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Plan de Tésis

Temat "Métodos de extraccidn de vitamina B-12 producida por fermentacidn.

Su medicidn microbioclidgica”.

I) Introduccion
II) la vitamina B-12
a) Antecgdentea
b) Propiedades generales
¢) Constitucion quimica
d) Métodos de waloraciédn
1) Quimicos
2) Microbiolégicos
e) Métodos de produccidn
1) Por extraccidn de fuentes natura-
les
2) Por fermentacidn

0

Parte experimental

1) Valoracion por el método microbiolégiCo
a)‘Seleccién de 1la cepé
b) Puesta a punto de la técnica de medicidn
c) Medio de cultivo
d) Lectura de los resultados

e) Interpretacion



2) Produccion de vitamina B-12 por fermentacidn ccn Bacillus brevis

3) Extraccidon de la vitamina B-12 de los caldos crudos de cultivo

a) Adsorcidn del material con carbdn

b) Elucidn de la vitamina B-12 de 108 adsorbatos

Estudio de los disolventes:

a)

Etanol

Soluc.acuosa de etanol del 30 al 964
" " " " oo Wpds
sol.amoniacal del 1 al 10%

Ltanol en los pH 4,5,6,7 y 8

Acetona

Sol.acuosa de acetona del 30 al 90
Butanol

isopropanol

Metarnol

Dioxano

Acetato de butilo

Acetato de etilo

Tricresol

Fenol



I) IXTRODUCCION

la vitamina B-12,factor de crecinieﬁto ampliamente distribuido

en la naturaleza en cantidades minimas,estimula 1a funcién de
hematopoyesis y desempefia un papel importante en 1a nutricion

del hombre y de los animales,.

Su aislamienio fue realizado a partir de materiales bioldgicos
como el higado caei simultaneamente por tres laboratorios inde-
pendientes de investigadores:uno americano (Compafiia Merck) y

dos ingleses (laboratorios Glaxo y British Drug ngae).

Con la obtencion en forma cristalizada de la vitamina B-12,a pare
tir de los caldos crudos de fermentacion de microorganismos como
el Streptomyces griseus,S.antibioticus,S,rogeochromogenus,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 fermentacion ael Bacillus brevis,

Se ensaya asi mismo 1as condicienes Sptimas de extracciom ¢

temperatura,c ncentracion y reaccion,



- IT LA VITAMINA B2

a) Antecedentes:
| Para historiar ei descubrimiento de esta vitamina,debemos re-

| 4
troceder hasta el afio 1926 en que G.R.,¥inot y W,P,Murphy,hacen que se abando-

ne el concepto de incurable de la anemia perniciosa,pues observaron que en €l
tratamiento de dicha enfermedad,la administracidn de un régimen alimenticio
abundante en higado era altamqnte satisfactorio. |

El paso siguiente fue dado por E.J.Cohn y G,R,Minot y colabo~

[ A )
radores,que aislaron del higado la fraccién G,responsable de la accidn anti-

F 4
anemica,

2
La naturaleza quimica de esta fraccidn fue considerada por Cohn en 1928,co=-

mo una base nitrogenada y en 1930,como una amina secundaria ¢ terciaria.
. | s
H.D,Dakin y R.West en 1235,supusieron haber aislado esta frac-

cion en estado puro y cristalino y le asignaron la estructura de un complejo
que contenia hexosamina y algunos dcidos aminados,pero exenta de bases piri-

mid{nicas y puricas,



En tradajes posterieres estms sutrres aclaran que la fraccien antiperniciesa
eTa un pelinentide que weasefa algunsse de 1as prepiedades de 1as albumesas,
Ta hidreélisis de ese pelipewtidn dabha erigen a varies loidas aminadess(ar-
ginina,prolina,hidroxiprnlina,1eucina y dcide aspértica). | | |

Les trabka jes d¢ Subbaraw X‘Jacehso;'(193Zl,atribuian 1a ac-

cion antianémica a 1a existencia en el h{gad@'de varies factares activaes que
fuerean deneminades primarios y acceserias, T.es accessTies cempletan la aceidn
de les w»rimaries v san tres:un cempleje de purina,tiresina y un pewtide.
Eates facteres son inactives pera junte & los primaries se tornan activesd,
La naturalezs auimica de les facteres primaries era desconecida., oéfas expe-
riencias parecian demostrar la existencia de rmils de un facter antianémice,
As{,la anemia causada vnar la texina ti{fica,se curada mer extracte de higide y
ne per las fraccienes murificadas activas en 1a anemia perniciesa del hambre,
En la wisqueda del agente quimice causante de 12 acci’n
antianémica del higado influye netablemente €1 estudie de les facteres nece-
saTies para el desarrelle de micreerganismoes en determinados medies de cultive.

: 53 . .
As{,Snell vy Peterson en 1939,descubrieron un nueve facter indispensable sara

el crecimiente del Lacto®acillus easei y tambien del Streptecoccus lactis R o

¢
Streptcceccus feecalis,ceme le demestraren Hutchings,Behemes y Petersan en ef

)

a¥fne 1041,

En 1042,Mitckell ,Snell v Williamg,ahtuvieron de un cencen-
trade de espinacas,un extracte detado de gran actividad sobre el crecimiente
del Lactobacillué casei v el Streptececcus lactis Ry a este facter desc§ne-

cide dieren el nembre de Acide Falice,que deriva del latin "felium"(hoja) ¥

ha nersietido,annque este facter fue hallade mée tarde en etres erzanes y ve-

getales ne falidceas,



?
Dfjffer,Binkley y Brown en 1943,4islaron del higado un

factor antianemico para el pollo,en forma de cristales de color amarillo-
amaranjado,que & igual que el £cido folico favorece el orecimiento del
Lactobacillus casei y el Streptococcus lactis R,

La estructura del dcido félico fue conocida por reacciones
de degradacion en medio alcalino y en presencia de ox{geno,descomponiéndose
el doido félico en dos fracciones:una de funcién amina aromitica que por
hidrolisis dcida da dcido p-amino benzoico y £cido l-gluti{mico., La otra
fraccion es dcida,microcristalina,de fluorescencia azul,de naturaleza ptee
rid{nica y por descarboxilacion conduce a la 2-amino-4-hidroxipteridina.
1a degradacién del dcido folico,por medio.de anhidrido sulfuroso,da,ademds
de la fraccion amina aromfética que se obiiene en medio alcalino,un deriva=-
do pterid{nico de naturaleza aldehidica, ,

9
Angier vy colaboradores,realizaron en 1945,1a sintesis del

acido folico y le asignaron al nucleo fundamental la estructurasjguieﬁte:

COOH .

I ‘ N\
6« o —

oH-R-C = __ - i-Hz

CHp OH

H, ’

OOH Acldo FOliCQ )

Al ser ensayado por metodo bacteriolégicos y clinicos se

considerd al acido félico como 1a verdadera "Vitamina Antianémica",por ha-

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

lo8 extractos de higado mis eficaces,

Pero,el dcido folico resultaba téxico para el sistema

nervioso pues no prevenia las lesiones neurolégicas de la anemia perniciosa



Eeta neurotoxicided ha side explicada por Cobb,Pearson y Hastings,ocomo dee

bido a la formacion en las soluciones no recientes de doido folice de deri-
vados de fotoescicion ,tal es 1a 2-aiino-4-hidroxi-6-form11pterid1na exe
tremadaments neurotoxica,
Tampoco podia consiituir el verdadero principio antianémico pernicioso
cohtenido en lo8 extractos hepitiooe,fa que la actividad de estos se mani-
festada en déaia mucho ﬁenorea.que con el dcido fdlico.

 1a imposibilidad de que el dcido filice fuese el verdadereg
principio intianémico pernicioso ,ha sido superadb por el descubrimiento

de la vitamina B-12,que actua a la désis de 1 gama,

" '
‘En el afio 1947,Mary Shorb,hallé que el crecimiento del

Lactobacillus lactis Dorner,era estimulado por un factor existente en el
higado en gran cantidad y en menor proporcion en la leVadura,pepéina,pep-
tona,leche peptonizada etc, Revela que la propledad aniianémica de 108 pre-
parados de higado existentes en el comercio,estd en relacion lineal coﬁ la

concentracidn de este factor,

Basandose en estos trabdajos,K,Folkers y cg;aboradgrég en
1948,aislan en forma cristalizada,el principio antianémico del higado y 1o
desigian con el nombre de "Vitamina B-12", Su actividad es tal que permite
el desarrollo del Lactobacillus lactis en una concentracion de 0,000013 mi-
crogramos8 por mililitre de medio de cultivo,

Simultaneamente con el descubrimiento de Folkers en Estados

13 ,
Unidos,Smith y Parker,en Inglaterra,anuncian un aislamiento similar pues

empleando un métodd cromatografico lograron concentrados muy activos los



que por digesflén tripstea y nueva cromatografia condujeron a un producte

f

que cristaliza en acetona,

s
Ellis,Petrow y Snook,tambien en Inglaterra,obtuvieron una

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

mico de sus soluciones acuosas por tratamiento repetido comn n-butanol en
presencia de alta concentracion de sulfato de amonio. Al final realizaron
una adsorcion cromatogrdfica por columaas cargadas de bentonita ¢ silicato
de aluminio y cristalizaron el producto adsorbido con 8solucidn acuosa de
acetona.

La potencia del producto cristalino aislado fue determina=-

. .1
do por Shorben 1948, y es de 11,000.000 L.L.D,/mg.

e

Dedu jo §hgzﬁ:que la vitamina B-12 existente en el higado es responsable del
desarrollo del Lactobacillus lactis Dorner, |

Con el ‘aislamiento de la vitamina B-12 partiendo de extrac
tos hepaticos,se confirma la teoria de q;e un 8o0lo factor era necesario

para el tratémiente de la anemia perniciosa del hombre,



- ») Propiedades gererales:

La vitamina B-12 cristalizada,aislada tante del hi-
grdo come de les caldos de cultivo del Streptomyces griseus,se onresenta en fo¥ -
nma de agujas de color Tejo oscuroe. E8 inedoTa y no pesee saief.apreciéble.

- Es seluble en agua: 1 gr.se disuelve en éerca de 80

ml.de agus., Es insoluble en acetona,ggggaferma y éter,pero soluble en alcehol,

.. ] - & ° '
El voder Tetatorie esyecifico eé:[OQ‘6565.A= 5o L g
2 . N . |
_E1 preducte desecadc es higroscopice y adserbe rapi-

damente de 10 a 12% de agua"en ambientes de humedad relativa'del 50%.
Ne requiere proteccién de la luz difusa pero si de

1a 1uz selar puesse separa €l Ciane grupe que se vuelve a recombinar en la

92

ebscuridad,
Las sSoluciones acuosa Son neutras ¢en una estabilie~

dad mixima comprendida entre pH 4,5 y pH 5 nudiendo ser auteclavadas a 1209C

duranté 20 minutbs,


ml.de

Por el calor se descompone a pH 2 y mde rapidamente a pH 9 y pH 12,
Los {ndices de refraccidn,determinadoe sobre los cristales

desecados al vac{o sont of 1,616, B t1.652, ¥ 11,664

Cuando se determina el punto de fusidn los cristales oscurecen
entre 210 y 2202C y no funden a 3009C,

La soluciones acuosas presentan en el exdmen espectroscdpico
las siguientes bandas de absorcidnt una en la regidn visible del espectfo con
un maximo de 500 mu y dos en el ultraviolets:361 mu y 278 mw con inflexiones

a 322 y 304 mu

En las titulaciones potenciométricas se comporta como una ba-

se polidcida,

ILa vitamina B-12 cristalizada se inactiva lentamente en solu-

ciones de Z2cidos 6 4lcalis fuertes,

Mantenida en ambientes estériles y vehiculizada por soluciones
gsalinas isoténicas,puéde manterer su actividad terapéutica,a la temperatura
ambiente durante mds de un afio.

Es reducida por el hidrdgeno en presencia de platino como cata-
lizadoT,por el aldehido formico y por el bisulfito.

Es atacada profukdamente por 108 agentes oxidantes.

‘En 1o que réSpecta a la compatibilidad e incompatibilidad de.
la-vitaﬁina B-12 con varias sustancias de interés farmacéutico,es necesario
no solo tener en cuenta las caracteristicas de la vitamina B-12 sino tambien
la pureza de la sustancia a la cual se intenta asociarla,

Las impurezas presentes en las suctancias adicionadas a la vitamina B-12,aun-
que representen el 1,1% 6 menos del producto total,pueden dar lugar a reaccio=-

nes quimicas por cuanto pueden encontrarse en proporcidén molecular § mayor de



1a 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 f drmula

que contiene vitamina B-12,

Ja 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 imvura y la solucidén de vitamina pura en presencia de sustaa.
- cias reductoras como por ejemplo el dcido ascorbico.

Gekenheimer y Feller{estudiaron la incompatibilidad

entre la vitamina B-12 y el dcido ascdrbico agregando a una solucidn que con-

tenia 15/0vg/cc de vitamina B-12 cristalizada,acido ascérbico en la propor-
cion de 10 mg/ce y 50 mg/cc a otra muestra de la misma solucidn de vitamina
B-12 cristalizada.

