía en evidencia la presencia de £rand¿s
♦ «

cantidades de Factor citrovorum,mientras que inhibiendo en el mismo animal
i

la producción de ácido folie© por la administración de sulfaguanidina,se su- 

prinía casi integramente la eliminación urinaria de Factor Citr^vorum,1® que 

demostraba que este factor estaba estrechamente ligado al ácido fólic@.
¡y f

Niche1 y Nelch,realizaran experiencia tendientes a demostrar' que el ácido as*
i'

corbico favorece la conversión en el organismo del ácido fálico a Factor Ci-
.4.

trovorum.

Sauberlich en 1949,observé que la aminept.erina inhibe e;l crecimient» del Leu- 

cenostec cltrí'Vorim,ner® que el Pactar Citr.varum suoera tal inhibidi»n al
«

contrario de 1® que, hace el ácido fótico.

T$<»nd y col.en 1949,estudiaron el pasible antagenism» del acide fílice,encen-
” I

f

trando que un derivado" del ácido metilfólico era activo en tal sentid© y ob

tuvieran el ácido f .jlíniCQfG.onvirtiend®^ el ácid® f 'lic® en f©rmilf *lic^ Y 

desnues reduciendo el ácido f©rmilfólico en presencia de ácido ascárbic®.

El preducte •btenid»'era 1 millén de veces más active que el acide filie» ce-



faator 4e oreciniento del Leuconostoc éítrev^run.

El ¿alie felice y la vitamina B^g intervienen respectivamente en la síntesie 

de la timina y de desexiribonucleos ido ¿ timiiina.

El acide felice ne certa en realidad la ferma biológicamente activadla cual
’■ • ■■■ *

antes de actuar se transformaría en el organismo en un compuesto del tipo 
del acide felínic«.

*
B1 esquema siguiente explicaría la acción terapéutica intensa iei acide fé-

• " 4

lice y de la vitamina B en la síntesis de la tinina y de su clea.xiribjnu-
JL - j

cle'nid® 5 tinidinaj

Acicv Felice
J .

Acide Polinice Vitamina B
- ■—------------------ > Timana —  ----- .---------- —------- Timidína

En la primera etapa de la síntesis de ácidos’ nucleicas,el ácido felínico
. i

probablemente actué ceta® una enzima en la metilaciín del uracilo para formar
■ >

una base niriraid ínica: la timina.

De manera similar,la vitamina B^g parece promover climáticamente la trans- 

formación de la tinina en núcleosido:timidina,que entonces entra en la f^r- 

maciín de los acides nucleicos.
. 4 «*

Una deficiencia ya sea de ácido folínic© ¿ de vitamina B _ interferirá en la * 13 ' '
> • • ■ --

síntesis de ciertos ácidos nucleicas,nreduciépdese la anemia macrecítica ne- 

galpblástica.

Existe una interrelacion entre la vit mina , el ácido filie© y el ácido

ascorbico,en.la función de promover al desarrollo- y maduración de los globu-
• • b

• ■ f

los rojos. Un hecho que hace destacar la necesidad de acción conjunta de la 

vitamina B y el ácido filies,1® c nstituye el de ser ineficaz la acción de



la vitamina B^*bn  la maduración de los megaloblastos’si falta el ¿oído fo

lio. Ademas,cuando la vitamina B12‘es insuficiente el ácido’folleo es ine
ficaz.

Se ha demostrado que una deficiencia de vitamina C,produce un mayor gasto 

sobre las reservas del organismo en *ci"lo  fólico,para mantener el metabolis^ 

mo de los aminoácidos especialmente la tirosita.originando una anemia iacr# 

cítica.
/•

La vitamina B-j $> rosee el carácter de -Factor de Aprovechamiento Proteinico

o A.P.F.,ner favorecer el crecimiento por estímulo de la función plástica lo 

que se revela p»r una mayor retención del nitrógeno proteica .

El Factor de Aprovechamiento Pr^tenico sena idéntico a la vitamina Bj_2 ó
' I

estaría intimamente ligado a ella.
* *

Cuando falta el Factor de Aprovechamiento Proteinico,se. altera el metabrlis- 

proteico. Fr^st \y Col.comprobaran que ratas javanés a las que se adminis

traba una dieta carente dexvitamina P^pcrecian deficientemente pero lu£go 

el desarrollo' tendía a normalizarse en proporción al tener de vitamina B^g 

del alimento.
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c) Constitución química;
La fórmula molecular de la vitamina B-12 es aproxi

madamente la siguiente: C61/64 H86/92 N14 013 P Co.
aEn 1949,Eolkers y colaboradores determinaron que su peso molecular esta pró

ximo a 1300,de acuerdo al contenido en cobalto^determinado por ebulloscopía 

en solución alcohólica,dio un valor de 1490 más ó menos 150,demostrando el 

contenido en la molécula de un solo átomo de cobalto.

La presencia de cobalto ha sido demostrada por análisis espectro!otográficos 

y, casándose en los estudios de susceptibilidad magnética de esta vitamina se 

ha comprobado que es un complejo de coordinación cobáltico,siendo la unión 

del cobalto del tipo coovalente más que iónico..

La ■proporción de cobalto,determinado en el producto desecado al vacío es de 

4$ y a este elemento se asociaría el color propio de esta vitamina .

En cuanto a la función biológica del cobalto,diremos que su importancia en 

la biosíntesie de la vitamina B-12,se ha verificado experimentalmente con
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microorganismos cono el Mycobacteriun smegmatis,Streptomycee griseus y Picudo 

nonas sp. que cultivados en medios a los que na se agrego cobalto,la cantidad 

de sustancia activa del Lactobacillus lactls Cerner producida fue de 540,880, 

y 640 microgramos por miligramo respectivamente,mientras que en medios que te- 

nian Cobalto producian 3800,3500 y 3000 microgramos ñor miligramo de sustancia 

activa del Lactobacillus lactis Dorner.,
í i

Ellis,Petrow y colaboradores en 1949,hallaren luego de hidrolizar 

la vitamina B-12 con HC1 al 20# y calentar 6 horas a 100fiC,que el equivalente 

de P es del 2#.

De acuerde con la determinas ion de cobalto,la relación C©:P es 1:1.
i*

Para Smith en cambie,sería de 1:3 1© que implicaría la existencia de des facto

res de propiedades hematopoyéticas que contienen cobalto. í,

El conocimiento de que el P y el C© existen en la molécula de vi

tamina B-12,permitió su engarce c©n isotonos radioactivos de estos metales a 

fin de facilitar los estudios en el metabolismo.
60 ^2 . q •Lester Smith y colaboradores,incorporaron el Ce y el P a la vitamina B-12 

producida en la fermentación del Strepto^yees griseus,obteniendo productos de 

actividad radioactiva notable.

La vitamina B-12 contiene:; en su molécula un grupo nitril© desti

nado a coordinar el átomo de cobalto.

La existencia de este nitril© se determino por oxidación en un sistema cerrado„ 

La vitamina B-12 disuelta en ácid© sulfúrico 0,751T se hace reaccionar con per- 

manganato de potasio al 2^.y a la temperatura de 0QC.

Jja. mezcla de reacción se calente a 750C y les gases que se producían se hicie-
í

'ron pasar a través de una solución diluida de hidréxido d-e sodio donde se
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con'oro'bo la presencia de nitrilo con heno idlna, cobre y eulfato de hierro.
JUi

Brink,Kuehl y colaboradores,obtuvieron también una li¿ 

beración del ácido cianhídrico por calentamiento de la solución de vitamina 

B-12 en ácido clorhídrico ó solución acuosa de ácido oxálico,a la temperatura 

de ebullición bajo reflujo durante 5 horas.

En cambio no pudieron comprobar la presencia de nitrilo cuando la vitamina 

B-12 es calentada con ácido sulfúrico en condiciones similares a las señala - 

das para el ?*cido  clorhídrico u oxálico,debido a que el ácido sulfúrico mues

tra una ligera tendencia a formar complejos de coordinación con el cobalto 

impidiendo el desplazamiento del nitrilo de la esfera de coordinación.

La demostración de que la vitamina B-12 no es de natura- 

leza polipeptidica fue realizada por Brink,Wolf?Kaczka y colaboradores,hidro- 

lizando con HC1 6N y tratando el pr ducto de hidrólisis con ninhidrina que re

veló ausencia de aminoácidos.

Brink y colaboradores,llegaron a establecer la posibi

lidad de la existencia de anillos pirrólicos en la molécula de vitamina B-12, 

al observar que por fusión alcalina reacciona con el reactivo de Ehrlich(p-di- 

metilbenzaldehido) dando una coloración roja que es característica de las sus

tancias nitrogenadas incluyendo los pirróles.

Un paso de notable importancia sobre la fórmula de la 

estructura de la vitamina B-12,ha sido el estudio de los productos de demoli

ción por hidrólisis acida.
XJ'

Brink,y Folkers en 1949,han logrado aislar como pro-
f

ducto de demolición de la hidrólisis acida de la vitamina B-12,uri compuesto 

de naturaleza básica que por datos analíticos y sintéticos se comprobó es el 

5-6 dimetil-bencimidazol,pues tratando el 1-2 diamino 4-5 dimetil benceno con
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ácido fornico Be olí tuvo el 5-6 dlMetll-¥enclnldazol ean un punte de fusión 

lnual a P.F 204-205®C,idéntico al producto de estudie.

5-6 dimetil-bencimidazol

1-2 diamino 4-5 d iri? t ilbencen»

Formula que se atribuía a la vitamina B-12'
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Les estudies de Brink,Holly y colaboradores«sobre la degrada

ción hidrolítica. de la vitamina B-12,han permitid© establecer que tales frag

mentes de la citada vitamina,se encuentran ligados en la sustancia originaria 

bajo la fnrm de ribósido.

Este producto de degradación se ha podido aislar bajo la forra de picrat© de 

l<A-d-ribofuran*side  b-6 dimetil benciinidazol,cuya naturaleza química ha sido 

confirmada por vía sintética condensando la 2-nitro 4-b dimetilanilina con el 

b-tritil d-ribofuranósido a 2-nitr© 4-5 dimetil N(5'tritil-d-ribofuranesido)- 

anilinatreduciendo el nitroderivado a amina y engarzando al final el núcleo 

bencimidazólic© con ester etilminoférmic©. p@r hidrólisis acida de este últi

mo producto se obtuvo una sustancia cuyo picrat© se ha demostrad© es idéntico 

al nicrato del producto natural tanto por sus propiedades físicas como quími

ca 8 • ? _
Por un método de síntesis análogo al usado para el isómero Oí 

se ha podido sintetizar el isómero 1-d ribofuranósid© b-6 dimetil-bencimi- 

dazol.' , ,
Con el ©bjet® de simplificar la nomenclatura,se ha propuesto 

designar comodt yfl Ribazol al©( y^? 1-d-ribofuranésid© 5-6 dimetilbencimiiizel.

