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ii‘c;lvot de una roza del nicroorganiamo Strestomyces griseus

. f‘ en un medio de eult:wo slacuedo,
' Eetos productos contienen, como ingrediente ters:
Tpeﬂuticamenta aet:l.vo, un c-ompuestn quimiocz deqconccido has‘ﬁa
ahara, el cual ha gido designado como vitamins 312
Le nueve onmbinacldn quimica a qua nuem:ro invena
.to pe refiere tqmbién, la vitemine Ble' puede promvar el

o arem.mmnm del Lactobaeil.lus Lectig Dorner, y tiene ana

aceo:.én msroeda y eficez cn ¢l tretsmisnto terapéueico da 18
anemia perz:ici&sa de Addieon, , 5
: *  Bn log procedimientoz segln este invento utﬂ'ﬁ
;»zamoa como msterial de partide un ccmoentraﬁo bruto gue cun,
\:tiana une auetancm LaL.D. sotiva, es decir, ums sustancis
'@ug es activa sl fewaracar- el crecimiento de Lactobacz.llaa‘
L tig Dornewx, 1¢1 concentrado bruta L.L:D. eotivo plza

ip:z‘epeu'a:cse cultivendo el microOXgen il DEEXeptomy cee i = }

w en Ua madio nutriclilo adeouado, )adsarbmndo el meterisl’
:ae"c:wo del oaldo de cultivo, eiuyendo al adqgraaﬁo con una
Vaoluc:.én aomsa de piridins o 49 piridim aleohilsustituida
Ey rse@aranaa del eluato el concentrado bruto LoLeDi aetims
Lons:.dqrado a0 alguno de sus aspem:os mfis amplias
u.n procetimisnto gagln sil prasente :mv&nto, para la preps=

:rauaén da productos con actividsd pronunciads zn viteming

l?.’ cmapremda extrasr un concemtrado bruto L;E%Da actiw' ‘
‘”vo comp uesto praanmmm‘cemﬁnta de un producto de elabaraﬁ-

'ai&n de Streptomycas grigeus qon wn disolvente, gxeatw ,
tin Iracaionamiento oromatogrérico sfiediendo 8icha solueién da

disalvmm 5 une columa de materisl admrbnnaﬂ, lavar 1&



 .golumna oon dlsaxvanta pera iaver iraecxonadamanta la BUﬂ-}” 

';teumia sctive del pgente 84S0 wpante, y Iecuperar del alu&to
un c@aaautrado de vitsmine ﬁl2 |

Segln uas raeligecibn de nueetro 1nv&nto, un anﬂa¢n~
trsdv orhxa f?%ggggéompu@qto predoningntenente de ua prua E

-

’*aucto de alabaracz(n 3o Straptomyca$ g*lﬂaus se ertrae

slirético iniarlor sl como el als

~ con sgua & o elecohol

"~ aohol m&tilicm _

@&o d=termina por

Le anpociln del 110u1ﬁ9 ds extreceifn

al meterirl adsorpente qua'eﬁ hays de ussr

A

‘gn al freceionaniento Cro: nstagaréi 100,

Pusden utilizerse v&rioq adeorbentas en La-prﬁbw'
- tios 4@ este invento, chxasc oarbn aotived slfuing actis
vada y similares; siendo la alGuina aotiveds 8L adsorbsnte
preferido. Las axxraecionﬁﬂ pouUONEES 53 5mpLﬁ8n an aau““
 lugnas qus aen“clamu garbln activafao, ¥y e8 usan qx‘cracamﬂcﬁ
da amfmo; aiifftico inferior en columnas de &lﬁmina am:i» :
‘§ vadeas -~ Le oolumna con preie¢eaoia 88 empagqueta an. hdnmw
do ll%ﬂ&adﬁia oon Al ngcrb@nta y al dlqolvants usado en
el iavado y dajando iuwgo que ol disolvente 89 selga haa~
ts qua su pivel liague s ia perte supes i0x ded meaterisl .

‘da is calumnaa

El extrﬂoto aiooholico, se vierte en la ‘super- i
fioie puparior del edsorpente en la columne de al&mina |
'y se dejs fluir en el edsorbents por gravsdad o e pr@qﬁ&nt
Luego is columng ee desserrolla con nueve dzsolv@ute v ga-
recngen fraeczonas adecusdes del lavado. Las fraccianga

qus contienen sctivided suf icsmnte como 8e ﬁatsrmma micTo- .

biol6gicauwente 0 en virtud del color rogs, s@ conceotren
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o f'élaohoi alifttico ini‘grior; Luego le soluoifn: se aﬁaas

e

laa 80 mazela con un dasalvante migcible en el ausl 1& gues

fracemnamisnto cromatogrl f'ico, pusde no ser suiieimta paa

: @ionas mba sotivas del laveado, @gﬁn a9 rimmrmina arr:lba;

| dﬁn une conposicibn sproximsds tipiilcar‘!a por el s ,z,gu;,mg :