El mismé ensayo lo efectuaron con una solucidn de concentrado de vitamina

B=-12 (equivalente a 1Q/bg/cé de solucion)

Luego de esterilizar por tiliracion y envasar asepticamente en ampollas,se
mantuvo a 28-302C durante 24 horas. La medicién de vitamina B-12,por el mé-
todo microbionldgico indichd que mds del 50% dé la vitamina B-12 se habia des-
compuesto,

Paralelamente se hicieron enemyos con las citadas soluciones de vitamina B-12
pero sin el agregado de dcido ascirbico sin observarse en la valoracidén des-

composicion de vitamina B-12,



Propiedades terapéuticas de la vitamina B-12 -

Clinicamente se ha demostrado que su empleo provo-
ca remision de 1los sintomas de.la anemia porniciOla,mojorando'los de las
anemias macroc{ticas y megaloblisticas de 1a infancia. Con una cantidad de
10 mexg, de vitami;a B~12,Un leliobtuvo un aumento de eritrocitos en anémi-
~co:5pernicioaos y con 15 mcg.el nivel de hemat{es llegd a 4,5 millones por

mm,
la vitamina B-12 es activa por via parenteral admi-

nistrada en dosis del orden del microgramo(l a 3 mcg.diarios) y se 1a ha

jdentificado como el "Factor extrinseco de Castle"” 6 sea el componente exd-

geno del "Factor de maduracion eritrobldstica". Su accion antianémica tam-

bien se manifiesta por via oral siendo necesario para su utilizacidn efec-

tiva la presencia del "Factor intrinseco de'Caetlgg agente ac£1Vador que
existe en el jugo gdstrico de acidez ﬁormal 0 elevada pero es escaso en el
vaciente de anemia perniciosa pues el jugo gdstrico es de baja acidez,pbr
lo cual para éue sea absorbida por via oral debe ser gcompaﬁada de.una ade=
cuada cantidad de"Factor intrinseco",que existe en 1la mucosa estomacal y

duodenal del cerdo. ]
. - Jas proteinas animales constituyen el principal

alimente aportador de vitamina B-12., Para su absorcién es necesario su pre-
via combinacidén con el "Factor intrinseco de Castle". La absorcion se reali-
zaria en el mismo estémago y primera porcion del intestino delgado, Como 1la

capacidad normal de absorcion 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 tunciones.



10

As{,se la ha considerado como el componente principal del "Factor de Apro-
vechamiento Protefnico Animal (Animal Protein Factor),por lo que confiere
al organismo mayor capacidad de asimilacion del nitrogeno proteico acele-
rando el cfecimiento por est{mulo de 1a funcioén pldstica,lo que se ha puesto
en evidencia experimeﬁtando en ratas,topos,pollbs ete,

Su aplicacion como estimulante del crecimiento de nifios de desarrollo retar-
dado ha sido compfoﬁado en varios casos,

Sobre la célula hepitica ejerce una accidn pro-
iectora "ahorradora de la metionina®,pues cuando esta vitamina esti presente
en la dieta,es posible utilizar la homocisteina en lugar de la metionina,

Es ademis,capaz de aumentar "in vitro® en 1a célula hepdtica 1la reduccion
de los compuestos caracterizados por una funcién -S-S- ,

Se le ha atribuido ademds un efecto antihistaminico y antianafilictico que
no se ha podido confirmar aun.

Por ser virtualmente aidxica ha sido usada con éxito en transtornos de ori-
gen hematolégico,dermatolégico,neurolégico y gastrointestinales,

Se ha observado que la vitamina B-12,provoca una
excrecion del fenol en el anemico pernicioss,ejerciendo efecto andalogo al
de 108 extractos hepiticos , Esta disminucién se interpreta como una {ndice
de desintoxicacién unido a la ﬁormalizacién del enfermo.

‘ | Las observaciones hechal.aoére el comportamiento
biologico de 1la vitamina B;12 Yy las que sc iran efectuando,permiten suponer

que se podr{ llegar a la interpretacion del exacto significado bioquimico

de dicha vitamina,



2T

Drapiedndes farpacelegicas de la vitamina 212

b
t

Abég?C&éUt

ILa vitamina Blgllega 8l erganisme c:n les alimentes,nrincipalmen-

te 1as nreteinas animalés.

-

Ne rbstante ser una sustancia.muy seludble y difusible,su absearcisn que se
renlizn en el estomade y nrimera mnerétan del intestine delgade,es extremadae

mente diffcil aiin en individuc®s nermales.Para elle es necesarie la cembina=

1Y

cisn cen el facter intrinsecn de Cavtle,que es un agente activader termeld-

O

bil,de naturaleza enzimatica centenide en €1 juge gdstrice.

Castle en 1929,enuncia 1a hinetesis de la fermacien del factar antianémice

en el higado, De acuerds a esta teerfa ciertos alimentes centendrian el face

- ' . : ‘s
t.xr cxtrircece,termoestavle,one e crmbinarin cen el facter intrinsece y

ambes eriginarian el facter antianémice,que abserbide se almacenaria en el

higade , . “%

En la anemia pernicinsa es tipica la atrefia de 1a mucesa dntestinal le que
’ .- 3 . g " | 1 " 1
ecasiena insuficiencia de factaear intrinsece,en el jugs gistrice per é1 ela-
S | L
berade Yy por censiguiente deficiencia de facter antianemice,

El descubrimiente de la vitamina 312 en 1948,y la eficaéia‘de les rgsultad@a

.

ebtenides al admiristrarse el focter antianémice en paciéntes cum anemia ma-

Qr@p{tica,demostré claramente ouc el facteéigitr{nsébé,el f&ét@r enticrémice
y la vﬁﬁamina,Bl?,cran gné gola entidad aufnica.

1a intervencisn del facter {ntrinsecggn@ seris oem@ reactivc“gu{mico,sine
came agente~imprescindib1@ reguléd@r de 1a absarcien de la vitamina 312.
Para di1uc{dar si el facter intrinsece contenide en el jugs gistrice “cide
actﬁansimﬁlem;nte,aﬁudandn 1o absercidn de 1a vitamina Byo s ambes facleres

juntes censtituyven el facter hemenayétice presente en o1 suere nermal,Ca-



AQ| kel

ts cen la vroducida ner las bacterias 1ntestina1eg que 1a sintetizan en el cie
7a ¥ clan, : .

fes8¢ -

Ia eliminacien ner v{a renal es escas{sima alin cuands se hayan ingerids

grandes cesis,

La elimina cian es mds rdnida cnands ha sid- administrada per via endeveresa

que cuarde le fue por via intramuscular.

Intreducida ner via parenteral circuls peTr la sangre durante varias heras en

ferma libre y-una pequefia. nvarte en f rma combinadn., ILa ferma libre serian ra-

nidamente eliminada mero rne la cembinada,

Ceme teda.la vitamina ahsarbida en el inteétinm_se presentar{a en la sainzre

baj: la frrme cembirasda y =y e]iminacifn ec ewCcAe?. nel 12 ;rina,adn cunnd a

se haya ingcride dcis de hasta 10 mgs,

E1 erganismna tierie meca tendencia a rctener esta vitamina va que su elimina-

. . . ] ° s ’ . - . ',... hd {..
cien aumcnta netabhlemente a centinuacion de su admivistracidn,

Metnholisome de 1o vitoriva B s

Se ha demestrade el papel que desempefia Come
' /
facter nutritive esencial mara el hombre,ratas.gallinas y muchas bacterias,
Ejerce una netable accien antianémica,siendo el facter hemupeyéticu mgs 20C -
‘tive quc se concce nues Yale sen necesaries micregrames para prsducir remi-
sian de les sintemns de 1a anemis perniciosa;
A '

Su principal funcien metabalica es 1la de nremsver 1a maduracien de les eri-
trecites cen lo cual queda nermilizade el aspects hist~lizice de la méinla
‘sen,e]l cuadra sanéu{ne@,el velumen ¢lesbular v la cancentracidAn de hemigla-
bina, Interviene tambien en el metabelisme de las preteinas y nucleoproteinag

siende la resnuesta hemitica una de 1las consecuencias 42 12 regulacisn de

estes metnbolisnes,



Fo(bis)

Se snpiere cue Uhe defectuesa fermacien de dcides nucleices y aucleeprotei-

nas o~ndu01r{a Rl desarrelles de 1a anemia megaleblistica nacroc{tica.

Bl metabheal isma del acide falice desempeia tambien una prominente p@éieién

1
en esta cadena de reaccienes, En 1948§aube_ljch y _Bauman, cemprgbar@n que el

§c1da fvllco pedia servir de factmr de crecimiente para muches Lactebacillus

ners nae para el Leiicansastac citreverum 8.,180,a0ue en cambie era e3timulain ed
8y crecimiente pmer el extractn hepitica,ver le que cancluyersn jgs autasres
citades,mer acentar cue les extractes hepitices centendrian un nuevs factar

distinte a4l dcide felice que Aengminaren Facter Citreverum.

Canprebaren estes auteres que en la erina de ratas a las que se administre

)

qrandes d’sis de acldo fellco,se pania en evidencia 1a oreaencla de grandaa

1nt1dades de Factor citreaverum,mientras que inhibiende en el mlsmo animal

la pr:duccian de dcidao filice perT la administracien de sulfaguanldlna,se 8Uu~-
primfa casi integramente la eliminacion urinaria de Facter Citroverum,le gque

demestraba que este factar estaba estrechamente 1igads al dcide falics.
v
Vlchel v We]ch realizarean exn@rwencwq temﬂlentes 2 demestrar que el 2cide a3
- .
ceTrbice faV@Tece la conversiin en el erganisme del #cide félice 2 Facter Ci-

D

-

L ]

treverum. | -
& . . . .
Sauberlich en 1949, sbserve que la aminepterina inhibe el crecimiente del Leue

B SRy

.. a '-"
cenestec cltriverun,nere ove el Facter Citreverum suvera tal inhibicien al

L

centraria de le que hace el dcide folico,’

. 48 - ’, . ) &
mand 7 CQI{en 1949,estndiaron el pesible antagenisme del dcide felice,encen-

trande que un derivade del dcide metilfslice era active en tal sentide y ob-

tuvier-n el #cids £ .1inica,convirtiends el 4cide f5lice en formilf lica ¥

. ’_ . ] 4 s
4e3nyes reduciende el acide fermilfélice en presencia de acide ascIrbicCae,

] . S . .2
E1 nrsducte ehtenide era 1 millen de veces mis active que el acide filice Co=



LT

me facter de orgcimiente del Leucenestec eitrevarun.

El dcide fAlice y 1a vitamina By, intervienen reSpebtiyamente en 1a sintesis
Ae 1n fimin&hyﬁde syidesexiribenucleaside @ timidina,

.El ncide falice ne serfa en rgalidad la forﬁa bidtegicamente activa,la cual
sntes de actuar sé.transformaria en ei «rganisme en u; cempueste del tipe
del dcide fellnice. " |

4E1 esquema qwguiente eXﬂllcaer 1a acci’n teraneutica intensa del acide fé-
11co \ 4 de 1s vitam¢na Bl, en la eintesis de 1a tlnlna y de su deswxirib)nu-

cleaﬂld@.o tinidinng

Acicde Pllice

Acide Felinice Vitamina B__
3 Timira -— 12 —» Timidina

En la primera etapa de la sintesis de dcides” nucleices,el Acice feolinice

prebablemente actue ceme una enzims en la metilacién del uracile para formar

B |

una wPase pirimidinica: 1a timina.

De manera similar,la vitamina B o paTrece promever emnzimaticamente la trans-

D l .
' ) ] L L] .’ L] [ 4 X .
f~rmacion de la timina en nucledsidettimidima,que entonces entra em la for-

s

macien de las dcides nucleices,

L3P

Una deficiencia ya sea de #4cide Tolinice & de vitamina Blé interfgriré en la
». . Lt

sintesis de ciertes scifdes nucleices,nreduciéndese la amemia macrecitica me-

gal~bldastica,.

Existe una interrelacidn entre 1a vit'mina B, el acide féliCQ y el acide

aSqublco,cn 1a funcien de pT@MﬂveT al desarralla v mldH?&Cl.ﬂ de les glebu-

1@8 Tejes., -Un heche aue hace destacar 13 neceoldad de accion c@nJunta de la

vitamina B y el dcide félice,1a c-mstituye el de ser ineficaz 1a accisn de



ﬂ"(“‘j

1a vitamina Blg‘bn la maduracien de les megnloblastes si falta el Lcide £&-

. » ' . . ‘ "
lice. Ademas,cuande 1a v;tam1pa 312 es insuficiente el dcide félice e3s ine-

- .

fieaz, .-
Se ha demasfrado qﬁe una deficiencia de vitamina C,preduce um mayer gaste

sehre las reserfag del,}rgnnismo en “cidle f‘lio;,para mantener el metabelis<
me de les aminodcicdes génecialmenhr la tiresira,eriginande una anemia MACTQ

citica, + .

La vitamina B9 mesee cl caracter de Facter de Aprevechamiente Preteinice

bl l ] * ' ’ . . .
» A.P.F,yner faverecer el crecimiente per estimule de la funcien pldstica le
que se Tevela nar una mayer retencien del nitrigene vreteico .

E1l1 Facter de Apravechamient@ Prntenico seria idéntice a 1la %itamina B2 4

estar{s intimamente ligade a ella,

Cuande falta el Facter de Apreovechamiente Preteinicae,se altera el metahslis-

° ' : . ,h .,- ’ . ) » i
Mo proteice, Frost v cel.cempreharTen que Patas jivenes a las que se adminis-

traba una dieta carente de . .witamina Blg\cpcciag def;cicntcmente peré 1uéga

v . / | Vs " .
el desarrolle tendin a mermanlizarse ¢nm nrepercien al ten:r de vitanina Bio

-de] alimente.
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c) Constitucion quimicas

ILa formula molecular de la vitamina B-12 es aproXi-

madamente la siguiente: C61/64 HE6/92 N14 013 P Co.

3 i
En 1949,Folkers y colaboradores determinaron que su peso molecular esta pro-

xirio a 1300,de acuerdo al contenido en cobalto;determinado por ebulloscopia
en solucion aleohélica,did un valor de 1490 mis 6 menos 150,demosfrando el

contenido en la molécula de un solo 4tomo de cobalto.