Ribazel

£ Rjbazol
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En lo que respecta a la relación entre lae propiedades 
biológicas y la estructura química,Folkers^,hizo notar que una fracción del 

5-6 dimetil-bencimidazol»ó sea la parte que corresponde al 1-2 diamino 4-5 

dimetilbenceno,se encuentra tanto enla vitamina B-12 como en la Riboflavina 

Lixoflavina(aislada del miocardio humano) y en algunos 5-6 dimetll-bencimi- 
dazoles de interés biológico.

Estos productos de degradación por hidrólisis acida,tienen una actividad bio

lógica similar a la de la vitamina B-12. Las experiencias realizadas con el 

e^y/3Ribazol revelaron una actividad igual a 1/400 de la vitamina B-12 al ser 

suministrados a animales junto con polvo de tiroides y faltando en la dieta 

las proteinas animales.

La hidrogenación catalítica de la vitamina B-12,en pre- 

sencia de oxido de platino,fue realizada por Kaczka,Wolf,Folkers y colaborado

res ,obteniéndose un producto que extraido por acetona cristalizó en agujas 

rojas. Este compuesto se designó como vitamina B-12a,siendo sus índices de 

refracciont^Gl.580,1.640,X*.  1.654. El espectro de absorción demostró un má-
«ú

ximo de 2,780 A, 3,610 A, y 5,500 A igual que la vitamina B-12. 

El contenido de cobalto se comprobó es de 4,58$ y el de fósforo 2,43% .

Observaciones de Kaczka,Wolf y colaboradores,demostraron 

que en la vitamina B-12a no existe el grupo nitrilo,presente en el complejo 

de coordinación cobáltico de la vitamina B-12,pero sí a una solución de vita

mina B-12a,se agrega iones CN,se transforma en vitamina B-12.

Las soluciones acuosas de vitamina B-12a tienen un pH 

cercano a 9 y en las titulaciones se comporta como una base débil con un gru

po hidroxilo que ha reemplazado al ion CN.de ahí la denominación de Hidroxi- 

cobalamina,mientras que la vitamina B-12 se denomina Cianocobal'amina»

CN.de
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De los productos de fermentación del 8treptomyces 

aureofaciensxPierceJlPage_£_colaboradore8*,describen  el aislamiento,en forma cris- 
/ 

talizada de la vitamina B-12b. Jackson.Whitield.De Vries y .colaboradores ,1a ob- 

tuvieron como sub-producto de la fermentación de la Neomicina.
I

Su contenido en cobalto es cercano a 3,64% y el de fosforo de 2%. 

Su espectro de absorción es similar al de la vitamina B-12a,no existiendo en
1 

ambos la banda de absorción a 2.140 cnT que se observa en la vitamina B-12. 

Al igual que la vitamina B-12a difiere de la Cianocobalamina por la ausencia 

del grupo nítrilo,conteniendo un grupo hidroxilo en su lugart Basándose en las 

características físicas,ha sido demostrado que las vitaminas B-12a y B-12b,son 

idénticas,pudiendo estos dos factores ser fácilmente transformados en Cianoco

balamina por tratamiento con cianuro de potasio,
¿i

Lang y Chow,estudjaron la inestabilidad de la vitamina 

B-12 al ser calentada en presencia de agentes reductores,

ffrost y colaboradores,demostraron la estabilidad dife

rencial entre la Cianocobalamina y la Hidroxicobalamina en presencia de ácido 

ascórbico,proponiendo su uso como medio de diferenciación de la Hidroxicobala

mina. En tales condiciones ésta fue detruida completamente,no siendo afectada 

la vitamina B-12 pura. En los concentrados comerciales,la relación Hidroxico- 

balamina/Cianocobalamina,se encontró que varía ampliamente.

Anslow y colaboradores(1950),al efectuar estudios en 

el grupo de la vitamina B-12,aislaron por adsorción cromatográfica de los líqui

dos de fermentación del Streptomyces griseus,las vitaminas B-12c y B-12d. 

Se diferencian de las vitaminas B-12a y B-12b por sus propiedades físicas y 

químicas. Entre las propiedades físicas que han permitido su identificación 

citaremos el espectro de absorción y la partición cromatográfica.

Jackson.Whitield.De
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La vitamina B-12d posee un espectro de absorción idéntico al de la vitamina 

B-12b,pudiendo separarse de ésta por vía cromatográfica.
Estos nuevos factores resultarían derivados de modificaciones 

químicas no profundas en la molécula de la vitamina B-12. t

La vitamina B-12c se obtiene tratando con ácido nitroso la vitamina B-12b y 

se diferencia de la Cianocobalamina por tener un grupo nitro en lugar del gru 

po nitrilo.

La vitamina B-12d se obtiene eliminando de la vitamina B-12c el grupo nítrico 

,comportándose como la vitamina B-12b de la que se diferencia por su constitu
ción química.

La actividad antiperniciosa de las vitaminas B-12c. y B-12d ha 

dado iguales resultados que las vitaminas B-12a y B-12b y que la vitamina 

B-12 cristalizada,desde el punto desvista cuali y cuantitativo.*Por  lo tanto 

para la cura de la anemia perniciosa,los constituyentes individualizados del 

"grupo B-12”,son terapéuticamente equivalentes.

Lester Smith y colaboradores,al estudiar la estructura y la es

tabilidad de una serie de cobalaminas por medición del espectro de absorción 

y los coeficientes de absorción,demostraron que además de laá cobalaminas
V

neutras y básicas hay una tercera serie de cobalaminas que son acidas que con 

tienen dos iones ácidos que pueden ser iguales ó no ó bien un ion bivalente 

como el ion sulfito. Estas cobalaminas acidas son inestables y solo persisten 

en soluciones que .contienen exceso del ion de coordinación.

P/f ic? Aciia ▲«lia
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Hea tlicnte> inveotigo la presencia posible de etres ouerpes pare-
©!<•■ i 1» TltaiílwM B-12 en nuestras cenerciales ie celialaminas de acuerde a

*
leo ensayas <e pureza ie U.S.P.,determinando el coeficiente ie partíale* ie 

©•bal amina entre lee cisternas solvente/agua*

Señala el valer ie la iistribucion de seta vitamina entre lee sistemast 
alcohel/a<ua,hutannl/ap:ua etc.

Tcdd v colaboradores en 195?.señalar*» 1 os nTnrr^RAR oí *■ tu 

iie de la estructura química de ía vitamina B-12.

a) Una parte de la molécula individualizada come 5-6 dimetilbencinidazol sata 

unida con un puente <lut>oxidice a una molécula ie ribosa f©sf©rilada. en C-2 o 

en C-3.

b) La porción conteniendo cobalto está unida a la restante porción de la m?- 

lécula a través iel <rupo fosfórico y representa las 2/3 partes de la molécula 

misma y su estructura re está todavía aclarada.

o) Ademas han sido aisladas: .1 molécula de ameníac® y 2 moléculas le 1-d amina 

2-pronanel.

Su fórmula,basada en les estudios espectros©'picos de BeaventHolyda.y, Johnson,
i!

Ellis y Petrew,sería la siguiente:

Formula probable de vitamina B^g



El ffrupe de vitamina Ais lamiendo de nueves factoresi á ■ ■ “■ ■ ■ ——— ■—— ■ -

Ford.Holdsworth y Porter en 19b5,dea»8trar«» que ea
« * *

les extractas del’contenido intestinal de ternera y sus Meces,existen junte 

con la cianocohalamina, 4fformas relacionadas: factores A,B,C y peeudovita-*
nina B^g.

Gart,Leste? Smith y Parker(1954),revelaron que la hi
drólisis acida produce la eliminación del rucleótid© en lá cianocobalamina,en 

el factor A y en la pseudovitamina B .
12

Tanto el factor A como la nseud©vitamina B-jg difieren solamente de la ciano- 

cohalamina en la naturaleza del nucle'tid©.

En la cianocobalamina el nucleótid® es el fosfato de 5-6 dimetilbencirnidazol 

D-rihofuran®sa. (Bu c Manan,J©hns ©n,M i lis , Todd , 1954 )

En la pseudovitamina B^o el nucleótido ha sido identificado como adenina. 

(Pión,Calcine v Pfiffrer,195?); y la 2-metil aderaina en el factor A.(Brpwn,
?■/*

Lester Smith,1954)ÍDion,Calkins y Pf iffre r, 1954)■,

La sustancia resultante de la eliminación del nucleótido en la cianocohalmina 

en el factor A y en la pseud©vitamina B-^g ha sido identificada como factor "B. 

No se sabe nue nuclentidotsi existe,esta presente en el factor C.

La actividad microbiológica del factor A y de la pseudovitamina B^g es del 

mismo ©rden que la cianocobalamina para microorganismos como Escherichia celi 

113-5, ñero menor para el Lactobacillus leichmannii.

Ford y Hóldsworth en 1954,realizaren estudios sobre la 

biosíntesis de la vitamina B-m • Observaron los compuestos que se formaban 

cuando se agregaba al medio de cultivo necesario rara el desarrollo de Esche- 

richia coli ,-nurinas ,-nirimi.dina y vitaminas. La pseud. vitamina By*>se predu-



cía cuando hl^istena se agregaba adenina y Be formaba ciawocrbalamiwa cuan» 

do ce agregaba riboflavina ó bubtardas relacionadas como not* ej. 1-díamino- 

3-4 dimetil 6-D-rihitíl amino benceno,A-5 dínetil o-fenilendiamiBa y 5-6 

dimetilbencimidazol.