\'r_‘ftajas dedos y 1007» B9 cre quees mugeﬂa, v 91 an&lzsix

or separado © combmaﬁa;s. Luego ls strlucién cmhaentr&-@

tanaia active eg ingoluble, tal camc mcn%ma, y 91 preaci~
pi‘caﬁo w;]c: a9 rec@ara; Bl pmcipltaﬁ@ ae disualve en
agaa y 88 siieds en acﬂtana, lo curl aa per msulmdo le
eeparaca.én dn ormtams rojos de viteminsg Blzg

- B1, grada de puriticecidn siosnzedo en on 80lo

're dsr un producto oristelino., @maaycon«diamnaa ol

mafc@rml emori'o pusde pu:c-,u icerge mbz por disoluoibn en xm

a une saguonde otlumne dru. n.stariai 34; arbente y les fra,e&

aea Tagogan y congentran & swqu&dade ‘ E1 rasidm ssco %
d:.zamlw an alamm wetdiiico y g sheds acetona a la m—e
luaién, con Lo que oo supara un pmcipitaﬁo rejo de vitau
nﬁina Blz , Bsta precipitabo se dieaalve eh sgua, .V s& ‘
énada scetona = la 301@(::3.611, haolando gue g Bme‘an cria- L
“cales rojoss , :

| L Vitamma Dlé.) pbtc:;ﬂlda #n 38tado vutualmmta

pura da aougrciﬁ con nusatro iovento, e un r'mqa uamo rogo

ta enbliisin hemho acbre dos muestras so aﬂas, al vacm . ﬂﬁr-
rante dos hores a lOG Cys B85 56, 2% 56.11, B, 6372, 6,72,
H, 14y 51, 14.76 P, 2,245 2427; Co, 4542, 4,588 Vire
’?ualmanta tode ls ditersncia entre ls suma de 1o0g pcrean
i

dai aspectro no. iaﬁlee ig prasancia de c:troe mztmht#
e i :




\* *éasandosﬁ on ol anfilinis pracadante; la viteming Blgytian@
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| n6 coa an eapeetramatro Perkin-Elmer 12& cuidedogarente
H

la rérouls sproximssst Ce1-64 H86b9é Nia '013 PCos - - ‘f
‘La vitsnmina. 512 es ’E“Dﬂlﬁlﬂ?ﬂtﬁ soluble an agua; alcoh01 |
Vm@t41100, &iﬂﬂﬂﬁl<ﬁt licr, v fenol y v;rtuslmante iﬂﬁglUr
bla an goetone, Gter y cloroiormoy Le vitsnins 512
‘cwm un eosricients tpoeonts de pmtlolﬁn de sproxime>
mﬁﬁtﬁ ¢,4b en el sietzme /5% de tolusno - 25% de OTTO-
GP&SQZ/&&U&&~‘ Se ne Comprobans uuw ie vitamine B12 tiens
m goeficicate de pu1t1¢164 de sproxingdansnte 1,2 an el ‘

31Ftﬁma agua/a¢cénox bencixﬁca.

Lf Vit g bug Glet&iLz& desde soluciones adecufdsés

talas como ds scetone ccuoss oo forus de cristsles rojos oon

las szguaantns prop iedades orlmtalegréiicas- indice de re-

'i
iiraoelﬁnn(' 1,619; @ 1,049; X' 1,659 1ose cristales

da vitaming B, , 0o tisnen un puntp de fugibn iafinidp, pea-a
|70 se obsourecsn = UNOE 210-220°C,
El espectro de -absorcibn de la vztwmiaa 512 en SO“

1uoiln souose se asroctooiza por mlxiwos a 2780 a (E%cm

‘\1141» )i & 30103 (ﬁ'lem. 203!5) y 8 bhuu g (blcm. 62:‘7)%"

‘EL 4gpectro mb eambia marcadsmente con un cambio del PH;

en golucibn feids, la intengidad de la banda de 36/0 3

L~d13minuye an aprOxlmadamenta 1u% Yy en salaciﬁn aleelxna

hay otros pequeﬁns campinsg y is rina egtruntura regults
menoe marcadas
El eapeotro de absoramén 1n1raroio se datermia

ES

L ogxibraaa; -~ los méx1mes de absorcxﬂn fueron los @iguiané

. tesms
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‘Y;débila

gn nugatro iqven’co tiene antiv:madm biologica tal qm

0.-000013{3;03: mle ﬁe ggnta 4o cultivo es sufmmn’be para
sas.“cam,sr 1a mitad del crecimiento mfxiwo de lactobecillius