La presencia de csbalto ha sido demostrada por. analisis espectrototogridficos
y,basandose en los estudios desusceptibilidad magnética de eeta vitamina se
ha comprebado que es un complejo de coordinacidén cobdltico,tiendo la unidn
del cobalto del tipo coovalente mis que idnico..

La proporcidn de cobalto,determinado en el producto desecado al vacio es de
47 y a este elemento se asociaria em 9o1or propio de esta vitamina .

En cuanto a la funcidn biongica del Cobalto,diremos que su impértancia en

1a biosintesis de la vitamina B-12,se ha verificado experimentalmente con



i -

micreerganismes como el Mycnhacterium smegnatis,Streptemyces griseus y Pseude
menae Ep. que cultivadns en medies a le2 que ne se agregd cowalte,la cantidad
de sustancia activa del Lactowacillus lactis Derner producida fue de 540,880,
y 640 nicregramos nor miligramo respectlvanente,mientras que en medios que te-
nian cobalto preducian 5800,5500 y 3000 micrezrames mnor miligramo de sustancia
activa del Lactewacillus lactis Derner..

19
Ellis,Petrow y colaboraderes en 1949,hallaren luege de hidrelizar

ula vitamina B-12 con HC1 al 20% y calentar 6 heras a 1002C,que el equivalente
de P es del 2%.
De acuerda con 1a determimssién de cobalte,la relaciin Co:P es 1:1.
Para §gi§£hcn cambieg,seria de 1:3 le que implicaria la existencia de des ficte-
res de propiedades hemntepevéticas que contienen.cobalte,
El conocimieﬁto de que gl Py el Ce existen en la nolécula de vi-

tamina B-12,mermitié su engarce con isotemos radieactives de estos metales a

fin de facilitar los estudies en el metabelisme.
o 60 32 :
Lester Smith v colaboradores,incorneraren el Ce y el P a 12 vitamina B-12

wroducida en la fermentacioen del Streptemyees griseus,abteniends productas de
actividad radieactiva nntable.

12 vitamina B-12 contiene:. en su melécula un grupe nitrile desti-
nado a ccordinar el dtomo de ocobalto.
La existencia de este nitrile se determing per exidacien en un sistema cerrada,
La vitanlna B-12 disuelta en dcide sulfirice 0,7DN se hace reaccionar een per-
manganate de potasie al 2ﬁ.y a l1la temperatura de (Q9C,
I mezcla de reaccién se ealents a 752C y les gases que se preducian se hicie-

[

-ron pasar a través fe una selucicn diluida de hidrexidoe de sodie donde se



cormrobd la presencia de nitrilo con bencidina,ccbre y sulfato de hierro,

AL e
Brink,Kuehl y cclaboradores,obtuvieron tambien una 1i¢

beracién del scido cianhidrico por calentamiento de la solucibén de vitamina
B-12 en dcido clorhidrico § solucidén acuosa de £cido oxflico,a la temperatura
de ebullicidn bajo reflujo durante 5 horas.

En cambio no pudieron comprobar la presencia de nitrilo cuando 1la vitamina
B-12 es calentada con dcido sulfitico en condiciones similares a las sefiala =
das para el “cido clorhfdrico u oxdlico,debido a que el Zcido suifﬁrico nues-
tra una ligera tendencia & formar complejos de coordinacidn con el cobalto

imnidiendo el desplazamiento del nitrilo de 1a esfera de coordinacidn,

La demostracidn de que 1a vitamina B-12 no es de natura-

A a3
‘leza polipept{dica fue realizada por Brink,Volf.Kaczka y colaboradores,hidro-

lizando con HCl1 6N y tratando el pr-ducto de hidrdlisis con ninhidrina que re-

I 4 - 0 ’ « .
velo ausencia de aminoacidos,

19
Brink y colaboradores,llegaron a establecer la posibi-

lidad de la existencia de anillos pirrdlicos en la molécula de vitamina B-12,
al observar que por fusidn alcalina reascciona ccn el Teactivo de Ehrlich(p-di-
metilbenzaldehido) dando una eOloracién roja que es caracteristica de las sus-
tancias nitrogenadas incluyendo 1los pirroleé.

Un paso de notable importancia sobre la firmula de 1la

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

cidén por hidrdlisis dcida.,

id
Brink,y Folkere en 1949,han logrado aislar como pro-

ducto de demoliciodon de la hidrdlisis acida de 1la vitamina B-12,un compuesto
de naturaleza bidsica que por datos analiticos y sintéticos se comprobd es el

5-6 dimetil-bencimidazol,pues tratando el 1-2 diamino 4-5 dimetil benceno con
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dcido formico se obtuve el 5-6 dimetil-wencimidazol ean un punte de fusiaonm

iguel & P.F 204-2052C,idéntics al nreducte de estudioe,

N
CHy £ \/\\ o

e,

Hhet dimetil- ben01m1d ol

--—g

CH,q f\ /an
CHja QQJL\
NH2

1-2 di~miro 4-5 dinctilbencens

ﬁ'/053 54Hy7_ 91N12013P00

S0,

Firrula que se atribufa a la vitamina B-12




. Les estu’ies de Brink,Helly y colaboraderes,sobre la degrada-

cifn hidrolf{tice de 1~ vitamine B-12,han permitido establecer que falea frag-
mentos de 11 citeda vitamina,se encuentran ligades en la sustancia erigzinaria
bajo la forma de ribaside, |

Este producte de cdegradacion se ha pedido aislar bijo 1la forma de picrate de
1A -d-rivefuraniside H-6 dimetil bencimidazel,cuya maturaleza qu{mica ha sido
confirmada por via sintética condensandn la 2-nitro 4-5 dimetilanilina con el
b-tritil d-ribofurandoside & 2-nitre 4-5 dimetil N(5’tritil-&-rivefurandside)-
anilina,reduciendo el nitrederivado a amina y engarzande al final el nicleo
bencimidazélice con ester etilminoférmice. Per hidrdlisis dcida de este O1ti-
mo preducte ge obtuve unﬁ suetancia cuyo picrate se ha dementrade es idéntico

al vicrato del preducte natural tante por sus preriedades f{sicas como quimi-

cas, . , -
Por un método de sintesis aniloge al usado para el isomero O

se ha podidn eintetizar el isimero 4 1-d Tivofuraniside b-6 dimetil-wencimi-

‘3291.. Y -
Con el ebjets de simplificar la nomenelatura,se ha propuegte

designar comoX y/4 Ribazel ald yﬂ 1-d-Tibefuraneside H-6 dimetilbencimiidazel,

-CHy OH

A Ribazel

CH-Z Y \ o
féf/\ﬂ/’- F(-;9~;;;‘

/" By Q¥ CF !
¥ - 6-C - (-G - CHpOH
H H :

. Ritazol
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En lo que respecta a la relacidén entre las propiedades

P |
biofogicas y 1la estructura quimica,Folkers{hizo notaT que una fraceion del

5-6 dimetil-bencimidazol,$ 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 algﬁnos 5-6 dimetil-bencimi-
dazoles de interés bioldgico,

Estos productos de degradacioén por hidrolisis dcida,tienen una actividad bio-
16gica similar a 1a de la vitamina B-12; Las experiencias realizadas con el
oLy{SRibazol revelaron una actividad igual a 1/400 de 1la vitamina-B-lz al ser
suministrados a animales junto con polvo de tiroides y faltando en la dieta

las proteinas animales,

La hidrogenacion catalitica de la vitamina B-12,en pre-

¢ <4
sencia de oxido de platiro,fue realizada por Kaczka,Wolf,Folkers y colaborade-

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

rojas. Este compuesto se designo como vitamina B-12a,siendo sus indices de

refraccidn:(ﬂ1.580,ﬁ:1.640,121.654. El espectro de absorcidén demostrd un mé-
ximo de 2,780 A, 3,610 A, vy 5,500 A igual que la vitamina B-12,
El contenido de cobalto se comprobd es de 4,58% y el de fésforo 2,43% .

Observaciones cde Kaczka;Wolf y éolaboradoré%,demostraron
que en la vitamina B-12a no existe el grupo nitrilo,presente en el complejo
de coordinacién cobdltico de la vitamina B-12,pero si a una solucién de vita-
mina B-12a,s8e agrega iones CN,se transforma en vitamina B-12,

las scluciones 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 ién CN,de ah{ la denominacion de Hidroxi-

cobalamina,mientras que la vitamina B-12 se denomina Gianocobarémina.


CN.de
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De los productoe de fermentacicn del Streptomyoces

[

aureofaciens,Pierce,Page y colaboradores,describen el aislamiento,en fcrma cris-
' 34

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

tuvieron como sub:producto de la fermentacion de la Neomicina.
Su contenido en cobalto es cercano a 3,64% y el de fésforo de 2%,

Su espectro de absorcion es similar allée la vitamina B-12a,no exietiendo en
ambos 1la banda de absorcion a 2,140 caf que se observa en la vitamina B-12,

.Al igual que la vitamina B-12a ditiere de ia Cianocobalamina poTrT la ausencia

del grupo nitrilo,conteniendo un grupo hidroxilo en su lugar, Baséndbse en las
caracteristicas fisicas,ha sido demostrado que las vitaminas B-12a y B-12b,son
idénticas,pudiendo estos dos factores ser facilmente transformados en Cianoco-

balamina por tratamiento con cianuro de potasio,

33
Lang vy Chow,estudiaron la inestabilidad de la vitamim

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

)
Frost y colaboradores,demostraron la estabilidad dife-

rencial entre la Cianocobalamina y la Hidroxicobalamina en presencia de dcido
ascorbico,proponiendo su uso como medio de diferenciacién de 1a Hidroxicobala-
mina. En téles condiciones ésta fue detruida'6ompletamente,no siendo afectada

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

balamina/Cianocobalamina,se encontrd que varia ampliamente,
$¥.4Y

"Anslow y colaboradores(1950),al efectuar estudios en

el grupo de la vitamina B-12,aislaron por -adsorcion cromatografica de los 1iqui-

dos de fermentacidon del Streptomyces griseus,las vitaminas B-12¢ y B-12d,

Se diferencian de las vitaminas B-12a y B-12b por sus propiedades fisicas y
quimicas. Entre las propiedades f{sicas que han permitido su identificacion

citaremos el espectro de absorcién y la particidém cromatogrifica,


Jackson.Whitield.De
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la vitamina B-12d posee un espectro de absorcién idéntico al de la vitamina
B-12b,pudiendo separarse de ésta por via cromatogrifica,

Estos nuevos factores resultarian derivados de modificaciones

quimicas no profundas en la molécula de la vitamina B-12, v

La vitamina B-12c se obtiene tratando con dcido nitroso la vitamina B-12b y
se diferencia de la Cianocobalamina por tener un grupo nitro en lugar del gru
DO nitrilo.

La vitamina B-12d se obtiene eliminando de 1la vitamina B-1Z2¢ él gTupo nitrico

'comporténdose como la vitamina B-12b de 1la que se diferencia por su constitu-

cion quimica,

La actividad antiperniciosa de las vitaminas B-12c¢.y B-12d ha
dado iguales resultados que las vitaminaé B-12a y ﬁ-l2b y que la vitamina
B-12 cristalizada,desde el punto de,vista cuali y cuantitativo. Por lo tanto
Para la cura de la anemia perniciosa,los constituyentes individualizados del

"grupo B-12",son terapeuticamente equivalentes,

37 :
Lester Smith y colaboradores,al estudiar 1la estructura y la es-

tabilidad de una serie de cobalaminas por medicion del espectro de absorcion
y los coeficientes de'absorcién,demostraron que ademas de las cobalaminas
neutras y basicas hay una te}cera serie de éobalaminas que son acidas que con
tienen dos iones dcidos que pueden ser iguales 6 no 6 bien un ion bivalente

como el ién sulfito. Estas cobalaminas 4cidas son inestables y 8olo persisten

en soluciones que contienen exceso del idn de coordinacion,

-y
[ .. 41 ) (- - P03, f--or CN |- rt - 803 |-
Co+ + .C.‘+‘ de"' Cotre
0 0 © © 0 0 0 Q
.\ 0 0 T4 q ’ Q ’ - /
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e
Hea thente, investige 1la presencia posible de etres cuerpes pare-

cides « 1la vitaMina B-12 en muestras Cemerciales de cebalamines de acuerde a
les ensayes de pureza de U,S,P,,determinande e} c.efiCiente de partieién ’do
Sebalamina entre les sistemas snlvente/agua.

Sefiala el valar de la distriducicon de esta vitamina entre les sistemass
&lcohel/ague,hutannl/acua etc,

s :
E@dd_y,c@laborudarea‘en 1951 ,sefialaren les progreses en el estw

dis de la estructura quimice de¢ le vitemina B-12.
a) Una parte de la nulécula individualizada come 5-6 dimetilbencimidazel e3ta
unida com un nuente glucoxidice a uma molécula de rivesa fosferilads en C-2 o

en C-3,

®») Ia porcidn conteniendo. codalte estf{ umida a 1la restante porcida de 1 maa
1%cula a través del grupe fesfirTice y Tepresemta las 2/3 paTtes de 1a melécula

misma y su estructura re estd t-drwin anclarada,

¢) Ademas han sidn aisladas: 1 moléeula de ameniace y 2 meléculagie l-d_émino

2-prnopanel,

Su férmula,basada em los estudies elpcctPQBC£p1068 de Beaver,Holyday,Johnsen,

5Y
Ellis y Petrew,seria la sicuiente:

Formula prebable de vitamina Bo

"CH_NH CO
2}. i
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Kl gruvne de vitamina B.o Aislamiendo de nueves facteres

Ford,Holdsworth v Portqr”en 1905,demestraren que en
loas extractas del'crntemide irtestinal de terncra y sus hééea,existeu Junte
conm la cianecebalamina, 4ifermas relaciernadns? factores'A,B,C y pseudevita~

mina B12° Yu :
Gant,Lest@® Smith y Parker(1954),revelaren que la hi.

drolisis acida,mnroduce 1a eliminacidén del racledtido en 1la cianocobalamina,ecn

el facter A y en 1la pseudovitamina B
12
Tante el fact@r A cemo la mseudovitamina B]2 difierem seolamente de la ciano=-

cohalamina en la naturalera del nucleltidae.
En la cianecebalamina el nucleotide e3 el fosfate de 5-6 dimetilbencimidazoel

L

| It
D-riwmefuranressa. (Buchggan,J@EESQH,MillsLTQddLl954).