Los encuestes resultantes eran microbio*! épicamente activos uara el Bacte-
/

rium cali,Lact«bacillus leichmannii y para un pretozoario Ochrómonas rjallia-* ' •
mensis, y-

W > o 11 ey (19 5 Ó -19 51), em i t i © la teoría de que la ribo

flavina y la c lañe coba Imina esta.n intimamente relacionadas ya que amteas ten- 

drian como precursor común del nucleótido al 4-5 dimetil l-2<14mino benceno 

el cual sería capaz de sintetizar,en un medio bic.l opico adecuad®,la cian®- 

c Calamina.
Ce®nermantTaleúkir y DrucVer (1-952) .Hartman ,Dryden y 

Cary(1951). observaren rué en dietas deficientes de vitamina B,g,los bencimida 

soles, sustituidos .promoverían'a una intensa síntesis intestinal de distintan 

formas de vitamina B .activa para los animales superiores,
.12 ' ‘



molecular É® vitamina. B y bu producto de degradación el
, , “12
acid o he_xa_ca rh ox11 i co

La deducción de la estructura molecular <e la vitamina
o

B12 B1<o por el estudie combinada del análisis ouímic» y el análi-

bíb cristalográfico crn los rayos X.
\

^n la nrrte ouínica se destacaron Armitagc,Oannon,Johneon.lester Smith y 
yv -

Tnddde la Universidad de Cambridge y en la ouínica cristalográfica Crowfoüt
>5 ' ’-------- ~—

Uodgkin,de la•Universidad de Oxford.
/

So estableció que el peso molecular de la vitamina Bnes 1357,conteniendo
. «

sv rolecula lfS áte mes y su fórnvl?. ernír-ica es: C v o *T PCo 63'9014 14J 0
i 1

151 cremofor© de, esta vitamina es la porción responsable del color de la mo- 

leerla y contiene el ácido hexacarhqxílico,de estructura semejante a una nor- 

f iriña.

El ácido hexacarboxílic© se libera cuando se hace actuar sobre fta vitamina

B a 12O*C,hidróxid© de tedio al 30^. Contiene 6 grupos ácidos carboxílie.js, 

pero carece de la cr.dxra Leneimidasol-ribósa-fosfato-propanol-aminu.

Es te ácido que ha sido aislad® en estado cristalino por electroforesis sobre 

panel y‘cromatografía,resultó altamente satisfactorio para demostrar la exis

tencia en la molécula de vitamina B^p de una estructura modificada de tipo 

norfirina.

Acido Hexácíirbojtí licu



’Rl análisis cristalográfico con rayo® X,de muestra® del ácido hexacarboxílí-
* * ' ' '

co,rermitio i entificarlocom© el cromófor© de la vitamina B confirmándose ' 12
así la estructura de esta parte de la molécula,con lo cual se completo la/
dilucidación de la molécula comnleta.

La fórmula completa de la vitamina B_,_cs:
lo

Vitamina,

De acuerdo con esta estructura la vitamina B posee:
. i ¿j

1) 4 núcleos pirrolicos. con cadenas laterales de ácido acético y propiáni- 

co substituido

2) 6 grunos anida, primarios y*l grupa amida secundario,uniendo el resto de 

amin© pr^pancl al ácido propiónico agrupad© en el anillo D.
* X

5) Se.observa también cus esta vitamina es un diester del ácido fosfórico, 

S'endA neutralizado el gruño ácido libre del fosfato per una carga po^ 
sitiva e obr c e1 á t em o dc.c oba11o.



La aceptación C'^mc sistema conjugado en su estructura no Bolamente se ha 

demostrado ñor los datos resultantes de los estudios por rayos X,sino tan-
I

X

bien ñor el comportamiento de la vitamina B 9 a la cloruracion con N-clora 

mida,consumiendo 3 me’’cculas de reactivo . El ácido hexacarboxíl ico, en cam 

bio,sometido al mismo tratamiento,consume ?. moléculas del citado reactivo. 

La cloruracion se hace en cada una de las 3 posiciones activadas señaladas 

en la fórmula c©n asteriscos.
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d) Métodos de valoración
1) Químicos:

Los métodos publicados de valoración quí

mica de la vitamina B-12,incluyen la determinación colorimétrica del ácido 

cianhídrico liberado de la vitamina B-12 por fotolisis y la del pigmento rojo 

formado por tratamiento ácido de la vitamina B-12.
OBoxer y Rjckards,de los Laboratorios Merck,efec- 

tuaron la determinación química de la vitamina B-12 por liberación cuantitati

va del ciano grupo por la luz visible con el subsiguiente aislamiento y deter-*
minacion colorimétricacdél ácido cianhídrico liberado. Para ello,la muestra 

con un contenido de 2 a 20 microgramos de vitamina B-12,se homogeiniza con 

10 mi de agua y 1 mi de Tween 80 en un recipiente de acero ó metal Monel.

La solución se pasa al tubo de reacdión,se agrega solución normal de ácido sul

fúrica gota a gota hasta que el pH esté por debajo de 5. Se conecta el tubo de 

reacción con el equipo de aereación y se elimina el ácido cianhídrico libre de 
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la solución por corriente de nitrógeno en la proporción mínima de 500 mi por 

minuto. Durante la operación el recipiente de reacción debe mantenerse al abri

go de la luz. Se continua la aereación hasta tener resultado negativo de ácido 

cianhídrico. Se procede entonces a la liberación del ciano grupo de la vitami

na B-12 colocando el tubo de reacción dentro de la cámara de iluminación y ha
ciendo pasar nitrógeno durante 21? horas.

El ácido cianhídrico liberado por iluminación se determina en el contenido de 

un tubo colector que es enfriado en baño de hielo y se agrega 0,2 mi de solu

ción reactivo de Fosfato de cloramina T (1) y 3 mi de solución reactivo de 

Pirazolona-Piridina.

Se extrae el tubo del baño de hielo y se deja a la temperatura ambiente duran

te 1 hora hasta la aparición de una intensa coloración que se mide por un es- 

pectrofotómetro modelo Coleman 14 a 620 m.tl usando en filtro P.C.5.

(1) Solución reactivo de Fosfato de Cloramina T

Preparación: Se agrega a una parte de la solución de Cloramina T al 0,25$,

3 partes de una solución de fosfato monosódico llí. El reactivo se usa cuando

no hay más separe.ción de flóculos,lo que sucede luego de 15-30 minutos»

(2) Solución reactivo de Pirazolona-Piridina

Preparación: 5 partes de una solución acuosa saturada de metil-fenil-pirazo- 

lona se mezclan con una parte de la solución de bis-metil-fenil-pirazolona en /
piridina»

Este reactivo debe protejerse de la luz y ser desechado cuando aparece un

color rosado.
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Leeter Smith (1948), observó que el producto rojo de 

hidrólisis ácida de la vitamina B-12,se extraía por butanol.

Fantes y Ireland*̂(1950) , ensayaron un método colorimétri- 

co cuantitativo para la vitamina B-12,midiendo la intensidad del color rojo 

del producto de hidrólisis ácida y luego de extracciones repetidas para se

pararla de sus impurezas. La hidrólisis se hace con HC1 N10 en tubos cerrados 

y a la temperatura de 100QC durante algunas horas. El hidrolizado se agita con 

igual volumen de alcohol n-octílico durante 2-3 horas. Se decanta una cantidad 

alícuota de la capa alcohol n-octílico y se diluye con 7 volúmenes de éter de 

petróleo: se lava con una mezcla de de 4 partes de metanol y 1 parte de HC1 N. 

La intensidad del color rojo de la capa alcohol n-octílico- éter de petróleo 

se lee en una microcélula de un fotómetro Hilger usando un filtro Ilford 604*  

Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos por medición microbio-
i 

lógica.

Este método fue aplicado para la medición de vitamina B-12en los líquidos de 

fermentación del Streptomyces griseus,parcialmente purificados y en los ex

tractos de hígado comerciales con un contenido de 0,2% de vitamina B-12 sobre 

el total de sólidos.

La mínima cantidad de vitamina B-12 que puede ser medida es de alrededor de 

4¡D microgramos en no más de 2 mi.

Rudkin y Taylor (1952), describen un método químico de va

loración basado en la diferencia entre el espectro visible de la.vitamina B12 

y el espectro del complejo diciánico formado en soluciones que contienen ex

ceso de ion cianuro. La diferencia de los dos espectros es máxima a 528 my¿^
l/'f

con&E r54.
lcm
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Utilizando esta diferencia en el análisis de la vitamina B-12 se oorrije au

tomáticamente en mucho la interferencia de absorción hallada en las prepara

ciones crudas» Sin embargo es aún impracticable determinar vitamina B-12 di

rectamente de loB caldos de fermentación a causa del bajo nivel de vitamina 

B-12 activa y la gran cantidad de impurezas oclóreadas en la región roja del 

espectro.

A fin de efectuar una concentración de la actividad y una purificación parci

al se incorpora al presente método un¿ extracción con un solvente altamente 

selectivo que elimina mas del 90% de la absorción extraña en la región roja 

del espectro y al mismo tiempo eleva cerca de 8 veces la concentración de vi

tamina B-12 de manera de tener en el espectrofotómetro lecturas exactas.
I

Pereira Porjaz (1949)«hizo la determinación espectrofo- 

tométrica de la vitamina B-12,con un filtro para el ultravioleta teniendo que 

esta sustancia tiene en el campo del ultravioleta a 361 mxt su máximo de 

absorción. A tal absorción le<corresponde un coeficiente de extinción s
1^

£ Er 361,nut<207.lcm . v
Se determina primero la desviación del rayo luminoso para el agua destilada 

luego para la solución de vitamina B-12 cuya concentración se desea conocer. 

Relacionando la densidad óptica correspondiente a esta desviación con el coe

ficiente de extinción,se tendrá directamente el título de vitamina B-12 en la 

solución.
Francois Patte (1951)«valora la vitamina B-12 por croma

tografía ascendente. Esta técnica consiste en depositar sobre una misma hoja 

de papel de filtro«dos gotas de una solución tipo de vitamina B-12 de con
centración conocida y dos gotas de la solución a titular. Se efectúa una
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cromatografía ascendente rápida al butanol que tiene por objeto separar los 

derivados del ácido desoxiribonucleico que también provocan el oreoimiento 

de diversos Lactobacillus (L.leichmannii,L.lactis Dorner.)

El cromatograma se revela dobre gelosa sembrada con Lactobacillus leichmannil 

y se compara las zonas de crecimiento de las muestras a titular de vitamina 

B-12 con las de la solución tipo» >

Pattetserala que este método puede ser también empleado 
para líquidos de cultivos complejos que contienen junto con la vitamina B-12 

uno ó más antibióticos ,haciendo una cromatografía sobre papel impregnado de 

KCTT en una atmsfera de HCK. El solvente de ampliación usado es el isopropa- 

nol al 30^. La revelación del cromatograma se hace por difusión en gelosa 

sembrada con Escherichia coli.
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2) Microbiológicps:

Los métodos microbiológicos de me
dición de la vitamina B-12 se basan en el efecto acelerador de esta vitami*  

mina,sobre el crecimiento de ciertos tipos de microorganismos como bacilos 

ácidos lácticos ó flagelados verdes. Ese crecimiento se evalúa por turbidi- 

metría ó por acidimetría.

Para efectuar la medición microbiológica de la vitamina B-12,debe tenerse 

en cuenta;

1) El gérmen test

2) Mantenimiento de la cepa

3) El medio de medición

4) Preparación del material a medir

5) La siembra

6) La lectura e interpretación de los resultados

1) El gérmen test:

En el método microbiológico original,Shorb (1947)templeo 

el Lactobacillus lactis Dorner(A.T.C.C.8.000),como gérmen de control.

Este método permitió determinar la concentración del entonces denominado 

factor L.L.D.en los preparados hepáticos así como establecer su relación 

con la potencia antianémica. Pero el Éactobacillus lactis Dorner dio resul

tados dudosos en la medición de preparados poco purificados,1o cual Shorb 

atribuyó a dos motivos:disociación de la cepa en los repiques y la presencis 

en los extractos de sustancias inhibidoras como serina,ácido p-amino benzoi

co, xantina,sulfato de manganeso,cloruro de sodio,sulfato ferros® y altas 

concentraciones de ácido fólico.
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A estas causaB pueden agregarse otros factores tales comotpresencia en el me

dio de timidina,ácido ascórbico y aire en el agua del medio*

El desarrollo del L.lactis Dorner puede mantenerse en un medio sin vitamina 

B-12,tal como lo demostró Shive ' (1948).por el agregado de 1-3 gamas de timi- 

dina ó 1 mg de ácido ascórbico en agua destilada aireada.
Green,Brook y Me, Cormacktl949 Reencuentran en el ensayo del factor antianémi- 

co respuestas muy irregulares al utilizar un medio conteniendo caseina hidro- 

lizada en medio ácido y jugo de tomates y como germen testigo el L.lactis 

Dorner.

Al estudiar los factores que afectan las mediciones de B-12 con este germen* 

encuentran que operando al vacío y con el agregado de cisteína ó tioglicoco- 

lato de sodio puede obtenerse un máximo desarrollo sin la incorporación de 

vitamina B-12.

Koditschek y colaboradores (1949). demostraron que el L.lactis Dorner no se 

desarrolla en ausencia de C02 aunque esté presente en el medio el factor de 

crecimiento L.L.D. Observaron además que el L.lactis se desarrolla en presen

cia de C02 y en las condiciones de anaerobiosis producidas por el agregado de 

sustancias reductoras,vacío u otras sustancias que descienden el potencial de 

oxidación del medio.

Para evitar todos estos inconvenientes se buscaron otros microorganismos de

' mayor,selectividad y estabilidad ya que los requerimientos complejos para el 

crecimiento del L.lactis corrientemente usados en los métodos de medición 

microbiológicos de vitamina B-12,lo hacen dificultoso e impracticable.

Skeggs,Ruff y Wright (1948/,° propusieron el empleo del Lactobacillus leichma- 

nnii (A.T.C.C. 4797) ,que originariamente fue usado para controlar la prepa-
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ración y purificación de "Animal Protein Factor".
Cuando lae publicaciones de Ott,Rickes y Wppd*(1948)«señalaron que el "Anima_l 

Protein Factor" es idéntico ó está estrechamente relacionado con la vitamina 

B-12,consideraron al L.leichmannii como el gérmen de elección para la deter
minación de vitamina B-12.
El ácido ascórbico y el aire tienen también influencia en el desarrollo del 

L.leichmannii,pero sus efectos pueden ser mínimos esterilizando el material 

en autoclave durante Ib minutos a 120fiC. Debe ser tenida en cuenta la presen

cia de timidina especialmente en el caso de materiales poco purificados,pues 

puede conducir a resultados dudosos.

Hoffman,Skeggs y colaboradores^1948), propusieron también el L.leichmannii, 

empleando la cepa 315 y el medio de cultivo de Snell,haciendo las lecturas a 

las 14 horas. Indican que el gérmen no responde al agregado de vitamina B-12 

cuando el medio no contiene ácido pteroilglutámico ni ácido p-amino benzoico 

y que cuando el ácido pteroilglutámico llega a 50 gamas actúa como inhibidor. 

Winsten y Eigen (1948), realizaron el estudio de cromatogramas de diversas 

preparaciones de reconocida actividad antianémica,revelando que por lo menos 

seis especies químicas son capaces de mantener el desarrollo del L.leichmannii 

313¿en ausencia de vitamina B-12,con lo que se demuestra su falta de especi

ficidad.

Capps,Fox y Hobbs (1949), emplearon la cepa de L.leichmannii(A.T.C.0.4797) 

que presenta las mismas necesidades nutritivas que el L.lactis Dorner,pero que 

es más estable y exhibe menor tendencia a la disociación.

Burholder (1951). describe un método de medición de la vitamina B-12,usando 

como gérmen test una cepa de mutación de la Escherichia coli.



2 8

La. oepa mutante fue obtenida de loe cultivos de la £scheriohia ooli W. 

(A.T.C.C. 963^7), sometida a la Irradiación con rayos ultravioletas.

Se obtuvieron aBÍ dos cepas de mutaciónila cepa 113-3,que daba respuestas 

positivas a la metionina y a la vitamina B-12 y la cepa 26-18,que era estimu

lada por la metionina pero no por la vitamina B-12.

La cepa que se usa es la 113-3 por la gran sensibilidad para las concentracio

nes relativamente bajas de vitamina B-12 en comparación con el requerimiento 

mayor de metionina.

La posibilidad de usar la cepa 113-3 en los ensayos específicos de vitamina 

B-12,fue Beñalada por Davis y Mingiolt.que observaron que el crecimiento de 

esa bacteria en ausencia de vitamina B-12,no quedaba satisfecho por una va

riedad de compuestos que incluye ciertos ácidos aminados,vitaminas,purinas, 

pirimidinas,ribonucleósidos,timidina e intermediarios de la molécula de vita

mina B-12.

2) Mantenimiento de la cepa:

Cuando se usa el Lactobacillus leichmannii cepa 

A#T.C.C.4797,que es la adoptada por la mayor parte de los investigadores,se 

consigue conservar su sensibilidad a la vitamina B-12 haciendo repique men

suales en medio sólido constituido por agar al 2% con agregado de 1% de glu

cosa,O,50% de extracto de levadura,2% de prensado de tomates y vitamina B-12 

de una preparación de hígado con aproximadamente 0,01 microgramos por mi de 
solución.
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3) El medio de cultivo: 
Es un medio básico que contiene ácidos aminados,vitami

nas y sales minerales.

Snell.Skeggs y Capps.prepararon medios con caseína hidro- 

lizada(l) por ácidos,como fuente de ácidos aminados con lo que se evita la 

dificultad de incorporar los ácidoB aminados por separado*

Davis y Mingioli.usan para la cepa 113-3 de la Escherichia 

coli un medio básico constituido por fosfato mono y dipotásico.citrato de sodic 

sulfatos de magnesio y de amonio,asparagina,ácido glutámico,glicina,histidina, 

prolina,triptofano,y tioglicocolato de sodio.

Hoffman.observo el efecto estimulante de las sustancias 

reductoras como el ácido ascórbico en la concentración de 0,5$,sobre el creci

miento del germen test y además proteje la vitamina de la destrucción durante 

la esterilización. Este mismo efecto lo ejerce el tioglicocolato de sodio en 

el medio de Davis y Mingioli para la medición de la vitamina B-12usando la 

cepa 113-3 de la Escherichia coli.

(1) Caseína hidrolizada libre de vitaminas 

Preparación: Hidrolizar 200 gr de caseína li

bre de vitaminas,con 1.000 mi de HC1 al 20$ por ebullición a reflujo durante 

8 horas. Destilar al vacío hasta concentración siruposa,adicionar 750 mi de 

agua destilada.y :re#etit la jdestílacióii.-Disolver el residuo en agua destila

da,ajustar la solución a pH 3 con hiaróxido de sodio y diluir a 2 litros.

Agitar la solución con 40 gr ae “Norit A” a 50-60fiC durante 1 hora y filtra#. 

Ajustar el filtrado a pH 8 con hidróxido de sodio y completar nuevamente a 

2 litros. Conservar en solución bajo tolueno.
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4) Preparación del material a medir:
C*n  el material cuya medición se desea 

efectuar,»© treparan diluciones en las concentracisnes siguientes i 1:10, lilOO, 

1:1.000, 1:10.000 y 1:100.000.

Dilución 1:10
Se mide en un tub® de ensayes 4,5 mi de agua destilada y se 

agrega 0,5 mi de la solución del material a medir. Se agita bien.

Dilución 1:100
A 0,5 mi de la dilución 1:10 se agrega 4.5 mi de agua des

tilada y se agita bien.

Dilución 1:1.OQQ
v A 0,5 rl de la dilucien 1:100 se agrega 4,5 mi de agu&

destilada y se agita "bien.

Dilución 1:10.000 ,
A 0,5 mi de la dilución 1:1.000 se agrega 4,5 mi de

agua destilada y se agita bien.

Dilución 1:100.000
A 0,5 mi de la dilución 1:10.000 se agrega 4,5 mi de

agua destilada y se agita bien.

Con estas diluciones se prepara la es cala de ensaye com® se,detalla a conti

nuación:

? Tubo»
-r—-

1 2 3 4 _ 5 6 7 e

--- -v>. •-

9

Dil.1-100 1 0,5 0,2 -

Píl.lsl.OOO' 1 0,5 0,2

Dll 1:10.000 • 1 0,5 0,2
£
Agua destilada 1 1,5 1,8 1 1,5

¡

1,8 1 1,5 1,8

Hedió de cultive 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Se. esteriliza calmita.ndo 5. minutas a vapor fluente y 40 minutos a de ateos 
fera.
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Junte con la escala ie ensayo se esteriliza la escala de comparación Ceneti- 

tuida port

Caia mi ie la solución tipo corresponde a 0,1 míliriicr©grane de vitamina

Tubo? 1 2 3 4 5 6 7 • R 5 6 9 >1

1 0,6 0,2
t

Sal.tipa NO2 1 1 0,5 0,5 0,2 0,2

Agua destilada 1 1,5 1.8 1 1 1,5 1,6 1,8 1,8 2

Medie de cultire2 2 2 2 2 2 2 2. 2 ’ 2

B._ cristalizada.12
Cada ni de ln. solución tipo 1^2 c©rrespnrde a 0,01 milimier«gramo ie vitaminaa

B, cristalizada.12
Estas Enlucieres deben ser preparadas extemporáneamente para cada ensayo.,

5) La s i embra:
Esterilizadas las escalas de ensayo y comparación se procede a 

sembrarlas agregando a cada tullo 0,0001 ce de un cultive de 24 horas de Lacto- 

hacillus leichmannii.

Se incuba a 36®C durante 48 h^ras y se hace la lectura.