Fn la psendovitamina Bwﬂ el nucleontido ha sido idemtificado cemo adenina.
1 e

&3 . s
(Dion,Cnlving v PRiffrer,1957); y 12 2-metil adenina enm el factor A.(Browa,

R N
Lester Smith,1954)(Dion,Colkins vy pfiffrer,1954).

= ey

1a sustancia resultante de 1a eliminacisen del mucledtide em la ciamocehmalmina

en el facter A y en la pseudovitamina B,g ha €ido identificada come facter “B.

We se sahe aue mnclentido,si existe,ests presente en el facter C,

Ia activided mictobiolégica del facter A.y'ﬁe la pseudovitamina-312 es del
misme erden que la cianoCebalamina para microcrganismes como Hsckerichia ceil
113-3,m€Ta menor »Hara el Lactebacillus leichmannii.

_ 76
Ford v Heldsworthh en 19204, realizarcem estudics sebre la

viesintesis de 1a vitamina B12 ., Observaren los compuestes que se formasan
cu'nde se agregaoba al medio de cultive mecesarie nara el desarrello de hSChte

richia coldi ,murinas,nirimidina v vitaminas. Ia pseud. vitamina Byjgse proedu-
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2ol )

ein cuando nl*sfctemn se agregaha adenina y se formaba ciamecobalamina cuam

de se ngregata riknflavina ¢ sustareias relncienadas ceme mer ej.l-diamine-

L

3-4 dimetil 6-D-rihitil amine bhencene, -5 dinefil o-fenilendiamina y b5-A

dimetilbencimidaqu.

-

Los ¢ mmuestos resultantes eran micrewiclegicamente actives mara el Bacte-

rium coli,lactabkaciling leichmannii y nmara um pretezoarie Ochremenas malka-

mensis, |
-~ fu N ! . * . 2 ] ¢ -
Woollev(1950-1951),emitie 1la teeria de que la rive-

flavina y 1la cianccobalmina estan irtimamente relacionadas ya que ambas ten-
drian cemo precurser comur del rucleotide al 4-5 dimetil 1-2diamine ®encene

[ 4 » » . v . ]
el cual seria capaz de sintetizar,em yn medic biclegice adecuade,la ciane-

cnkalamina, ' |
Ceonerman,Talenkin y DruCkeT(1952).HﬂrtmanLDry@eﬁ \ 4

Carv(1951),ebservaran cue en dietas deficientes de vitamina B;o,los Rencimida

rzonles sustituides vromoverian & ura intensa sirtesis ivtestiral de distintas

5

farmas de vitanmina B]?,activa~mara las animales sunerinres,



Lecular de la vitamina By su producte de dégradacidn el
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acidao hexacarhoxflic

La deduccion de la estTuctura melecular de la vitamina

*

B, ha sido legrada por el estudie cambinade del anflisis oui{mice y el andli~
sie erietnlogrifice cen los revos X.
Tin 1?\nerte ouirice e cectrearon Armitege,Qinnoen,Jehneon,Lester Smith Y

X .
ggiidiqla Universidad de Cambridge y en la ouimice crietalegréfica, Crowfeot
Hﬁﬁgkiﬁvde la.Universidad de Oxfor

Sc establecia que €l pesn molecular de 1n vitarina ng es 13b7,conteniende

- ' I’
ev roléouls 163 £t mee y su férmule cenirice eg: 0 11 0. VY. Ffo
* : 63 9014 14

’ : . 2. . . :
El1 cremefore de,exta vitamina es 1la p@?Clén,resn@nsable del coler de la mo-

lecvla y cortiene el &Qldn hexacqrbOX1‘100,dn e tructura SCMC]dnte a una noT=-

firina,
F1 dcide hexacarbexilice se libera cuande se hace actuar sebre Ea vitamina

Bl? g 1200C, hidrdxicms € sefdin al 30%. Contiene 6 ZTUNOS dcidos carboxilicqs,

NCTe CcETECe Ce la CeCere b(nC;deCunl rwho5w-xwklgto-nLonawol S Lilet o
te acidae nue ha sifde aislade en estado cristaline por electroforesis sgbre

panel y'cromategraf{a,resu1t6"altamente satisfactorio para demestrar la exis-

tencia en la mnlecula de vitamina Bl“ de una estructura modificada de tipe

CHo-CCOoH
nerfirinea, | p-
CHo

\,-. '. :—-_.-/ , .5 . A . .
oA /S | A\ A Acico UMexdcarboXilice
-0 L L CY C ~N o
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ﬁ} endlisie crietalbcréfico con rayee X,de mueetrée del dcide hexacarboxili-

ce,nermitid 1entificarlocomo el cromifere de la vitamina B

!

lz,confirmandeﬂe

as{ la estructura de esta parte de 1la holécuia,CQn lo cual se completd la

¢

. . Y
dilncidacicn de 1o moléculn comnlets.,

ILa. £érmula completa de la vitemina Bl?esz
‘ CHACONL,

TR

Vitamina 312

~ C62C0Hy - Clig = 17\ p.
yyr © Sre Ol u-[ Hs, Myt - CH, - 00T,
CF
rEer, ci,
& AN
0\\ _— 07 //\\(/ CHs
P --~~..‘.,,~o CH /
o¢ o g rr
? " !
H \C
"¢ CT"\-O/ i

De acuerde con esta estructura la vitamina 312 posee:

L4 L] ! ~ L] ' - . . ’ -
1) 4 nicleos pivrdlices con cadenas laterales de dcido acétice y »ropieni-

Co substdtuido

2) 6 grunos enida. primarios y°'1 grupe amida secundarie,uniende el resto de

amine pr-pancl al dcide propidnico agrupade en el anille D.

3) Se obeerva tambien cue esta vitamina es un diester del dcido fosfdrice,

e‘endns neutralizade el grumo dcido libre del fosfate ner una carge po=

eitiva echre €] dtome dorvcnbalto,



Jo(a(.,)

La aceptacion emeo sistems conjugado en su estructura ne Belamemte se ha

dcmostrado nor los dates resultuntes de los estudies por rayes X,sine tam-
bien nor el Cnmnnvtamignto de la vitamina B12 a la cloruracién ton X-clera-
midna,consimiendo 3 metéculnas de Teactive . El dcido mhexacarboxflice,en cam-

bio,semetido al misme tratamiento,consume 2 moléculas del citadn renctive.

La cleruracién se hioce en oadn una de 1as 3 posiciones activadns sefialadas

en la f°rmuls cen asterisces.
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d) Métodos de valoracidn
1) Quimicos:

Los métodos publicados de valoracidn qui-
mica de la vitamina B-12,incluyen la determinacidn colorimétrica del 4cido
cianhidrico liberado de la vitamina B-12 poTr fotolisis y la del pigmento rojo

formado por tratamtento dcido de 1la vitaﬁina B-12.

- ‘1
Boxer y Rickards,de los Iaboratorios ¥erck,efec-

tuaron la determinacion quimica de 1a vitamin@ B-12 por liberacidn cuantitati-
va del ciano gruvmo por la luz visible con el subsiguiente aislamiento y deter-
minacidn colorimétrica del dcido cianhidrico 1ibera.do-. Para ello,la muestra
con un contenido de 2 a 20 microgramos de vitamina B-12,se homogeiniza con

10 ml de agua y 1 ml de Tween 80 en un recipiente de acero 6:meta1 Monel,

La solucion se pasa al tubo de reaccéidn,se agrega soclucion normal dehécido sul-

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

Teaccion con el equipo de aereacidén y se elimina el dcido cianhidrico libre de
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la solucién por corriente de nitrégeno en la proporcién minima de 500 ml por

minuto. Durante la operacidén el recipiente de reaccion debe mantenerse al abri-
go de la luz, Se continua la aereacién hasta tener resultado negativo de dcido

cianh{drico. Se procede entonces s la liberacidén del ciano grupo de la vitami-

na B-12 colocando el tubo de reaccidén dentro de la cfmara de iluminacién y ha-
ciendo pasar nitrdgeno durante 24 horas,

El dcido cianhfdrico liberado por iluminacidn se determina en el contenido de
un tubo colector que es enfriado en pafio de hielo y se agrega 0,2 ml de solu-
cion reactivo de Fosfato de cloramina T (1) y 3 ml de solucién reactivo de
Pirazolona-Piridina,

Se extrae el tubo del bafio de hielo y se deja a la temperatura ambiente duran-
te 1 hora hasta la aparicidon de una intensa coloracidn que se mide por un es-

pectrofotdémetro modelo Coleman 14 a 620 mu usando en filtro P.C.5.

(1) Solucidn reactivo de Fosfato de Cloramina T

Preparacién: Se agrega & una parte .de la sclucion de Cloramina T al 0,25%,
3 partes de una golucidon de fosfato monosddico 1M. E1 reactivo se usa cuando
no hay mis separacidn de filéculos,lo que sucede luego de 15-30 minutos,

(2) Solucidn reactivo de Pirazolona-Piridina

Preparacidn: 5 partes de una solucion acuosa saturada de metil-fenil-piraZO-
lona se mezclan con una parte de la sclucidn de pis-metil-fenil-pirazolona en
piridina,

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

color rosado,.
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qe
Lester Smith (1948), observd que el producto Tojo de

hidrilisis dcida de la vitamina B-12,se extraia por butanol,

Fantes xIrelanva1950),en8aya;on'un método colorimétri-
co cuantitativo para la vitamina B-12,midiendo 1la intensidad del coloT Tojo
del producto de hidrdlisis dcida y luego de extracciones repetidas para se-
pararla de sus impurezas, Ia hidrolisis se hace con HC1l N10 en tubos cerrados
Yy a2 1a temperatura de 1009C durante algunas horas, E1 hidrolizado Qe agita con
igual volumen de alcohol n-octilico durante 2-3 horas. Se decanta una cantidad
alfcuota de 1a capa alcohol n-octilico 'y se diluye con 7 volumenes de éter de
petrdleo: se léva con una mezcla de de 4 partes de metanol y 1 parte de HCl1 N.
La intensidad del color Tojo de la capa alcohol n-octilico- éter de petrdleo
se lee en una microcélula de un fotémetro Hilger usando un filtro Il1ford 604,

Loe resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos por medicion microbio-

\

1dgica,

Este método fue aplicado para 1la medicidn de vitamina B-12en los liquidos de
fermentacidn del Streptomyces griseus,parcialmente purificados y en los ex-

tractos de higado comerciales con un contenido de 0,2% de vitamina B-12 sobre
el total de s6lidos,

La minima cantidad de vitamina B-12 que puede ser medida es de alrededor de
40 microgramos en no mas de 2 ml.

vy , i
Rudkin y TaylorT (1952), describen un método quimico de va-

loracidn basédo en la diferencia entre el espectro visible de la . vitamina Bl2
y el espectro del complejo dicidnico formado en soluciones que contienen ex-

ceso de ién cianuro. La diferencia de los dos espectros es maxima a 528 mAL
15 '

con0E =54,
lcm
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Utilizando esta diferencia en el andlisis de la vitamina B-12 se corrije au-

tomaticamente en mucho la interferencia de absorcién hallada en las prepara-

ciones crudas, Sin embargo es ain impracticable determinar vitamina B-12 di-

rectamente de los caldos de fermehtacidn a causa del bajo nivel de vitamina
B=12 activa y la gran cantidad de 1mpurezas’ocldreadas en la region roja del
espectro.

A fin de efectuar una concentracion de la actividad y una purificacidn parci-
al se incorpora al presente método un: extraccion con un solvente altamente
selectivo que elimina mas del 90% de 1la absorqién extrania en la regisn Toja
del espectro y al mismo tiempo eleva cerca de 8 veces 1la concentracion de vi-

tamina B-12 de manera de tener en el espectrofotometro lecturas exactas,

Y ¢
Pereira Forjaz (1949),hizo la determinacidén espectrofo-

tométrica de la vitamina B-12,ccn un filtro para el ultravioleta teniendo gue
esta sustancia tiene en el campo del ultravioleta a 361 ma su maximo de
absazpion. A tal absorcién le:corresponde un coeficiente de extinciodn =

A Eic:;G:." myR07.