6) La lectura: ■ ,
Se hace la lectura de la turbidez o de la acidez. En los dos ca-

>

sos se emplea come referencia el tubo control que contiene 1 unidad de vitami

na B cristalizada.
12 ■ *

1 anidad de vitamina B__ cristalizada es la mínima cantidad capaz de permitir 

el desarrollo del Lactobacillus casei ó leichm.anr.ii,en un medio debatítdvo 
exento de vitamina B y es igual a 0.000013 micr.gramos por centímetro cúbico 

i

de medie de cultivo.
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d) métodos de producción: 
Estando la vitamina B-12 distribuida en la naturale

za en productos de origen vegetal y animal y originándose también en las fer

mentaciones de microorganismos,debemos distinguir dos fuentes de extracción:

1) Por extracción de fuentes naturales

2) Por fermentación

1) Por extracción de fuentes naturales:
<7

Lester Smith y Parker,parten de extrac

to de hígado de buey que luego de desproteinizado es adsorbido por carbón y 

eluido por etanol al 65$ en caliente. Se procede luego a la purificación por 

cromatografía en columnas de silicato usando como solvente el n-butanol a 2/3 

de saturación en agua ó en fenol. Las columnas revelan zonas de color amarillo 

pardo y rosado. La zona rosada que es la dotada de actividad antianémica se
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Bomete a un proceso de purificación con sulfato de amonio 411/3 ó 2/3 de sa

turación y nueva cromatografía sobre almidón de donde se extrae por acetona, 

solvente en el cual cristaliza en agujas rojas,

Borsook y Deasy.obtienen concentrados de vitamina B-12 

partiendo de hígado homogeneizado que someten a ebullición a pH 5 para coa

gular las proteínas. El filtrado se cromatografía sobre columnas de almidón 

usando como solvente una mezcla de 1 p.HCl N/10,2 p.de n-propanol y 1 p.de 

n-butanol,dando las primeras fracciones del eluyente color rojo parduzco*  

El comportamiento y el color de esta fracción sugirió a estos autores una po

sible relación con la vitamina B-12,que fue demostrado como sigue:

0,5 mi de solución inyectable de hígado U.S.P.fueron secados en corriente de
fe

aire a la temperatura ambiente. Al residuo se agregó 0,1 mi de HC1 N/l y 0,5 

mi de una mezcla formada por HC1 11/10,n-propanol y n-butanol en las proporcio

nes de l:2fl. La solución fue cromatografiada sobre 25 gr de almidón en co

lumnas de 10 mm x 300 mm con la mezcla 1:2:1 como solvente. Los primeros 4,2 

mi eluidos fueron incoloros;la segunda fracción de 1,8 mi fue de color rojo 

pardo intenso;la tercera fracción de 1,8 mi fue apenas coloreada. El análisis 

de estas fracciones reveló que el color acompaña la actividad vitamínica B-12, 

así la primera fracción resultó tener 80 unidades microbiológicas por mg,la 

segunda 2.000 unidades microbiológicas por mg y la tercera 240 unidades mi

crobiológicas por mg..

Lewis y colaboradores,describen el aislamiento de un mate

rial activo en vitamina B-12,presente en las materias fecales de las ratas. 

Las heces secadas se extraen con agua hirviendo,el extracto resultante se fil

tra y se evapora a presión reducida hasta consistencia espesa.

p.de
p.de
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Se precipitan las proteínas con etarol. La fracoión activa se adsorbe con 

carbón del cual se eluye con etanol caliente al 65%. El extracte es luego pu
rificado p©r adsorción sobre alúmina y cromatografiado en columnas de silica

tos usando solución acuosa de n-butanol como solvente,obteniéndose un produc- 

cristalino que tiene la propiedad de acelerar el crecimiento del Lactobaci- 

llus leichmannii de manera comparable a la vitamina B cristalizada.
x^

2) Per fernertacióng
u

Rickes x colaboradores.infernaron el aislamiento de 

vitamina B^? cristalizada a partir de l^s caldos de cultivo del Streptomyces 

griseus.

.Otros nicroerganisnes cono el Mycobacterium smegmatis,Lactobacillus arabino- 

sus,Bacyllus subtilis y algunas especies de Streptomyces come el S.roseochr©- 

megenus,S.antibieticus etc.sintetizan esta vitamina que promueve al crecimien

to del Lactobacillus leichnannii.

El medio de síntesis microbiológica de vitamina B^g usa- 
í* ,do por Rickes y colaboradores,esta compuestospor caseína hidrolizada p©r en

zima 1%,extracto de carne 0,3% y agua destilada hasta volumen.

El medio se ajusta a pH 6,8-7 con bidróxid© de sodio y se fracciona en canti

dades alícuotas de 40 mi en Erlenmeyer de 250 mi esterilizándose a 15 libras 

de nresi'n uurante 20 minutos.

Luego de 48 horas se procede a sembrar el Streptomyces griseus en suspensión 

acuosa.

Se incuba a 28CC durante 5 días con unaagitación de 220 revoluciones por minu*
t

te precediéndose entonces a ajustar el pH del caldo de fermentación a 7 y a di-
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luir cen agua destilada para que ecntenga un equivalente de 0,5 unidades de 

vitamina B por ni.
Ju

- 41Tturdel y Lug^Ties,describen un método de produceión de vi- 

tumi na Bis T*et fermentación can Bacillus brevis ,usando técnicas de fermentaci

ón en superficie ó en profundidad.

En el primer caso el medio de cultivo empleado está constituido por21,5% de 

peptena,0,10% de fosfato m®nopotásico,0,02% de fosfato bipotásico,4% de glucor 

sa,0,10% de cloruro de calcio,0,0003% de sulfatp de hierro,0,10% de-sulfato de 

magnesio,0,001% de sulfate de cinc,0,002% de sulfato de cobalto,0,003%dejsul- 

fato de manganeso y agua destilada c.s.p.100 mi.

Para fermentación en profundidad se usó un medio similar al empleado para la 

fermentación en superficie con algunas variables en su composición,así,lleva 

acide glutámic© en lugar de peptona como fuente de nitrógeno,pues permite ob

tener simultanenente tirotricina,lo cual no se consigue usando los medies pep

enados. Lleva además clorure de sodio en vez de cloruro de calcio.

La técnica de fermentación en superficie es la de mayor rendimiento y se éfec- 

tua sembrando un cultive de Bacillus brevis de 24 horas en el medi© ya descri- 

tp,repartido en botellas y esterilizado a 120fiC durante 1 hora.

El desarrollo bacteriano se inicia a las 24 horas de la siembra y llega al má

ximo a los 10-12 días. Se procede entonces a la separación por centrifugación, 

de un precipitado que lleva la tirotricina y de un líquido de donde se extrae 

la vitamina B^g P©r adsorción con carbón activado.

El adsórbate se eluye con solventes adecuados a distintas concentraciones y 

pH. El producto de elución se concentra y luego se liofiliza obteniéndose un 

polvo rojo muy higroscópico cuya purificación se continua.
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2) Producción de vitamina B-12 por fermentación con Bacillus brevis

Una vitamina del grupo B-12,puede ser producida 

por fermentación empleando el Bacillus brevis cepa A.T.C.C. 10.068,como lo 

demostraron O.Mundel y Z.Lugones*.

Los sistemas de fermentación en superficie y en profundidad son aptos para 

la producción de ese factor.

Para la técnica de fermentación en superficie el medio de cultivo siguiente 

es el de mayores rendimientos;

Peptona............... 15 grs.

Fosfato monopotásico.. 1 ”

Fosfato bipotásico.... 0,2

Glucosa...........   40 ”

Cloruro de calcio..... 1 ”
Sulfato de hierro.... 0,003
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Sulfato de manganeso  0,03 grs.

Sulfato de magnesio  1 *
Sulfato de cinc. . 0,01 *

Sulfato de cobalto....... 0,02 "

Agua destilada......... C.S.p. 1 litro

El medio de cultivo fraccionado en botellas se esteriliza a 120fiC durante
o

1 hora. Se siembra el Bacillus brevis cepa A.T.C.C. 10.068,observándose a 

las 24 horas de la siembra,desarrollo microbiano; a las 48 horas se forma 
una película que cubre toda la superficie y a los 5 días esa película es 

suficientemente gruesa y forma arrugas. El máximo rendimiento se observa 

a los 10-12 días.

Para la técnica de fermentación en profundidad los mejores rendimientos se 

lograron con el siguiente mediode cultivo:

Fosfato monopotásico.............. 1 gr

Fosfato bipotásico................ 0,2"

Glucosa...................................... 20 11

Acido glutámico......... ...... 4 "

Sulfato ferroso..................... 0,003

Sulfato de magnesio....... 1 ”

Sulfato de cinc................. 0,01"

Sulfato de cobalto........ 0,02”

Sulfato de manganeso...... 0,003

Cloruro de sodio........... ..  0,05”

Agua destilada c.s.p...... 1 litro
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Este medio se ajustó a pH 7,5 y se esterilizó a 120fiC durante 1 hora®

Los equipos de fermentación usados fueron balones de 5 litros de capacidad 
con 3 bocas,provistos de agitación mecánica,entrada y salida de aire.

En escala mayor,la fermentación se realiza en tanques de acero vertical,fijo

de 200 litros de capacidad,provistos de accesorios para el control de la 

presión,temperatura de esterilización y temperatura de fermentación.

El medio de cultivo se vierte en los balones ó tanques hasta llenar la mitad 
de su capacidad y Be esteriliza a 120&C durante 1 hora.
Se siembra con 10 cc. de un cultivo de Bacillus brevis de 24 horas,se manu

tiene el medio a 37QC y se hace pasar aire burbujeando a través de la masa 

líquida,manteniendo el líquido en movimiento por medio de un agitador mecá

nico®

Para la extracción de la vitamina B-12,el caldo crudo de fermentación en su

perficie, cuyo título en vitamina B-12 es aproximadamente 5.000 unidades,se 

lleva a pH 4,5 y se centrifuga. Se obtiene un precipitado y una solución. 

El precipitado corresponde a la tirotricina y la solución lleva vitamina 

B-12 e n un título aproximado de 5.000 unidades.jpt^

De la solución se adsorbe la vitamina B-12 con 5% de carbón activado,se agí*  

ta durante 12 horas y se centrifuga. Del adsorbato en carbón se eluye la 

vitamina B-12 con distintos solventes,obteniendo los mejores resultados con 

el fenol líquido y solución alcohólica de fenol al 50$.

La solución fenol-alcohólica de elución se concentra por precipitación con 

éter ó con acetona. Se elimina el exceso de solvente y se liofiliza a una 

presión de 20 - 30 micrones,obteniéndose un polvo rojizo muy higroscópico 

cuya purificación se continua»
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PARTE EXPERIMENTA L
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1) Valoración por el método microbiológico:

La valoración por el método micro- 
biológico comprende las siguientes etapas: 44

a) Selección de la cepa

b) Puesta a punto de lá técnica de medición

c) Medio de cultivo

d) Lectura de los resultados

e) Interpretación

a) Selección de la cepa:

El Lactobacillus leichmannii,cepa A.T.C.C.4797 es la 
adoptada por la mayor parte de los investigadores por ser la que da mejores 
resultados*
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Esta cepa Be mantiene en un medio constituido por agar al 2%,glucosa 1%,ex

tracto de levadura 0,5%,prensado de tomates 2% y vitamina B-12 de una prepa

ración de hígado con aproximadamente ICO unidades por cc.de medio# 

Con el fin de lavar los gérmenes testigos,los autores americanos,transplantan 
el cultivo en tubos estériles que contienen io mi de medio de cultivo y se 
incuba a 30-37QC durante 16-24 horas.

El cultivo obtenido se centrifuga con técnica aséptica,se decanta el líquido, 

se suspende el residuo constituido por células en 10 mi de medio de cultivo 

estéril,se centrifuga y se decanta,repitiéndose esta operación 3 veces.

El residuo de la última centrifugación se suspende en 10 mi de medio de cul

tivo y se mezcla.

Para O,lTundel y Z.Lugones,este lavado de los germenes antes 

de sembrarlos puede ser suprimido puesla pequeñísima cantidad de vitamina que 

puede ser llevada por los reactivos usados junto con los gérmenes no puede 

influir sobre el desarrollo de éste,además dicho lavado incluye un peligro de 

infección del gérmen testigo.

Como estos autores han estudiado el lavado de los gérmenes para probar si tie 

ne en la práctica alguna influencia sobre el crecimiento del "control” y han 

llegado a la conclusión de que aún lavando hasta 5 veces no se ha observado 

niguna ventaja apreciable,hemos empleado él gérmen testigo sin lavado#

cc.de
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b) Puesta a punto de la técnica de medición

Comprende:

1) Preparación del cultivo stock

2) Preparación del inoculum
3) Preparación de las muestras

4) Preparación de la escala de comparación

5) Preparación de la escala de ensayo

6) Esterilización

7) Inoculación e incubación

1) Preparación del cultivo stock

El Lactobacillus leichmannii (A.T.C.C. 4797) 

se mantiene en agar al 2% con agregado de glucosa 1%,extracto de levadura 

O,5%,prensado de tomateB 2% y vitamina B-12 de una preparación de hígado con 

aproximadamente 0,01 microgramo por mi de solución*

2) Preparacion del inoculum

Se siembra el germen testigo Lactobacillus leich-
4

mannii (A.T.C.C. 4797) en un tubo de ensayo que contiene 2 mi de medio de 

cultivo y 2 mi de agua destilada. Se incuba a 37^C durante 24 horas,efectuán

dose entonces las siguientes diluciones:

Dilución A: Se pasan 0,2 mi de la solución ante

rior a un tubo de ensayo que contiene 5 mi de agua destilada y se mezcla muy 

bien.
Dilución B: Medir 0,2 mi de la dilución A y 

pasarlo a un tubo de ensayo que contiene 5 mi de agua destilada.Mezclar bien 

Esta dilución es la que se usará en la siembra.
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3) de las muestras

Las muestras,representadas per los líquidos 

de e ueien del adserV*te,sen  sometidas a las diluciones oue a continuación 

se detalla:

Solución NQ1 t Dilución 1?10

En un tub® de ensaye se coleen. 4,5 

mi de agua destilada y se arreza 0,5 mi de la muestra cuya medición micro- 

binlngica se quiere efectuar. Se mezcla muy bien.

Solución NQ2 : Dilución 1:1ÓO

Solución Ngl ................ 0,5 mi

Agua destilada ...... 4,5 *

Mezclar bien

Solución Ng3 : Dilución 1?1.000

Solución Ng2 •••••••• 0,5 mi

Agua d e s tilada «•••«• 4,5

Mezclar bien

Solución NQ4 : Dilución 1,810.000

Solución N®3 ......... ... 0,5 mi

Agua- destilada............4,5 M

Mezclar bien.
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4) preparación je la escala de ccaparaoloa

Para la preparación de la esc^ 

la ie comparación se debe disponer ie una aducían patria concentrada de vi*  

tanina B-12 y de una solución patrón diluida de vitamina B-12.

Solución patrón concentrada*d£  vitanina B-12

Una cantidad exactamente pesada 

de vitamina B-12 cristalizada se disuelve en alcoh®. al 2uy¿,de manera que 

cada ml.de la solución asi preparada contenga 1 milimicrsgramo de vitamina 

B-12 cristalizada.

Se conserva en lugar frese© y se emplea dentr© de los 60 días.

Solución patrón diluida de vitamina B-12

Solución tipo TTQl

10 ml.de la solución patrón concentrada de vitamina B-12 

se diluyen con agua destilada a 100 mi. Cada mi. corresponde a 0,1 milimi- 

crogramo de vitamina B-12 cristalizada.

Esta solución debe ser preparada extemporáneamente para cada ensiyo.

Solución tipo KQ2

10 ml.de la solución tip© Nfil de vitamina B-12 cristalizada 
k

se diluyen con agua destilada a 100 mi. ; cada mi.corresponde a 0,01 mili- 

microgran© de vitamina B-12 cristalizada.
Come la anterior debe ser preparada en el momento de uso.

ml.de
ml.de
ml.de
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Para preparar la eecala de comparación se dispone una serie de tubos (20 x

150 mm) en la siguiehte fórma:

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 T

Sol.tipo N°1 1 0,5 0,2 - -

Sol.tipo I!»?. - - - 1 1 0,5 0,5 0,2 0,2 -
Agua destilada 1 1,5 1,8 1 1 1,5 1,5 1,8 1,8 2

Medio de cultivo 2 2 2 - 2 2 2 2 2 2 2

5) Preparación de la escala de ensayo

En el cuadro que va a continuación se consignan las cantidades que debe 

medirse de las diluciones,medio de cultivo y agua destilada para la prepara

ción de la 'escala de ensayo.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dilución 1:100 1 0,5 0,2 -' - - - - *
Dilución 1:1.000 - - - 1 0,5 0,2 *- - -

Dilución 1:10.000 - - - - - - 1 0,5 0,2

Agua destilada 1 1,5 1,8 1 1,5 1,8 1 í,5 1,8

Medio de cultivo 2 2 2 2 2 2 2 2 2

a) Mezclar el contenido de cada tubo por vigorosa rotación en la palma de 

la mano»

b) Tapar los tubos por algodón recubierto con gasa.
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6) Esterilización

La esterilización se realiza a vapor fluente durante 5 

minutos y luego a -j- de atmósfera durante 40 minutos.
El control de la esterilización debe ser estricto tomando todas las precau

ciones posibles para mantener la uniformidad de la temperatura durante todo 

el proceso. En efecto,tal como lo indican O.¥ündel y Z.Lugones,la forma de 

esterilizar el medio es de importancia fundamental,porque durante la opera

ción Be pueden formar sustancias que afectan la sensibilidad del gérmen.

Si se efectúe, una rápida esterilización por ejemplo a vapor corriente 15 mi

nutos, el desarrollo del germen test es muy débil y el material para investi

gar manifiesta hasta 10 veces menos actividad que cuando se lo ha esterili

zado a -J- atmósfera;lo mismo ocurre al agregar glucosa asépticamente.

Por otra parte,la esterilización prolongada ó repetida del medio,no permite 

el desarrollo del gérmen debido posiblemente a la destrucción de sustancias 

termolábiles ó a la variación de la concentración de gases disueltos en el 

mismo(0p y COp ),aunque en algunos casos puede producirse resultados contra

dictorios.

Esta diferente sensibilidad del gérmen se debe a factores físico-químicos 

en donde juega un papel muy importante la glucosa,pues es necesario que su

fra un cierto grado de descomposición para dar lugar a la formación de algu

nas sustancias reductoras cuya presencia en el medio esterilizado estimula 

la asimilación de la vitamina B-12.

En la práctica se guía en general por el grado de caramelización del azúcar 

y según indican los autores,se logran óptimos resultados al esterilizar el 

medio calentándolo 5 minutos a vapor fluente y acto seguido 40 minutos a 

de atmósfera.
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7) Inoculación £ incubación

a) Enfriar todos los tubos a la temperatura ambiente*
Es fundamental que todos los tubos esten a la misma temperatura,por lo que 

se aconseja mantenerlos al ambiente hasta que la temperatura descienda a los 

límites indicados*

Esta precaución es especialmente necesaria cuando se efectúan medidas turbi- 

dimetrioas,en donde Be mide más bien el ritmo de crecimiento que la intensi

dad del mismo.

b) Inocular asépticamente cada tubo con 0,1 mi de la Dilución B del germen 

(visto en el capítulo de la preparación del Inoculum)

c) Incubar durante 48 horas a 37QC,temperatura que se mantendrá constante*  

El tiempo de incubación puede ser ampliado hasta 96 horas ó acortado en 24 

horas sin afectar sensiblemente los resultados*
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c) Hedió de cultivo

Como medio de cultivo hemos utilizado el medio básico» 

indicado por Capps,que contiene como fuente de aminoácidos,caseina hidroliza* 
i

da que evita la dificultad de agregar los aminoácidos por Beparado.

Su fórmula es la siguiente:

1- Caseina hidrolizada
libre de vitaminas............ 12 g

2- Dextrosa.............................................. 40 "

3- Acetato de sodio............................. 20 "

4- Cistina....................... ........................ 200 mg

5- Triptofano.•.................. ••••••••• 200 "

6- Adenina.................................................. 10 "

7- Guanina................  ••••• 10 "

8- Uracilo...................................... • • • •. 10 "

9- Xantina................. .. 1 •

10- Tiamina clorhidrato...«••••••• 2 "

11- Riboflavina. 2 •

12- Niacina. 2 "

13- Piridoxina clorhidrato.............. 4 "

14- d-Pantotenato de calcio.............. 0,2 mg

15- Acido fólico............................. .. 0,1 "

16- Biotina. 0,01"

17- Acido p-amino benzoico............ 0,2 "

0,25 mi

100 mg

20- Fosfato monopotásico.............. 100 "



4 9

21- Sulfato de magnesio.<...» 400 mg
... 20 *

.... 20 *23- Sulfato

24- Sulfato

ferroso.

de manganeso....<>... 20 M

25- Agua destilada...................... <.... 1.000 mi

Preparación

Disolver la caseina hidrolizada libre de vitaminas,1a dextrosa y 

el ácido ascórbicoren aproximadamente 500 mi de agua destilada; agregar los 

demás componentes mezclando las soluciones que se han detallado en la propor

ción indicada. Adicionar el Tween 80,ajustar a pH 6,8-6,9 por adición de 

Na OH 0,1 N y completar a 1.000 mi con agua destilada.