Se determina primero la desviacidén del rayo luminoso para el agua destilada
luego para la solucidn de vitamina B-12 cuya concentracién gse desea conocer,
Relacionando la densidad optica correspondiente a esta desviacidn con el coe-
ficiente de extincidn,se tendrd directamente el titulo de vitamina B-12 en la

s 7
solucion,

uy |
Francois Patte (1951),valora la vitamina B-12 por croma-

tograf{a ascendente. Esta técnica consiste en depositar sobre una misma hoja

de papel de filtro,dos gotas de una solucidén tipo de vitamina B-12 de con-

centracion conocida y dos gutas de la solucidn a titular, Se efectua una
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cromatograf{a ascendente répida &1 butanol que tiene por objeto separar los

derivados del acido desoxiribonucleico que tambien provocan el crecimiento

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

Bl cromatograma se revela dobre gelosa sembrada c¢-n Lactobacillus leichmannii

y &€ compara las zonas de crecimiento de las muestras a titular de vitamina

B-12 con las de 'la solucidén tipo, \

gggzﬁfseﬁala que este método puede ser tambien empleado
para l{quidos de cultivos complejos que contienen junto con 1a vitamina B-12
uno 6 mas antibidticos ,haciendo una cromatograffa sobre papel impregnado de
FCN en una atm®sfera de HCY, %1 solvente de ampliacion usado es el isopropa-

nol al 30%. La Trevelacion del cromatograma se hace por difusién en gelosa

sembrada con Escherichia coli.
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2) Microbioldgicoss

Los métodos microbioldgicos de me-
dicidn 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
acidos 1dcticos 6 flagelados verdes. Ese crecimiento se evalua por turbidi-
metria & por acidimetria,

Para efectuar la medicion microbioldgica de la vitamina B-12,debe tenerse

en cuentag
1) El1 gérmen test
2) Mantenimiento de la cepa
3) El medio de medicidn
4) Preparacion del material a medir
5) La siembra
6) La lectura e interpretacidn de los resultados

1) El gérmen test:

. . “y
En el método microbiolégico original,Shord (1947),emp1e5

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

Este método permitio determiﬁar 12 concentracidn del entonces denominado
factor L.L.D.en 108 preparados hepiticos asi como establecer su relacidn
con la potencia antianémica, Pero e1 Tactobacillus lactis Dorner dio resul-
tados dudosos en la medicidén de preparados poco purificados,lo cual Shorbd
atribuyo a dos motivos:disociacién de la ceva en los repiques y la presencis
en los extractos de susténcias inhibidoras como serina,acido p-amino benzoi-
co,Xantina,sulfato de manganesa,cloruro de sodio,sulfato ferrose y altas

concentracioneq de dcido félico,
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A estas causas pucden agregarse otros factores tales comospresencia en el me-
dio de timidina,dcido éscérbico y aire en el agua del medio,

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

| '
B=12,tal como lo demostrs Shive%11948),por el agregado de 1-3 gamas de timi-

dina 0 1 mg de d4cido ascorbico en agua destilada aireada,

Vi
Green,Brook‘xMc,Cormacktlgggl,cencuentran en el ensayo del factor antianémi-

co respuestas muy irregulares al utilizar un medio conteniendo caseina hidro-
lizada en medio dcido y jugo de tomates y como gérﬁen'testigo el L.lactis
Dorner,

Al estudiar los factores que afectan las mediciones de B-12 con este gérmen,
encuentran que operando al vacio y con el agregado de cisteina 6 tiéglicoco-
lato de sodio puede obtenerse un maximo desarrollo sin la incorporacion de

vitamina B-12,

| v
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, Observarcn ademas que el I,lactis se desarrolla en presen=-
cia de C02 y en las condiciones de anaerobiosis producidas por el agregado de
sustancias reductoras,vacio u otras sustancias que descienden el potencial de
oxidacién del medio,

Para evitar todos estos inconvenientes se buscaron otros microorganismos de
"mayor,.selectividad y estabilidad ya que los requerimientos complejos para €l
crecimiento del I.lactis corrientemente usados en los métodos de mediciodn
microbiologicos de vitamina B-12,10 hacen dificultoso e impracticable,

Skeggs,Ruff y Wright (1948)?fpr0pu819ron el empleo del Lactobacillus leichma-

nnii (A.T.,C.C, 4797) ,que 6riginariamente fue usado para controlar 1la prepa-
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racion y purificacién de "Animal Protein Factor",

L 4
Cuando las publicaciones de Ott,Rickes y Wood‘(1948),aeﬁalaron.que el "Animal

Protein ¥actor" es idéntico & estd estrechamente relacionado ¢ovn la vitamina

B-12,consideraron al L.leichmannii como el gérmen de eleccidn para la deters
minacion de vitamina B-12,

El 4dcido ascdrbico y el aire tienen tambien influencia en el desarrollo del
L.leichmannii,pero sus efectos pueden ser minimos esterilizando el material
en autoclave durante 15 minutos a 1202C, Debe ser tenida en cuenta la presen-

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

puede ccnducir a resultados dudosos.

Hoffman,Skeggs Xcolaboradoreé“(1948), propusieron tambien el L,leichmannii,
empleando la cepa 313 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 dcido pteroilglutémico ni dcido p-amino benzoico
y que cuando el acido pteroilglutamico llega a 50 gamas actua como inhibidor,

14 :
Winsten y Eigen (1948), realizaron el estudio de cromatogramas de diversas

'preparaciones de reconocida actividad antianémica,revelando que por lo menos
seis especies quimicas son capaces de mantener el desarrollo del L.leichmannil

313,en ausencia de vitamina B-1lx,con lo que se demuestra su falta de especi-

ficidad,

. \
Capps,Fox y Hobbs (1949), emplearon la cepa de L.leichmannii(A.T.C,C,4797)

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

es mis estable y exhibe menor tendencia a la disociacion.
‘J. | 4 -
Burholder (1951), describe un método de medicion de la vitamina B-12,usando

como gérmen test una cepa de mutacion de 1a Escherichia coli.
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La cepa mutante fue obtenida de los cultivos de 1la Escherichia ocoll W,
(A.T.C.C.9637),80metida a la irradiacién con rayos ultravioletas.

Se obtuvieron as{ dos cepas de mutacionsla cepa 1ll3-3,que daba resnuestas
positivas a 1a metionina y a la vitamina B-12 y 1la 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-iz en comparacion con el requerimiento
mayor de metionins,

1a posibilidad de usar 1la cepa 113-3 en los ensayos especificos de vitamina

76 i
B-12,fue sefialada por Davis y Mingicldi,que observaron que el crecimiento de

esa bacteria en ausencia de vitamina B-12,no quedaba satisfecho por una va-
riedad de compuestos cue incluye ciertos acidos aminados,vitaminas,purinas,
pirimidinas,ribonuclessidos,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 sd6lido constituido por agar al 2% con agregado de 1% de glu-

cosa,0,50% de extracto de levadura,2% de prensado de tomates y vitamina B-12

de una preﬁaracién de higado con aproximadamente 0,01 microgramos por ml de

solucion,



29

3) El medio de cultivos? |
Es un medio bdsico que contiene 4cidos aminadose,vitami-

nas y sales minerales,

)
Snell,Skeggs y Capps,prepararon medios con caseina hidro=

lizada(l) por 4dcidos,como fuente de dcidos aminados con lo que se evita la

dificultad de incorporar los dcidos aminados por separado.

I
Davis y Mingioli,usan para 1la cepa 113-3 de la Escherichia

coli un medio bssico constituido por fosfato mono y dipotdsico,citrato de sodic
sulfatos de magnesio y de'amonio,aSparagina,écido glutamico,glicina,histidina,
prolina,triptofano,y tioglicocolato de sodio,

5y )
Hoffman, cbservo el efecto estimulante de 1las sustancias

reductoras como el dcido ascorbico en la concentracidn de 0,5%,30bre el creci-

miento del germen test y ademds proteje la vitamina de la destruccidn durante

la esterilizacidn. Este mismo efecto 1o ejerce el tioglicocolato de sodio en
el medio de Davis y Mingioli para la medicion de 1a\vitamina B-12usando la
cepa 113-3 de la Escherichia coli,

(1) Caseina hidrolizada libre de vitaminas

Preparacién: Hidrolizar 200 gr de caseina li-
bre de vitaminas,con 1,000 ml de HC1l al 20%,por ebulliciodn a ?eflujo durante
8 horas, Destilar al vacio hasta concentracidn siruposa,adicionar 750 ml de
agua destilada,y*rebetitalawdestilaciéﬂ;ﬁDisolver el residuo en agua destila-
da,ajustar 12 sclucion a pH 3 con niaroxido de sodio y diluir a 2 litros,
Agitar la solucion con 40 gr de “Norit A" a 50-602C durante 1 hora y filtrat,
Ajustar el filtrado a pH 8 con hidr§xido de sodio y completar nuevamente a

2 1itros. Conservar en solucidn bajo toluemno.
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4)  pPreparacidn del mpterinl a medirs
Cen el material cuya medicign se desea

efectuar,se nrepsran dilucienes en las cancentracienes siguientess 1:10, 13100,

1:1.,000, 1t10,000 ¥y 1:100, 000,

2;11101:11?1 1:10 |
Se mide en un tube de ensayes 4,5 ml de agua destilada y se

Agreaa 0,5 ml de 1a selucien del mﬁterial a medir, Se agita bien,

Diiuecidn 1:100

A 0,5 ml de 1la dilucién 1:10 se agrega 4.5 ml de agua des-
tilada v ®e apita bien. |

DilucifAn 1:1,000 |
. A 0,5 ml de 1la dilucien 1:100 se agrega 4,5 ml de agua

destilada y se agita wien,

Dilucien 1:10.000 | ,
| A 0,5 ml de 1a dilucien 1:1.000 se agrega 4,5 ml de

agua destilnda v se acita wien,

Dilucien 1:100.000

A 0,5 ml de la dilucien 1:10.000 se agrega 4,5 ml de
arua destilada y se agita Wwien.

Cen estas dilucienes se prepars la escala de ensaye Cosme se,detalla a conti-

nuacions
- Ti— . ; - — ——

. Tuhos 1 2 3 4 . b 6 7 € 9

D11.1:100 1 0,5 0,2 -
- Dil.1:1.000°0 1 0,5 0,2

Dil 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
Medin de cultive 2 2 2 2 2 2 2 2 2

r

Se. esteriliza calemtande 5 minutses & vaper Tluente ¥y 40 minutes a ¢ de atmos-

fers.
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Junte cen la escals de ensayn se esteriliza 1a escala de cemparacien cCensti-

tuida per:

Tukraee 1 2 d 4 5 6 7 8 9 T
_Snl.tip@ ) 1l 0,5 0,2 d |
S.lotip. N2 1 1 O’b 0,5 0,2 0,2

~ Agua destilada 1 1,5 1,8 1 1 1,5 1,5 1,8 1,8 2

Medie de cultive?2 2 2 2 2 2 . 2 2 . 2 - 2

Cada ml de la =olucian tipe Y21 cerresponde a 0,1 milimicregrame de vitamina

Bt2 cr18$allznda.

Crda Ml dc 1n solvcidn tipe M2 cerresperde 2 0,01 milimieregrame de vitamimaa

312 cristalizadsa,

Estas selucienes deben ser preparadas extemporaneamente para cada ensaye. -

5) ILa siembra:
swsterilizadas 1as escalas de ensaya y cemparacien se precede a

sembrarlas agregande a cada tuke 0,0001 cc de un cultive de 24 heras de Iacte-

Pacillus leichmannii. -

Se incuda a 360C durante 48 horas y se hace la lectura,

6) 1a lectura:

Se hace la lecturs de la turbidez & de la acidez, En los des ca-
sos se ermnlea come referencia el tube centrel que centiene 1 unidad de vitami-

na B eristalizada,

12

1 unidad de»vitamina Blé

el desarrells del Lactebacillus casei e leichmanrii,en un medie dz.qultdve

eristalizada es 1é mninima cantidad capaz de¢ permitir

exente de vitamina B v et iguadl a 0.000013 micregrames peT cent{metre cibice

12
de medie de cultive,
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d) Yétodos de produccidn:
| Estando la vitamina B-12 distribuida en 1la naturale-

za en productos de origen vegetal y animal y originindose tambien en 1as fer-

mentaciones de microorganismos,debemos distinguir dos fuentes de extraccidn:

1) Por extraccidén de fuentes naturales

2) Por fermentacidn

1) Por extraccidn de fuentes naturales:

‘
Lester Smith y Parkggfparten de -extrac-

to de higado de buey que luego de desproteinizado es adsorbido por carbén y
eluido por etanol al 65% en caliente, Se procede luego a la purificacion por
cromatografia en columnas de silicato usando como solvente el n-butanol a 2/3
de saturacién en agua 6 en fenol. las columnas revelan zonas de color amarillo

pardo y rosado. La zona rosada que es 1la dotada de actividad antianémica se
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somete a un proceso de purificacidén con sulfato de amonio &11/3 6 2/3 de sa-
turacion y nueva cromatograf{a snbre aimidén de donde se extrae por acetona,

srlvente en el cual cristaliza en agujas Trojas,

Borsonok I_Deas‘:obtienen concentrados de vitamina B-12
partiendo de higado homogeneizado que someten a ebullicién a pH 5 para coa-
gular las proteinas, El filtrado se cromatograf{a sobre columnas de almiddn
usando como solvente una mezcla de 1 p,HC1 N/io,z p.de n-propanol y 1 p.de
n-butanol,dando las primeras fracciones del eluyente color Trojo parduzco,

El1 comportamiento y el color de esta fraccidn sugirid a»estos autores una po-
sible relacion con la vitamina B-12,que fue demostrado como sigue:

0,5 ml de solucion inyectable de higado U.,S.P.fueron secados en corriente de
aire a la temperatura ambiente.‘Al residuo se agregd 0,1 ml de HC1 N/1 y 0,5
ml de una mezcla formada por HC1 M/lo,n-propénol y n-butanol en las proporcio-
nes de 1:2¢1. La solucidn tue cromatografiada sobre 25 gr de almidon enkbo-
lumnas de 10 mm x 300 mm con la mezcla 1:2:1 como solvente, Los primeros 4,2
ml eluidos fueron incolorosjila segunda fraccidn de 1,8 ml fue de color Trojo
pardo intensojla tercera fraccién de 1,8 ml fue apenas coloreada, El andlisis
de estas fracciones reveld que €l color acompafa la actividad vitaminica B-12,
as{ la primera fraccion resulto tener €0 unidades microbicldgicas por mg,la
segunda 2,000 unidades miérobiolégicas por mg y la tercera 240 unidades mi-
crobioldgicas 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 ge fil-

tra y se evapora a presion reducida hasta consistencia espesa,


p.de
p.de
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3e precipitan las preteinas con etarel. La fracoién activa se adserve cen
carhen del cual se eluye cen etanel caliente &l 65%., E1 extracte es luege pue
rificadn per adsorcifn £chrre elimina y cremategrafiande en columnas de silica-

te® umando solucien acuesa de n-hutinel come aaivente,abteniéndoae ﬁn preduc-

cristaline gque tiene la prepiedad de acelerar el crecimiente del Lactebaci-

1lus leichmannii de manera cemparable a la vitamina B cristalizada,

12

2) Per fermentaciént

vl
Rickes y cerlaboradores,infermaren el aislamiente de

vitamina B cristalizada a vnartir de les caldes de cultive del Streptomyces

12
griseus,
Otros micreoersganisrmes cCemo el Mycebacterium smegmatis,lactebacillus arabine-
sﬁs,B&cyllus subtilis y algqnas especies de Streptemyces come el S.reseechre-
megenus,S.antihieticus ete.sintetizan esta vitamina que premueve al crecimieca-
te del Lactebacillus leichmannii,

| Bl medin de sintesis micrebielegica de vitamina 312 usa-

13 |
d» ver Rickes y cnlabaraderes,esti cempuestosner caseina hidrelizada per en-

zima 1%,extracte de carne 0,3% y agua destilada hasta velumen,

E]l medie Se ajusté a pH 6,8-7 con hidrixide de scdie y se fracciena en canti-
dades alicuotas de 40 ml en Erlemmeyer de 250 ml esterilizdandsse a 15 libras
de nresi’n curante 20 minutes,

Luego de 48 heras se prncede a sembrar el Streptomyces griseus en suspensién
aCunsa,

Se incuba a 282C durante 5 dias cen unaagitaciin de 220 revolucienes per mimu-

te precediéndese entonces a ajustar el pH del calde de fermentacidn a 7 y & di-
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luir cen agua destilada para que centenga un equivalente de 0,5 unidades de

vitamina B1 per ml.