5 O

d) Lectura de loe yes nitades

1) Abitar loe tvbee para suspender los gérmenes,evitando la fcmclán de 

burbuja» de aire.

2) Se mide la turbidez de le» -tubas que constituyen la escala de ensaye per 

comparación con la que produce la escala de comparación.

Ceno referencia se toma el tubo de igual turbidez que el tubo control 

que contiene 1 unidad de vitamina B-12 cristalizada.

Ejemplos de algunas determinaciones
*

/

Escalo, de cemparacj én

Tutee 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10

N® em 1,0 0,5 0^2 1.0 1,0 0,5.
*

0,5 0,2 0,2 0

Lectura U li lf 1 1 3/4 3/4 1/2 1/2 1/10

Escala de la muestra ensayada

T’u’b© 1 2, 3 4 5 6 7 8 9

Unidades 100 200 500 1.000 2.000 5.000 10.000 20.000 50.000

TI» «n 1,0 0,5 0,2 1,0 0,5 0,2 1,0 0,5 0,2

Leetura U íí Ü li 1 1/5 1 3/4 1/2 1/4

Contiene 5.000 unidades de vitamina B-12
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3) Extracción de la vitamina B-12 de los caldos crudos de cultivo 

a) Ads.orcion del material con carbóns

Para la extracción de la vitamina B-12
»

de los caldos crudos de cultivo,se utilizó como adsorbente el carbón activado 

habiendo previamente ensayado la alúmina,el ácido benzoico en solución alco- 

holicatel supercel y el terrafil,que dieron resultados menos satisfactorios.

La concentración de carbón aconsejada se adoptó de acuerdo con los siguientes 

resultados obtenidos titulando el líquido filtrado después de agitar durante 

2 horas con la concentración de carbón indicada.
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Título en vitamina B-12 del caldo crudo de cultivo

Se determina el título en 
vitamina B-12 del caldo crudo de cultivo antee y después de centrifugarlo, 

obteniéndose los siguientes resultados:

Volumen caldo u.L.L.D./cc.caldo 
antes de centrifugar

u.L.L.D./cc.caldo 

después de centrifugar

1.000 5.000 5.000

__Cuadro de los ensayos efectuados para determinar la mínima concentración 

de carbón activado como adsorbente

Adsorbente Volumen caldo u.L.L.D./cc caldo 
antes de agregar 

carbón

u.L.L.D./cc cal
do después de 
agregar carbón

Carbón 1/ 1.000 cc. 5.000 600
" 2$- w n 500

ti ii 200

" 4$ n ti 150

" 5% h n 100

" 6% n H 90

" 7% n w 80

* &¡í n ii 80

" 9$ ii n 50

" 10$ H u 50
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Preparación del adsórbate stock

Se preparó un adsorbato stock usando una 

concentración mínima de 4$ de carbón activado. Para ello a 100 litros de 

caldo crudo de cultivo centrifugado,se le agregó 4 kilos de carbón activado, 

se mezcló bien,se dejó decantar y se filtró. El precipitado se lavó con solu

ción alcohólica,se secó en cámara desecadora con corriente de aire a la tem

peratura de 40QC aproximadamente y de pesó luego.

El adsorbato obtenido pesó Kgs. 4,255 

Con este adsorbato se efectuaron los ensayos de elución de la vitamina B-12 

usando distintos solventes*
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b) Elución de la vitamina B-12 ¿u C ¡

1) Estudio de loe dleolventee

Varios disolventes fueron ensayados para la
«

elución de los adsorba-tos en carboneen algunos se varío el pH de elución 

con el objeto de aumentar su utilidad.

Los ensayos se realizaron a la temperatura ambiente,agitando el adsorbato 

con el eluyente durante 30 minutos,se dejó decantar y se filtró»

a) Etanol

1) Se ensayo la elución del adsorbato de carbón con alcohol etí

lico en las concentraciones del 30$, 40%, 60%, 70$, 80$, 9'0% y 96$ con los si

guientes resultados;

Disolvente Adsórbate 
en carbón

Volumen 
d isolvente

u. L. L. D. / cc 
solución

Volumen
, filtrado

u. L. L. 0. t o tal

Etanol 30% 100 grs. 200 cc. 1B0 100 cc. 15.000

" 40% ti ti 1.000 n 100.coo

" 60% 11 ii 2.000 ti 200.000

" 70% n ti 3.500 n 350.000

" 80% H ti 5.000 n 500.000

• 90% n ii 10.000 M 1.000.000

■ 96% N it 10.000 ii 1.000.000
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Etanel x Qnnsecutivts.

2) Se eluyó el adsorbato de carbón c*  n alcohol etílico del 70/» y 80/2 y a 

fin de determinar la cantidad de vitamina B-12 que aún retiene el adsórbate»*  

se lo lavó por 3 veces consecutivas c<n cantidades dobles de disolvente.

Los resultados obtenidos fueron:

Disolvente Adsorbato 
en carbón

Volumen u.L.
dis oIvente

L.D./cc'
solución

Volumen u 
f iltrado

.L.L.D.t jtu,l

Etanol 70?* 100 grs. 200CC. 3.500 100 ce. 350.000

ler.lavado 400 500 250 125.000
2Q 11 800 200 500 100.000

3er. " 1.600 ICO 850 85.000

Etanol 80/* 100 grs. 200 5.000 100 500.000

ler.lavado 400 1.000 275 275.000

9Q ” 800 500 500 250.000

Ser. " ,1.600 loo 900 90.000
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3) Stanol en ned lo anón i a, cal

En los ensayos de elución del adsorbato de car

bón con alcohol etílico en las concentraciones de 70%,80%,90% y 96%,se estu

dia la influencia del agregado de una solución de amoníaco al l/í,2^95/¿ y 1C% 

respectivanente.

•
Disolvente Ads orbato 

en carbón
Volumen u.L.L.D/cc,
disolvente solución

Eta-ol 70/' 100 grs. 200 cc. 3.500

" " con ini3 1 / " II 2.CCC
H w ii n i! n 1.000

i

n n ii n ii ii 500

•i n n n 10;' n ii 200

Etanol 80:? 11 11 5.000

" "con l;i 7TT3 " ii 3.500

11 1» 11 o11 II ti 2.0u0

ii ii n il ’• ti 1.000

" " " 10;' " " H 500

Etanol 90/' 11 11 10.eco

" " 'con l,í TTH5 " II 4.000

ii i’ " 2/2 " ” II 2.000

M n ti 5;^ " " II 1.000

ti ii ii 10 3 ” ” II 400

Etanol 96/2 11 11 10.000
" " con 1¿ 1TJT3 " 11 5.000

H ” ” 2/í 11 »’ ti 3.500
" " " '.i ■■ tt 1.000

u n n 10:-; II * 11
5$)0
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4) Influencia de la varipcicn del pH

Para estudiar;-la influencia de la varla- 
ciín del pH en la extracción de vitamina ,seznr©cedi¿ de la siguiente ma
tera :

Fuestrre de 100 grs del adsórbate de carleen ee eluyeren con 200 cc de alcohol 

etílica de 70®,80®,90® y 96®. L»» líquida» de elución acucaren un pH:5,l 

El siguiente cuadre indica la variación del pH inicial de b,l

Variación del pH inicial

Disolverte
..Adsorba to
en carien

/

volumen - 
d isclvente

pH líquido 
eluid o

Etarel de 70C,8CC,gccó 96c* Ice FCl 10% ICO grs. 200 ce. pH:3
” * ” n n 11 4 q §

ti 11 ii ii pH:4

” " " ” " + ©,4 Na OH” ii ii pH: 6

u «un n i n n n N pH:7

" " " ” " + 1,3 ti ii n 11 ,Hs8

Conseguida la variación del pH del eluyerte se precedió a la medición microbio- 

lógica de las unidad-es de vitamina B extraida. El resultad© se comprueba en el X
cuadro siguiente:
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12
Influencia de la, variación del en la extracción de vitamina B

Disolvente
Adsórbate 
en carbón

Volumen* 
disolvente

u • li -1» • D, /c c .
de solución eluida

Etan.l 70® a t>H 3 200 <rs. 400 ce. 1.500
o te r r 4 R R 2.000
* «te* 5>1 n R 3.5Q0

R R R N g R R 3.500
o r n n p u R 3.000
R R R R 3 11 R 2.000

" 800 " " 3 N R 2;ooo

R R * R R 4 R 11 3.500
R R 11 R 5,1 H R 5.000
R R 11 11 g 11 11 5.000
R R R R i? R R 4.000

R R R R g 11 H 3.000

ti 90® ” " 3 R n 4,500

R R R R 4 R ii 5.000

R ” " " 5,1 R R 10.000

R R R R g 11 R 10;000

R R 11 R y 11 H 9.000

R 11 R R Q 11 11 5.000

r 960" " 3 R R 5.000

R n R R 4 11- 11 5.000

R R R R 5 2, R R 10*000

R R R R 5 R R 10.000

R R R R y R R 9*000

r r- n n 3 11 11 4.000



b) Acetona
El adsórbalo de carbón fue eluido por una solución acuosa de 

acetona al 30%,50%,70%,90% y acetona pura.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

Disolvente Adsorbato 
en carbón

Volumen 
disolverte

u.L.L.D./cc 
solución

Volumen 
f iltrado

u.L.L.D 
totales

Acetona al 30/í 100 gTB . 200 cc . 50 100 cc. 5.000

" " 50$ n ii 2.000 H 200.000

" " 70$ n ii 3.500 n 350.000

" " 90$ ti ii 5.000 ‘ ii 500.000

" purau ti n 5.000 n 500.060

Elución con acetona pura jr triple lavad o del adsórbate

Hecha la elución del adsorbato de carbón con acetona pura,se 

practican 3 lavados consecutivos del mismo con cantidades dobles de disolven*
te para determinar las unidades de vitamina B-12 que aún retiene.

Se obtienen los resultados siguientes:

Disolvente Adsorbato en carbón Volumen 
disolvente

u.L.L.D./cc.solución

Acetona pura 100 grs. 200 cc. 5.000

• 1er.lavado 400 500

■ ge • 8C0 200

• 3er. • 1.600 100
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o) Butanol

d) Isopronanol

La elución del adsorbato de carbón con butanol e isopropanol

dio los resultados siguientes:

Disolvente Adsorbato 
en carbón

Volumen u 
disolvente

c c. 
solución

Volumen 
filtrado

u.L.L.D.totales

1

Butanol 100 grs. 200 cc. 500 100 cc. 50.000

Isopronanol W
«

«i 2.000 H 200.000

e) T^etaño 1

Se ensayó el alcohol metílico en las concentraciones del 40/¿t6ü/¿, 

y puro,cono eluyeñte del adsorbato de carbón,obteniéndose los siguientes 

resultados:

Disolvente Adsorbato 
en carbón

Volumen u. 
disolvente

li • L • D • $c c • 
solución

Volumen u< 
filtrado

»L•L•D•to tale s

Metanol al 40$ 200 grs . 400 cc. 100 300 cc. 30.000

« " 60/9 H w 5.C00 n 1.500.000

" * 86/» n W 2.000 n 60.000

• puro n ii 50 N 1.500



f) Dioxano

g) Acetato de butilo

h) Acetato de etilo

ensayada la elución del ad8orbato de carbón con dioxano»

acetato de butilo acetato de etilo respectivamente,se obtuvieron los resul-*  

tados que se indican:

Disolvente Adsorbato 
en carbón

Volumen u 
dis olvente

•L.L.D./cc 
solución

Volumen 
f iltrado

u.L.L.D.totales

Dioxano 100 grs. 200 cc* 200 100 20.000

Acetato butilo► " n ICO H 10.000

Acetato etilo w n 50 H 5.000

i) Tricresol

El resultado que se obtiene al eluir el adsorbato de carbón con

tricresol es el siguiente:

Disolvente Adsorbato 
en carbón

Volumen u, 
d isolvente

,L.L.D. / cc
solución

Volumen 
filtrado•

u. L. L ♦ tota 1 es

Tricresol 100 grs. 200 cc. 15.000 50cc. 750.000
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j) Fenol-alcohol:

Se efectúa la elución del adsnrbato de carbón con solución

Ienol-alcohol al 50$. Se procede luego a la concentración de la solución 

alcoholica-fenolica con éter o acetona de la siguiente manera:la solución 

fenol-alcohólica de elución se trata por 3 veces su volumen de acetona ó 

éter, agitando a la temperatura ambiente.

Cuando Be precipita por acetona el precipitado es coherente,blando’y de color 

castaño-rojizo. Se lo separa por decantación.y filtración y se suspende en 

agua en la que no es totalmente soluble. Se filtra y el filtrado se lava con 

,poca agua,obteniéndose así una solución color rojo intenso.

En el caso de precipitar por éter se separan dos capas:una acuosa roja y otra 

etero-alcohólica amarillenta que se separa por decantación.

Resultados de la concentración:

Fracción Volumen u.L.L.D./cc. u.L.L.D.totales

Sol.fenol-alcohol de elución 100 cc. 12.000 1.200.000

Fracción acuo.de ppt.por acetona 1C H 40.000 400.000

Sol.fenol-alcohol-acetona 285 ” 100 28.500

Fracción ac.de ppt.por éter 15 " 50.000 750.000

Sol.fenol-alcohol-éter 250 " 100 25.000

acuo.de
ac.de


6 8

Elución con sol.fenol-alcohol al 50% £ lavado del adsórbate

El adsorbato de carbón se eluye con aolución de fenol-alcohol al 50% y se 

filtra por Buchner. Se efectúan 3 lavados consecutivos del adsorbato con 

cantidades dobles de la solución fenol-alcohólica al 50%,para determinar 

las unidades de vitamina B-12 que retiene el adsorbato.

Los resultados obtenidos son los que siguen:

Disolvente Adsorbato 
en carbón

Volumen 
disolvente

u.L.L.D./cc 
solución

• Volumen 
f;Itrado

u.L.L.D. total

Fenol-alcohol 100' grs. 200 cc. 12.000 100 cc. 1.200.000

1er.lavado 400 " 2.500 275 " 687.500

2Q tt 800 " 250 600 " 150.000

3er. ” 1.600 " 50 1.000 " 50.000



Hesumen

1- Se efectúa la medición microbiológica de las vitaminas del grupo B12, produ

cidas en los caldos fermentados por Bacillus brevis, cepa A.T.C.C.10,068* y en 

los concentrados obtenidos por adsorción.

2- Se prepara un adsorbato "stock" en muestras del cual se efectúan los ensa

yos de elución de la vitamina B12 utilizando distintos disolventes que reve

lan su grade de extracción de este factor.

3- La medición de las unidades del factor con propiedades de vitamina B12 en

los líquidos eluídos, se hace por la técnica microbiológica, empleando como 

germen test el Lactobacillus leichmannii, cepa A.T.C.C.4.797 y el medio de 

cultivo de Capps. Se describe detalladamente el método empleado.

CeneTupínnes
1- La centrifugación de Ims caldo® de fermentación rara clarificarlos,no modifi

ca bu titúle en vitamina B
12

2- El citade facter vitaminice es adsorbido por carbón activad© determinándose 

la minina concentración Tecesaria de adsorbente,siendo, para el tipo de car

bón deferirte de un 4%.

5- Se estudia la influencia de la variación del pH y de la concentración para 

cada disolventc,ertand© el máxime en la zona de pH acido de 5,1 a 6.
r . '

♦- Se destaca que en el ensayo; de elución ñor acetona se obtiene® resultados

superiores a 1« esperadn 1® cue Mee pensar en la posibilidad de la extrac

ción de una sustancia con proniedades biológicas similares a la Vitaminas _- 12 
en su actividad sobre el Lactebacillus leichmannii,pero no idéntica a esta,

«

5- Teniendo en cuenta las condiciones locales en cuanto a la existencia de 
solventes,el etanel en la concentración del 9^,resultó conveniente por su♦ •*-
noder extractivo,por ser económico y de fácil manipule®.
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Lista de oqrrecclone*

Aclaración del titule:
El título aprobad© es el que figura en el plan de tesis 

"Metedle de extracción de vitamina B-| ^producida w®r'fermentación # Su medi

ción mcr©>i©lngica ".

La impresión:
Todos los ejemplares ban sid® escrit®s directamente y no per 

cenias,de ahí que en algún®» la numeración varíe,per® en todos el texto es 
absolutamente idéntico.

En la Introducción;
En el renglón ng17 debe decir: ”....en los caldas crul®ü 

de fermentación n®r BaciTlus brevis,referida a las condiciones de industria 

lización en nuestr© país.
Pp.g.nQ3.debe decir en el renglón nQ17:

”. ...r>@r haber demostrad® su capacidad* • ,
de estimular la nreducción de glóbulos rojos etc.etc.

*
Pag.nQg.debe decir el renglón ne13:

11.. .. pud i en a o 
durante 20 minutos.

Pag.ng8,debe decir.'en c-1 renglón ng4:
"La vitamina Bn^crista i izada es de una* ■ lx

gran pureza y dq mayor estabilidad que el concentrado de la vitamina misma"
x

Pag.ng8,en el renglón rg17 debe decir:
"La medición de vitamina B_ ,por el

. ■ f 12

método nicroMológic© indicó que ñas del 50% de la vitamina cris tal izada as 

c^mo la de la solución de concentrado d?e vitamina B^g se había desccmpueste 

Pag,ng12« en el renglón P$3: . .
La, expresión 11 cantidad de sustancia activa cei

Lactobacillus lactis DovnerM,es la empleada por el autor y se refiere al



contenía, en Titanina. Bj^jTaleradn p.r el nféted. nicrohinlóglc.

decir en el renglón nC6t
' "París Fingíoli.usan para la cepa

113-3 ie Eeckeríchia cli....n

£'lía».n.°^Q»en el renglón n015 debe decir:
usand. la cepa 113—3 de j¡*sciiericiiiu

V

col i.

decir en el renglón iicp de la Sierihra:
M....agregando a cada tu- 

h©0,5 rcl de medí© de cultivo de 24 horas de Lactohaciilus leicWnannii. 
Pfi£*D_°33, en el renglón nQ3 debe decir:

”.»..se extrae p@r acetona-alcohcl,s<1 
vente en el cual cristaliza en agujas, rejas.
Par.n^óé 

Para la técnica-de fermentación en superficie,las sales que entran
• ■

en la composición del medio de cultive tienen el siguiente numere de molécu

las de agua de cristalización:

Cloruro de calcio 2 H 0
2

Sulfate -de hierro 7 Ho0

Sulfato, de manganeso' 4 ILO

Sulfato, de magnesio 7-HgO

Sulfato de cinc 7 H^O

Sulfate de cobalto HgO
I ■

Pag.nQ38,el renglón nfi10,debe decir:
El flujo.de. aire fue de 1 litr© p©r li-

f

tr© dé medio por m/nuto con una agitación de 250 revoluciones por minuto.«
Par.38,los renglones nC13 y n^ló debeh decir:

”....5.OCO unidades >©r al,"

Pag.nCtQ:
La lectura se hace miaicjuá© la tur^iCLes de los tubos de las escalas

%25e2%2580%259d.%25c2%25bb..se
flujo.de


<e ensaye y comnaración en el espectrofotímetr® de Fisher modele A.C.filtrg 
50 A.

Pag.nQ5^:
1) -El carbón activado usad© es el F.M.N 50 de Ceca Barbet.

i ', *’*?’ 4 ? 2) - El renglón nQ4 debe decir:"El nrecinitada se.lavó Con una so- 

lucion hidrnalceh.nl ica al 30% de etanol.La medición microbiológica de las 

aguas de lavad© no acusó presencia de vitamina B «.12
Png» nQ5ff, el renglón' nQ3 debe decir:

”... .. obteniéndose los siguientes resul
tados correspondientes a un promedio de 10 determinaciones”.

ftag.nQbb, el renglón n£2 debe decir:
”....a fin de determinar la cantidad de 

vitamina B^ Que "retiene el adsorbato....”'

Pag.nPbQ, en el nárraf® de Elución co,n acetona pura y triple lavado del, ad

sórbate,él renglón nC3,debe decir:
para determinar las unidades de vita 

mina B _ que nuede recuperarse”.X *
gag. n<*62« el renglón n®8 debe decir;

- ”....Se filtra y el residuo se lava cúM

agua”....

Unidades Lactébacillus lactis Dorner
Aunque hemos empleado Come- germen test 

el Lactobacilins leichmannii,la expresión L.L.D.(Lactobacillus lactis Cór

ner) la hemos conservado porgue para el Laotebacillus leichmannii,no existe 

definición aceptada.

No hemos expresado microgramos de vitamina B „ ó unidades de-vitamina B -12
porque la valoración has<id© exclusivamente microbiol¿<i«a y yudieran exis

tir factores de influenca ,1a misma.

hidrnalceh.nl