2

[ ] " / [
Mundel y Lug-nes,descrihen un métede de preduceian de vi-

tanina.Blz pe? fermentacien caen Bacillus Bdrevis,usande técnicas de fermentaci-
n en superficie ¢ en nrofundidad,.

En el wrimer case el medie de cultivo empleade estd constituide por:1,5% de
_peptena,0,10% de fosfate menepetisice,0,02% de fesfate Winntéeice,4%Z de gluce-
82,0,10% de clerure de ealcie,0,0003% de sulfate de hierre,0,10% de“éulfato de
magnezin,0,001% de sulfate de cinc,0,002% de sulfate de cebalte,0,0037de :8ul-
fate de manganese y agya destilada ¢,8,7,100 ml,

_Para fermantacion en prefundidad se use un medie similar al empleade para la
fermentaciaon en sunerficie cen &lgunas variakles en su cempesicien,asi,lleva
acide glutimice en lugar de peptena come fuente de nitrigene, nues permitg eb-
tener zimmltanemente tirotricina,le cual me se cznsigue usande les medies pep-
t~nades. Lleva ademds clorure de sedie en vez de clarure de calcie,

ILa técnica de fermentacidon en superficie es 1la de mayer rendimiente y se éfec-
tua sembrande un cultive de Beeillue brev&s de 24 horas en el medie ya descri-
tp,rebartidm er hotellas y esterilizacde a 1202C durante 1 hera,

El dezarrelle bactéfiano se inicia a las 24 herzs de la siembra y llega al ma-
xime & le8 10-12 éfas. Se prncede entonces a la separaciln per centrifugacien,
de un~pfecipitade_que 1leva la tiretricirs y ée un 1iguide de donde se extrae
la vitamina Byo per adsercien cen carben activade,

E]1 adserbate se eluye con selventes adecuades a aistintas cencentracienes y

pH. E1 nreducte de elucien se concéntra vy luege se lisefilize obterniéndese un

pelve Tojo muy higrescenice cuya purificacien se centinua,
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2) Produccion de vitamina B-12 por fermentacidén con Bacillus brevis

Una vitamina del grupo B-12,puede ser producida

vor fermentacidn empleando el Bacillus brevis cepa A,T,C.C, 10.068,como lo

. iy
demostraron 0.)lindel y Z,Lugones,

TLos sistemas de fermentacidn en superficie y en profundidad son aptos para
la produccidn de ese factor,

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

es el de mayores rendimientos
PeptONBasssessesersees 15 ETS.
Fosfato monopotdsico.. 1"
Fosfato bipotdsico..ss 0,2
GIUCOBBeesse oseeessss 40"

Cloruro de caiciOooooo 1 "

Sulfato de hierroesse 0,003



Sulfato de manganeBo.eeesee
Sulfato de magnesioeeeeeo
Sulfato de cinCeceecescee
Sulfato de cobaltoessssss
Agua destiléda.....c.s.p.

37

0,03 grs,

1

0,01 "
0,02 "

1 1litro

E1l medio de cultivo fraccionado en botellae se esteriliza a 1202C durante

1 hora, Se siembra el Bacillus brevis cepa A,T,C,C, 16.068,observéndose a

las 24 horas de la siembra,desarrollo microbiano; a las 48 horas se forma

una pelficula que cubre toda 1la superficie y a los 5 dfas esa pelicula es

suficientemente gruesa y tfeorma arrugas, E1 mdximo rendimiento se observa

a los 10-12 dias,

Para la técnica de fermentacion en profundidad 1os mejores rendimientos se

lograron con el siguiente mediode cultivo:
Fosfato monopotdsicoeeeceses

Fosfato bipoti6iCOeeceesesces

1

O,

gr
on

GlUCOSBesevossesosesascsa 20 "

Acido g2lutimiCOecescevcoss

Sulfato ferrosoeeccecscsece

Sulfato de magnesioeeeeses
Sulfato de CinCesvevssvees
Sulfato de cobaltoesescesees
Sulfato de ménganeso......
Cloruro de 80di0cesecocsces

Agua destilada CeSeDecoeces

4

O,

1

0,
0,
0,
O’

"

005
"
o1
o2"
003
05"

1 litro
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Este medio se ajustd a pH 7,5 y se esterilizd a 1209C durante 1 hora,

l.os equipos de fermentacidén usados fueron balones de B 1itros de capacidad

con 3 bocas,provistos de agitacidén mecdnica,entrada y salida de aire,

En escala mayor,la fermentacion se realiza en tanques de acero vertical,fijo.
de 200 litros de capacidad,provistos de accesorios para el control de 1la

- presidn, temperatura de esterilizacidn y temperatura de fermentacion,

El medio de cultivo se vierte en 1los balones ¢ tanques hasta llenar la mitad
de su capacidad y se esteriliza a 1202C durante 1 hora.

Se siembra con 10 cc., de un cultivo de Bacillus brevis de 24 horas,se mané
tieng €l medio a 372C y se hace pasar aire burbujeando a través de 1la masa
1{oguida,manteniendo el 1{quido en movimiento por medio de un agitador mecd-
nico,

PaTta la extraccion de la vitamina B-12,el caldo crudo de fermentacidén en su-
verficie,cuyo titulo en vitamina B-12 es aproiimadamente 5,000 unidades,se
lleva a pH 4,5 y 'se centrituga. Se obtiene un precipitado y una solucidn,
E1l precipitado corresponde a la tirotricina y la solucidn lleva vitamina
B-12 ¢ n un titulo aproximado de 5,000 unidades.pwitu/-

De la solucién se adsorbe la vitamina B-12 -con 5% de carbdén activado,se agls
ta durante 12 horas y se centrifuga, Del adsorbato en carbén se eluye la
vitamina B-12 con distintos solvehtes,obteniendo los mejores resultados con
el fenol 1icuido y solucidn alcohdlica de fenol al 50%,

La solucidn fenol-alcohdlica de elucidén se concentra por precipitacién con
éter & con acetona. Se elimina el exceso de solvente y se liofiliza a una
presién de 20 - 30 micrones,obteniéndose un polvo Tojizo muy higroscépico

cuya purificacidén se ccntirua,
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1) Valoracion por el método microbioldgicos

La valoracion por el método micro-
bioldgico comprende las siguientes etapaszﬁf
a) Seleccién de la cepa
b) Puesta 2 punto de 1la técnica de medicidn
c) Medio de cultivo

d) Lectura de los resultados

e) Interpretacidn

a) Seleccion de la cepas

El Lactobacillus leichmannii,cepa A,T,C,C,4797 es 1la
adoptada por la mayor parte de los investigadores por ser la que da mejores

resultados,
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Esta cepa 8e 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-
racion de higado con aproximadamente 100 unidades por cc,de medio,

Con el fin de lavar los gérmenes testigous,los autores americanos,transplantan
el cultivo en tubos estériics que contienen 10 ml de medio de cultivo y se
incuba a 30-372C durante 16-24 horas,

El cultivo obtenido se centrifuga con técnica aséptica,se decanta el 1{quido,
se suspende el residuo constituido por células en 10 ml de medio de cultivo
estéril,se centrifuga y se decanta,repitiéndose esta operacidn 3 veces,

El residuo de la ultima centrifugaciodon se suspende en 10 ml de medio de cul-

tivo vy se mezcla,

7 ,
Para Q,Mlindel y Z.Lugones,este lavado de los geérmenes antes

de sembrarlos puede ser suprimido puesla pequefiisima cantidad de vitamina que
puede ser llevada por los reactivos usados junto con los gérmenes no puede
influir sobre el desarrollo de éste,ademds dicho lavado incluye un peligro de
infeccion del gérmen testigo.

Como estos autores han estudiado el lavado de los germenes para probar si tie-
ne en la pridctica alguna inflﬁencia sobre el crecimiento del "control" y han
llegado a la conclusion de gue aun lavando ﬂasta 5 veces no se ha observado

niguna ventaja apreciable,hemos empleado el gérmen testigo sin lavado,
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b) Puesta a punto de ]la técnica de medicidnm

Comprende:
1) Preparacidn del cultivo stock
2) Preparacién del inoculum
3) Preparacién de las muestras
4) Preparacion de 1la escala de comparacionm
5) Preparacion de la escala de ensayo
6) Esterilizacidn

7) 1Inoculacién e incubacidn

1) Preparacidn del cultivo stock

El Lactobacillus leichmannii (A.T.C.C. 4797)
se mantiene en agar al 2% con agregado de glucosa l1%,extracto de levadura
0,5%,prensado de tomates 2% y vitamina B-12 de una preparacidn de higado con

aproximadamente 0,01 microgramo por ml de solucion,

2) Preparacidén del inoculum

Se siembra el gérmen testigo Lactobacillus leich-
mannii (A.T;C.C. 4797) en un tubo de ensayo que contiene 2 ml de medio de
cultivo vy 2 ml de agua destilada, Se incuba a 372C durante 24 horas,efectudn-

dose entonces las siguientes diluciones:

Dilucidén A: Se pasan 0,2 ml de la solucion ante-

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

bien,
Dilucién B: Medir 0,2 ml de la dilucidén Ay

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

Esta dilucion es la que se usard en la siembra,
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3) Presaracidn de 128 muestras

Las muestras,representadas per los 1{quidod

de e ucien del adserb-te,sen semetid s a 128 diluciones cue & centinuscidn

ge detnlla:

Selucien N21 ¢ Dilucién 1:10

En uz tube de enszye se colecn 4,5

ml de agus destilnd~ y se agresa 0,5 ml de 1a muestra cuys medicisn micro-

binlAgicn se quiere efectuar, Se mezcla muy bien,

Selucidn N22 : Dilucién 1:100

S@lll@ién N2] ,occccce 0,5 ml
Aesna festilada ,..000 4,D "

Mezcler bhien

Snlnciér N23 : Dilueién 121,000

S@].UCién Ne 2 TR R 0,5 mnl
Agne dc8tilada s.ee0e 4,0 "

Mezclar bien

Selncian ¥4 ¢ Dilnecidén 1:10,000

Se1UCISN N3 weeeeeee 0,5 Ml

Azue. destilada .oeeee 4,0 "

Mezclar bien,
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4) Preparacign de la eseala de comparacign

Para 1a preparacidm de la esca
1a de comparacion se debe disvoner de una sclucien patrer cencentrada de vi-
tamina B-12 y de una solucidén patrgn diluide de vitamina B-12.

Sgluciln prtrdn concentreda €e vitomina R-12

Una cantidad exactamente pesada
de vitamina B-12 cristalizada se disuelve em alcoho. al 20%,dec manera que
cada ml.de la solucidn asi preparada ccntenga 1 milimicregramo de vitamina
B-12 cristalizada,

Se conserva en lugar fresce y se emplea dentre de 1los 60 dias.

Solucion patron diluida de vitamina B-12

Solucidn tipo M2

10 ml.de 1a solucidn vatrén concentrada cde vitamina B-12
se diluyen con agua destilada a 100 ml. Cada ml. corresnonde a 0,1 milimi-
crogramo de vitamina B-12 cristalizada,

E3ta solucidn debe ser preparada extemporancamente para cada ensiyo.

Solucion tipe Ne2

10 ml.de la Belucion tipe N1 de vitamina B-1l2 cristalizada
ge diluyen con agua destilada a 100 ml. § cada ml.corresponde & 0,01 mili-

microerame ¢ée vitamina B-12 cristalizada,

Come la anterier debe ser prenarada en el momento de uso.


ml.de
ml.de
ml.de

Para preparar la escala de comparacidn se dispone una serie de tubos (20 x

150 mm) en la siguiehte forma:

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 T
 Sol.tipo Ne1 1 0,5 0,2 - - - - - - -
SOl.tipO ITD?. - - - 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) Preparacidn de la escala de ensayd

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

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

cion de la ‘escala de ensayo.

Tubo 1 2 3 4 B 6 7 8 9
Dilueidén 1:100 1 0,56 0,2 - - - - - L
Dilucidn 1:1,000 - - - 1 0,5 0,2 - - -
Dilucion 1¢10.,000 - - - - - - 1 0,5 0,2
Agua destilada 1 1,5 i,8 1 1,5 1,8 1 1,5 1,8

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

a) Mezclar el conténido de cada tubo por vigorosa rotacién en la palma-de

la mano,

b) Tapar los tubos por algoddén Trecubierto con gasa.
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6) Esterilizacidn

1a esterilizacidén se realiza a vapor fluente durante 5

minutos y luego a £ de atmosfera durante 40 minutos,

E1 control de 1la esterilizacidn debe ser estricto tomando todas las precau-

ciones posibles para mantener la uniformidad de la temperatura durante todo
oY
el proceso, En efecto,tal como lo indican O,Mindel y Z.Lugones,la forma de

esterilizar el medio es de importancia rundamental,porgue durante la opera-
cion se pueden formar sustancias que afectan la sensibilidad del gérmen,

Si se efectus una rapida esterilizacidn por ejemplo a vapor corriente 15 mi-
nutos,el desarrollo del gérmen test es muy débil y el material para investi-
gar manifiesta hasta 10 veces menvus actividad que cuando se 1o ha esterili-
zado a 4 atmosferaslo mismo ocurre al agregar glucosa asepticamente.

Por ptra parte,la esterilizacion prolongada o repetida del medio,no permite
el desarrollo del gérmen debido posiblemente a la destruccidn de sustancias
termolabiles ¢ a la variacidn de la concentracidn de gases disueltos en el
mismo(Oo ¥y COo ),aunque en algunos casos puede producirse resultados contra=-
dictorios, ~

Esta diferente sensibilidad del gérmen se debe a factores fisico-quimicos

en donde juega un papel muy importante la"glucosa,pues es necesario que su-
fra un cierto grado de descomposicidén para dar lugar a 1la formacidn de algu-
nas sustancias reductoras cuya presencia en el medio esterilizado estimula
la aeimilacidn de la vitamina B-12,

En 1a prictica se gufa en general por el grado de caramelizacidén del azicar

y segin indican los autores,sc ioxran ¢ptimos resultados al esterilizar el
medio calentindolo 5 minutos a vapor fluente y acto seguido 40 minutos a

4 de atmosfera,
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7) Inoculacidn e incubacidn

a) Enfriar todos los tubos a la temperatura ambiente,

Es fundamental que tndos los tubos esten a 1a misma temperatura,por lo que
se aconseja mantenerlos al ambiente hasta que la temperatura descienda a lo®
l1imites indicados,

Esta precaucion es especialmente necesaria cuando se efectuan medidas turbi-

dimétricas,en donde se mide mds bien el ritmo de crecimiento que 1la intensi-

dad del mismo.

b) Inocular asepticamente cada tubo con 0,1 ml de la Dilucidn B del gérmen

(visto en el capitulo de la preparacién del Inoculum)

¢) Incubar durante 48 horas a 372C,temperatura que se mantendra constante,
El tiempo de incubacidn puede ser ampliado hasta 96 horas o acortado en 24

horas sin afectar sensiblemente los resultados,



48

c) Medio de cultivo

Como medio de cultivo hemos utilizado el medio bdsico,

indicado por Cagpé:que ccntiene como fuente de aminodcidos,caseina hidroliza-
4

da que evita 1la dificultad de agregar los aminodcidos por separado.

Su formula es la siguiente:

l1- Caseina hidrolizada

libre de vitamina®.seeecccoecece 12 g
2= DeXtToBAceeceoossooscsssossnns 40 "
3- Acetato de 50010ccicccecccccocs 20 "
4- Cistina.ceeeesceccescseescaces 200 mg

O Triptofano..i................. 200 "

6- Adenina.eccececescccecoscssscnce 10"

T- Guaningeecececescceccscocossece 10 "

8- UracilOececscssscocssossoscsccscss 10 "

9- Xanting.seeeeseessccsasosocscsns 1"
10- Tiamina clorhidrato.s.cccececse 2 "
11- Riboflaviha...............w... 2 "
12- Niacina.............;.;....... 2 "
13- Piridoxina clorhidratoesececcees 4 "
14- d-Pantotenato de calCiOeeseese 0,2 mg
15- Acido £31iCOsescescecccoscnnns O,1 "
16- Biotina.eseesececoccecessssocnne 0,01"
17- Acido p-amino benzoicCoe.eecesss 0,2 "
18- Tween 80ccececscssocsecssscsccns 0,25 ml

19- Fosfato dipotésico...QQOQOOOOO 100 mg

20- Fosfato monopotdsicoseeecssess 100 "



19

21« Sulfato de magnesioeecececse 400 mg

22’ Cloruro de BodiOooooooooooco 20 "
93. Sulfato fErr0B80ec-cceccosccs 20 "
24- Sulfato de ManganeBoO0esesse o 20 "

2D = Agua destilada,eeccecoescceees 1,000 ml

Preparaciodn

Disolver la caseina hidrolizada libre de vitaminas,la dextrosa y
el acido ascdérbicor en aproximadamente 500 ml de agua destiladas agregar los
demas componentes mezclando las soluciones que se han detallado en la propor-
cion indicada., Adicionar el Tween 80,ajustar a pH 6,8-6,9 por adicidn de

Na OH 0,1 N y completar a 1,000 ml con agua destilada,



d) lLectura de lns reen)tades

1)
durbujas de aire.

2)
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Aziter lee tubee para suspender les gérmenee,evitandn 1a fcormacidn de

Se mide la turhidez de le= tubas que camstituyen la escala de ensaye por

. #
eomparacinn ean la aque prnduce la escals de comparacienm,

Cemo referencia se toma el tubn de izual turbidez que el tudbe control

que coentiene 1 unjidad de vitaﬁina B-12 eristalizada,

Ejemples de almzunas geterminaci@nes

/

Escalnr de cemparacién

Tuhe 1 o 3 4 5 6 7 . 8 9 10
M em® 1,0 0,5 0,2 1,0 1,0 0,5 0,5 C,2 0,2 0
Lectura 1+ 1+ 14+ 1 1 3/4 3/4 1/2 1/2 1/10
Escala de la muestra ensayada
Tubo 1 2. 2 4 5 6 7 & 9
Unidades 100 2000 500 1.000 2,000 5.000 10,000 20.000 50.000
m OT‘!S 1,0 O,b 0’2 1,0 0,5 0,2 1,0 0,5 0,2
Lecturs 1% 14 13 13 11/5 1 3/4 /2 1/4

S —

Centiene 5,000 unidades de vitamina B-12
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3). Extraccidn de la vitamina B-12 de 1os_caldos crudos de cultivo

a) Adsorcidn del materizl con carbdn:

Para la extraccidon de la vitamina B-12
de los caldos crudos de cultivo,se utilizé como adsorbente ‘e1 caTrbdn activado
habiendo previamente ensayadoala alimina,el 4cido benzoico en svlucion alco-
holica,el supercel y el terrafil,que dieronbresultados menos satisfactorios,
La concentracidn de carbén aconsejada se adoptdé de acuerdo con los siguientes
resultados obtenidos titulando el 1iquido filtrado despues de agitar durante

2 horas con la concentracion de carbdén indicada,
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Tftulo en vitamina B-12 del caldo crudo de cultiva

Se determina el titulo en

vitamina B-12 del caldo crudo de cultivo antes y despues de centrifugario,

obteniéndose los siguientes resultados:

Volumen caldo u.L.1,D./cc.caldo u.L.L.D,/cc,caldo

antes de centrifugar despues de centrifugar

1.000 5.000 5.000

Cuadro de los ensayos efectuados para determinar 1s minima concentracidn

de carbon activado ccmo adsorbente

Adsorbente Volumen caldo u.,L.L,D,/cc caldo u.L.L.,D,/cc cal-
| antes de agregar do desvoues dg
carbon agregar carbon
Carbon 1% 1.000 cc, 5,000 600
" o9 - " " 500
" 3% " " 200
" 4% " " 150
" 5% " " 100
" 6% n " 90
n 7% n n 80
" &% " " 80
" 9% " n 50

" 10% " y >0
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Preparacion del adsorbato stock

Se preparo un adsorbato stock usando una
concentracion minima de 4% de carbén activado., Para ello a 100 litros de
caldo crudo de cultivo centrifugado,se le agregd 4 kiloe de carbon activado,
se mezclo bien,se dejo decantar y se filtrd, El precipitado se lavs con solu-
cidn alcohdlica,se secd en cdmara desecadora con corriente de aire a 1la tem-
peratura de 402C aproximadamente y de pesd luego.

El adsorbato obtenido pesd Kgs. 4,255
Con este adsorbato se efectuaron los ensayos de elucion de la vitamina B-12

usando distintos solventes,



b) Elucidn de la vitaming B-12 a € aden baéy

1) Estudio de los disolventes

5 4

Varios disolventes fueron ensayados para la

' 4 : .
elucion de los adsorbatos en carbénten algunos se varfo el pH de elucidn

con el objeto de aumentar su utilidad,

Los ensayos se realizaron a la temperstura ambiente,agitando el adsorbato

‘con el eluyente durante 30 minutos,se dejd decantar y se filtrd.

a)

Etarnol

1) Se ensayo la elucidén del adsorbato de carbdn con alcohol eti-

lico en las concentraciones del 30%,40%,60%,70/,€04,90% y 96% con 1los si=

guientes resultados;

PP i

Adsorbato

u.L.L.D.total

Disolvente Volumen u.L.L.D./c Volumen
en carbon disolvente sclucidnm filtrado

Etanol 30% 100 grs, 200 cc, 180 100 cc, 15,0600

" 40% " . 1.000 " 100.C00

" 60% " " 24000 " 200.000

" 70% " " 3,500 " 350,000

" 80% " " 5,000 " 500,000

. 90% " " 10,000 " 1.000,C00

" 06% " " 10.000 " 1.000.000

~— g
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Etanel y lavades crnsecutives

2) Se eluyd el ndsorbato de earbdn ¢ n alcohol et{lico del 704 y 8074 y a

. $ |
fin de determinar 1la cartidad de vitamina B-12 gue ain retiene el adsorbato,
ge 1o lavo noT 3 veces crrsecutivas ¢ n cantidndes dnbles de disolvente.

Los resultados obtenidos fueron:

v —— v - ~t

Disolvente Adsorbato Volumen u.I.L.D./cc Volumen wu.L,L.D,totzl
en carbon dis~lvente solucion filtrado
‘Etanol 70% 100 grs, zooec, 3500 100 cc. 350,000
ler,lavado 400 500 250 125,0C0
20 " 800 200 500 100,000
3er, " 1,600 1C0 850 85,000
Etarol 8075 100 gre. 200 5.CCC 10C 500,000
ler,lavado 400 1.000 275 275,000
20 " 800 500 500 250, €00

der, " 1.60C  Jelo 9GO 90, 0L0
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'3) Etanol en medio amoniacal

En los ensayos de elucidn del adsorbato de car<
’ .
bon cnon alcohol etilico en las cnnrcentrociones de 705,803,900 vy 96/5,5¢ estu-
dia la influencia del agregndo de una solucidén de amonface al 14,2,+,54 y 10Gé

respectivamente,

Tos resultados obtenidos tueron los sizuientes:

b —

Disolvente Adsnrbato Volumen u.L.L.D/cc,

en carbdn digsnlvente snlucidn
Eterol 707 100 grs, 200 cc, 3.500
. " con NI 17 " L 2,000
" " " n 2% " n 1,GC00
" " " " 5%’ W " 500
" " " " 105 " " 200
Ltanol 80 " " 5,000
{ " chn 1,5 Y3 " L 34000
" moow o " " 2.,0u0
" n " 5% " " " 1,000
" " "noq O/f) n n H 500
Btanol 90% " " 10,0C0
" " “con 14 MNH3Z " " 4,000
" "o o " " " 2,000
" " " 5% " " " 1,000
" woon 0% " " 400
Etanol 96 " " 10.CCO
" " com 13 I3 0w " 0,000
" " " 2/; " n " ) GO
n noon 5% K " " 1,000

n " " 10% " | " 500
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4) Irfluercie de 1p varircifn del pH

Para estudidar.la influencia de la varis-
cien del pM en 1la extraccien de vitamina Byp s8¢ nrocedie de la siguiente ma-
TETR:

Mueetres €e 10C gre del mdscrkrate ée carkén ese eluyeren con 200 cc de alcehel
et{lice de 700,800,902 y 9602, Jes liguides de elucién scusaren un pH:O,1
E]l siguiente cuadre indica la variacidén del pH iuicial de b,1

Yariacian del pH inicial

-t - « re—
et .

Adserrerte volumen - pH 1licuide
Diselvente er CRTYEn diselvente eluide
Etarel de 702,809,900s 962+ 1cc FC1 10% 100 ers. 200 cc, pH:3
" ' " LA " LU O,b {J "W " n TJH:4:
" n ] " LI @’4 Ya,OF" " " ‘pH:G
" n n n " + 1 L] 1] n ] pH:r?
A " " " n 4 1,3 n i n " PH:B

- -

Canseguida la variacion del pH del eluyerte se precedie & la medicién micrekie-

legica de las unidades de vita&mina B  extraida. Bl resultade se cemprueba en el

12
cuadre siguiente:
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Influencia de¢ 1la varisciin del pH en 1a _extraccisn de vitamina B

12
AdsaThate Valumen u.L.L.D,/cc.
Diselvente en carbaen diselvente de salucien eluida
Eﬁanol.voﬂ & ©H 3 — 200 grs, 400 ce. T 1.500 |

] w L A n n 2.000
" nowow 5 " " 3.5Q0
" " nn g " n 3,500
" n non o " " 3.000
" mn mawn g " n 2.000
" 8oe " " 3 " " 25000
" nemon g " " 3.H500
" LI B O | " " 5,000
n nomon g " " 0,000
. noomon o " " 4.000
" n o now g " " 5.000
" goe " " 3 " " 4,500
" nomon g n " 5,000
. nomon g : " 10,000
n nononog . " 10000
" n o onon " H 9.000
n " woau g n n 5,000
" ggom " 3 " " 5,000
" n ot on g " " 5,000
, “ w59 " n 10,000
" “ W g " " 10,000
" n o won o " " 9.000
" w an g " " 4,000
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b) Acetona
El adsorbato de carbdon fue eluido por una eolucidn acuosa de

acetona al 30%,50%,70%,90% y acetona pura.

Los resnltados obtenidos son los siguientes:

R

— ) - s et v ; A

Disolvente Adsorbato Volumen w,I,L,D,/ce Volumen u,L,L,D
en carbon disolvente soluciédn filtrado totales
Acetona al 30% 100 grs, 200 cc, 50 100 cc, 5000
" " 505 " " 2.000 " 200,000
" " 0% " " 3,500 " 350,000
" " 90% " " 5,000 ‘ " 500,000
" pura " " 54000 n 5GU. GO0

—— - - - .- - JrS . . Y e el gy

Blucisn con acetons pura y triple luvads del adsorbato
Hecha la elucidn del adsorbato de carbin 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 aln retiene,

Se obtienen los resultados siguientes:

ot - A e o ey T M p .-

Disolvente Adsorbato en carbdn Volumen u.L.L,D./cc.soluciodn
disolvente

—— ] - . . — i —y

Acetons pura’ 100 grs, 200 cc, 5,000
" Jler.lavado 400 500
" 0Q " 8C0 200
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¢) Butanol

d) Isopronanol
| Ia elucion del adsorbato de carbdon con butanol e isopropanol

dio lo8 resultados siguientes:

Disolvente Adsorbato Volumen u.L,L.D,/cc, Volumen u,L.,L.D,totales
en carbdn disolvente solucién filtrado

Butanol 100 grs. 200 cc. 500 100 cc. 50,000
Isoprovnanol " " 2,000 " 200,000

e) Metanol

Se ensayd el alcohol metf{lico en las concentraciénes del 40,604,

. : : . ) . ' 4 « P ‘ 3 «
820% y puro,como eluyente del adsorbato de carbdn,obteniéndose los siguientes

resultados:

e 1 g

——

Disolvente Adsorbato Volumen u,L.L,D./cci Volumen u.L.L.D.totales
en carbén disolvente solucion filtrado

- mp— - —

Metanol al 40% 200 grs., 400 cc, 100 300 cc, 3C.000
" " 607 " " 5.C00 " 1,500.000

" " 807 " " 2,000 " 60,000

" " 50 " 1,500

" opurn

- e e, e e
v
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f) Dioxano

g) Acetato de butilo

h) Acetato de etilo

ensavada 1a elucidn del adsorbato de carbdn csn dioxanbtf
acetato de butilo ¥ acetato de etilo respectivamente,se obtuvieron los Tesui-

tados gue se indiecan:

-y e Py Uy R S

Disolvente Adsorbafo Volumen u.L.L.D./cc Volumen u.L.L.D,totales
en carbén disolvente  snlucion  filtrado

- —— e S - e = . S . ~D < ettt . S — Y -y g

Dioxano 100 grs. 200 cec. 200 100 20,000
Acetato butilo " " 1C0 " 10,000
Acetato etilo n " 50 " 5.0C0

. . N~ i — W Ot b e W ey gy

i) Tricresol

"El resultado cue se obtiene al eluir el adsorbato de cartdén con

tricresol es el siguiente: .

A A e e . Gl i gl i A W eab . b ot s .l v

o

Disnlvente Adsorbato Volumen u.L.L.D./gc Volumen u.L.L,totales

en carbén disolvente solucion filtrado

A e s D - S D - w A < AU <D (. R 7 ol o e < S

750,000

.——— G iR Ay s, S o gV N

Tricresol 100 grs. 200 cc. 15,000 50cc.

oty — v - ¢ —— ey
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J) Fenol-alcnhol:

Se efectua la elucidn del adsrrbato de earbdn con solucidn

Tenol-alcohol al 50%., Se procede luego a la voncentracidén de la solucidn
alcohdolica-fendlica con éter § acetona de la siguiente manera:la solucidn
fenol-alcoholica de elucidn se trata por 3 veces su volumen de acetona &
éter, asitando a la temperaturs smbiente.

Cuando se precipita por acetona el precinitado es coherente,blando' y de color
castafio-Tojizo. Se lo separa por decantacidén y filtracidn vy se suspende en
agua en la que no es totalmente soluble. Se filtra y el filtrado se lava con
,poca agua,obteniéndose as{ una olucidn color rojo interso.
En el caso de precipitar por éter se sepzran doe eapassuna acuosa roja y otra

etero-alcohflica amarillenta que se sevpara por decantacidn,

Resultados de la concentracidn:

PRIy ¢ —— —

Fraccidn Volumen u.L.L,D,/cc, u.,L.L.D.totales
Sol.fenol-alcohol de elucion 100 cc, 12,000 1.200,0C0
Fraccion acuo,de prt.ror acetona 10 " 40,000 400,000
Sol.fenol-alcrhol-acetona 265 " 100 284,500
Fraccibén ac.de ppt.vor éter 15 " 50.CC0 750.000

Sol.fenol-alcohol-éter 260 " 100 25,000
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Elucidn con gol.fenol-slcohol al 50% v lavado del adsorbato
El adsorbato de carbdén se eluye con aolucidén de fenol-alcohol al 50% y se
filtra por Blichner. Se efectuan 3 lavados consecutivos del adsorbato con
cantidades dobles.de la solucion fenol-2lcohdélica al 50%,para determinar
las unidadees de vitamina B-12 que = retiene el adsorbato.

Los resultados obtenidos son lo8 que siguen:

e

Disolvente Adsorbato Volumen u.,L.L.D,/cc., Volumen u.L.L,D,total
en carhon disolvente  solucidn fi1trado
Fenol-alcohol 100 grs, 200 cc, 12,000 100 cc, 1,200,000
ler.lavado 400 " 2500 275 " 687,500
29 " 800 " 250 600 " 150,000

3er, " 1.600 " 50 1.000 " 5C. 000
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Resumen

1- Se efectua la medici~n microbto1égica de 18 vitaminos del grune B z,prcdu-

cidas en les caldes fernvntpdns neT Bacil’us brevis,cepa A,T,C,C,.10.0068° ¥ ex

(4

las coucentr des ebtenjides par adaercion.

2- Se premara un adserbnte "steck" en muestras del cuul se efectuan les ensa-

y*s de eluciin db la vitamina Bl? utilizande distintes disnlventes que rewe.

1u sSu grade de extraccion de este facter.

o- La medicien de las uniduces del facter con pr@niedades de vitamina Blz en

1-

les 11qu1ﬂos eluices,se hice per la tecnica m1Cr(blil.glC& empleande cene
gemen test el Lactebacillus leichmannii,cena A,T.C,C,4, 797 y el ntdlo de

cultive de Copps. Se cdescribe detalladamente. el métnda emnleau..

Cenclusinnes

. [ 4 .
Ta centrifugnecian de Tas caldos de fermrmtacien nara clarificarles,ne medifi-

ca &1 titnle en vitarmins Blz.

El citade facter vitam{nice es adserbide ver cuTbém activade determimandese

la Ainira cevcentracian recesaria de adserbente,siends para el tipe de car-

ben descrinte de un 4%,

Se estudiz lo irfluercia de la variacier del pH y de la eencerntracilm paTa

cada ciselvente,ectenie €]l nMixXime en 1a’2eﬁa de pH acide de 5,1 a 6.
. - . . !

Se destaca que en el ensaye:de elucinm ner acet-na se ebtismen resultades

sunerisres a la esperadn 1o“cue hnce pénsar en 1la p@sibiliaad de la‘extrac-

ciem de una sustancin cem praniedades bia}ﬁgiC&S.Similﬂ?es & la %itahinablz

en sy actividad sebre el Iactebacillus 1eichmanﬁii,ﬁer? ne idéutica a esta,

Teniende en cuenta las cendicienes leciles en cuante a la.eXistencia de

s:lventes,el etanel en la concrntracien del 97%,resulte cemveniente per su

veder extractiva,per ser ecemsmice y de fdcil manipules.
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Aclaracisn fel t{tule:
El t{tulo anrebade es el que figura en el plan de tecis

"Wétedns de extraccion de vitamina B]?produ01da mar fermentacien , Sy medi-
ci’n micrebieldigica ",

La imnresiens

-——

Totlos las ejemplares bhan side escrites directamente y ne per
conia=,dec ah{ aue en algunes 1a numeracien varie,pere en tedes el texte es

absolutamtnte'idéntiCG.

En la Intreducciant
’ En el renglon nel? debe decir: ",...2n leos Cdlddb crules

-

de fermnntQC1an nor Bacillus brevis, referlda a 135 Condicienes de 1ndustr1u

- . ? .
lizacion en nuestre naie,

Pag.n23,dekre decir en elmrenglén nfl7:
| " nor haker demestrade su cavacidad

» o & 0 “
*

de estimular la nroduccien de glébulos rejes etc.etfc.

+

Drg.nl6, ebe decit el renglan nfl3:

", . ..pudiende
durante 20 minutos,

L3 rn08,dete decir. en c1 TC”FlOP ne4;
‘ ”La vitamina B rcrlstaleada es de una

% - | 1_

ZTan 9ure2a y de mayer estabilidad que el_cmncentrad@ de la vitamina misma
' ~

Pag.nf8,en el renglen 1217 deke decirs

"L medicién de vitamina B_. ,per €l
| |

- 12

método nicrobioldigice indicéd que raf del H0% de la vitamina cristalizada as

crme la de la seolucien de concentrade e vitamina B,o S€ habia desccmpuestc

Pag.nfl2,en el renglon 183: :
' = o o La-EXpTe°1on "orhntidad fe sustancia activa del

lactohacillus lactis DeTner",es la emwleada per el autor y se refiere al



$o

contenide en vitamina Biosvalerad~ per el rétede micrabieligice

Pag.n%29,debe decir en el Tenglén noe6: - |
-"Davis Y Higgioli,usan paTa la Cepa

115-5 de Escherichia celi..,."

2ag.n229,en el renglsén nelb debe decirs
"usande la cepa 113-% de mscherichiu

dehe decir en el Tenglin he2 de la Sierrs:
"....a%resande & cada tu-

o

¥¢0,b5 nl de medie de cuvltive de £4 Leras de Lactobacillue leichmannii.

Pag.nfd3d,en el renglén ne3d dere decir:
’ : "es.ose extrae per aceterna-zlcekrel,scl

vente en el cual cristaliza en afujas Tejas.
i')']n[\‘. nQ:}é | > ; e e :
= Para la téenica-de fermentacidn en superficie,las sales que entran

en 1la compesicien del medie de cultive tienen el siguiente niimere de molécu-
las de arua de cristalizacisns

Clerure Ce calcio 2 H20

Sglfat@.de hierre 7 Yo0
Sﬁifat@Ade‘manganesdﬁ4“H20
Sulfato de magnesio 7 -Hy0
Sulfate de cinc 7 B0
Sulfate de cobalte  HgO

DPag.n238,c1 Tenglén nfl0,debe decir:

El fluje de aire fue de 1 litre per 1li-
tre de medie per ﬁ*nutc cén unavagitacién de 250 revolucienes per minute.

g 7 , 13 ¥ beh decir: ~ )
Pog.28,1c8 Tenglenes nfld y n*l16 de? " oML ..5.000 unidades por ml."

Pag.nedbO:

La lectura ee hace wiaicuee la turwidez de les tubes de las escalas


%25e2%2580%259d.%25c2%25bb..se
flujo.de

¥/

de ensaye y comvaracian em el esvnectrafstdémetrs de Fisher meodele A.C,filtre

50 A,

R&g.nth: _
1) -E1 carbon activado usade es el F.M.N 50 de Ceca Barbet,

”@

r Y
&J (3 ) - E1 renglan n24 dehe decir:"E]l mrecimitade se lave Con una se-
1neisn hidreaicehAlica al 0% de etarel.La medicidn micrebielégica de lus
aguas de lavade ne acus! presencia de vitamina B

12°

Prg.n2hP.el rengldén' n23 dehe decir:
"....0bteniéndese les siguientes resul-

tadns corresmendientes o un promedie de 10 determinaciones™,

Pri.n20b,el rensldn nf?® debhe decirs
"o fin de determinar 1a cantidad de

vitaminag Bl? que retiene el adsorhate...."™

P .nPHo,en el narrafe de Blucidn can acetona pura y trivnle -lavade del ada-

saThrte,el rTengldon ne3,dehe decir: | |
M es.PRATA determinar las unidades de vitn

mina B ue wuede recunerarse",

12 4

Dag.n262,el remglon n28 debe decirs | |
- " ...0e filtra y el residus se lava cont

agua" ...,

Unidades Lactnbacillqg lactis Derner

Aunque kemos empleade come germen test
el Lactebacillm= leichmannii,la expresien L.L.D.(Lactobacillus lactis Dor-
ner) 1a hemes conservade morrue para el Lactebacillus leichmannii,ne existe
definicien acentada,

No hemeog expresade micragrames de vitamina'312 ¢ unidades de vitamina Blz

perque la valaracian hazg8ide excjusivamente micrakislegiea y pudieram exis-

108 a la nisma,
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