1 aotia pornar en lss condiciones ussdas 1e vitsmina Bm ;

_.t#arm ailto valor tergpfutico en el tratamwnw dn la anemia ot

. ,t@qwsst da Le« ciaa:s.i ic&m.én verian con 2l 0880 :m.ﬁ:wmual :

b




2

i

'La dosis terepfutios minine encaz adningtrads por via iﬁw';

~ tramanouar an forma da -olucifn se.i.ma souesa o mzatfmiz:’a’y,,;

3’ dﬁp&ndﬁn de la severidsd y & l&_:laracidn dsl estado pa—-

1501.651.00 y da la respusslo ‘cwz_“-m»atica dol paoist tea

-z39 oree que @8, aproximdeucate de 1 uiorogremo por am o
. ﬂmﬂlmpms dfa anta oemt dad o ervaiss mﬁcs .a.arges, por

i eJﬁ@_;,og c‘m aprnxmdamante Y mierogramosg por sanmo.as

 Les investigacionas clinicaes da le-tersp 4

‘ p or la vitemina By, on al trntmxento de enpmies mecrociﬁ e

,ticas quedem sefial.aclas en la bibliograiia, melnyendoz

Spies, T+B., Stons, R.Be, Garcla Lépez, Ge, Mi-

;1an65, ¥., Lépoz ‘Poes, H, y Arsmburd, de "Eihymiaa, Fclie
f,Acid and Vitam:&.n, Blz in Nutritional macracytlo Anamia,
f»‘i‘mp:mal Sprua, . and Pernicicus Anemia®, Lencet, 2 519“52?4

t *;  2 ds Ootubre de 1948 |

Hall, BsBi, ¥ Campbelly, DeCe, *Effgct Of Vitam:m

1o 08 the Hamatapoietio and N&rvous Systems in Addisonian

' §‘Pamioiaus Jnemig", Journsl of Lﬁboratv)ry end uli.nical e
; dmma, 33; le406, Daaemb@r 1948",

- Le vitamire B12 puﬁr’m ambién pumanter la velooiam

| de aremmmnw dz los pollos; por #jemplo an un @:xpar:b- :
xgmfmto, ie -arucidn de traints prrtss por nil -millonas ds |
- vitamina Blg a unn 4iate bhzica qw‘» contenris :caﬂam* purif‘i‘—' :

~cada (1icnsda sin vmnmnﬂg) cons fuents ae pmtema, cauad

. un sumanto en la volooidad ds orecimianto tel que ol peso

on prom:4io de ins pollos o les. Aieciseis dlae de. alimens

t&rlm aen ie diete “ap’*t.lﬁﬂt&fi? apg-Ga LY gr. gL Poao

g e al da los pollos gun fua:.bmn is Aigte san supmm nto
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[“nar requaare dog tactores da GT?GlML“Huu, Peds y LeleDe
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l%’ de d@ax’cros{a emn:.*.n"

1égics ﬁP RS v1tam1na b12 - .

Le aotxv*aga da log Pfﬁﬂuutﬁs g que s heoe fﬁ57;

ferencie i eowts snluciba 1ub deteraineie por un’ méﬁcao

'éa Mgoys du TeEpussts 1 crscinianto mlcrdbialég;co qua

amplea Lsotobscglliue Legctig Dvrner como ar5ﬁninmm ds ansa~’

1 $9» A continuacatno =~ 4& uns brave ﬂceoripclén &el mé-

£odo de anSeyO Que Sup LaauoSs

S Se ha darvrufdo gus sl Laetﬂbacxllus,Lactig bor-

‘ Las modifloaclunes del medio incorporades =n le térmule abéjaﬂ

daaarita, han eliminaﬁo el requlsito ‘del uso dal factor

,:T¢J; y ol ensayo, gﬁgﬂn a8 pIQS@nta, es espaoifxce para
- LeL.Ds Este miorcorgaﬂiémﬁ muestrs respueata del faetor :

:?LhL,D. ls viteuine By o Le v;tamia& Bld pura ﬂriate*

ﬁilﬁzada ee ugs comn pntrﬁn del sneeayo y todes les inodgnitaa sg
: I
evalﬁbn en funeifn de la sctividad microbivibyzee iavarpae~

;&Ora del crecimientoO, equivelente & 1s actividsd miorobio-

R
¢

El Argon lemo Lactobaeiiins Leetis Dorner, A Ta

‘FCac;, 10, 697, usedo en este mﬁto&c de @nsayo, enth dispo~

f nibls en la Coleceifn smorictna fe. gaitivos t:po; Los
E\eultivoa dél Grganigm@ ga meLtiensn eh un ngdio de Qr@ciﬁieﬁ#"
kf tn que copmLEto onl | | -
1% de extraeto de Lovedure Dif'eo

0,02/ da suero da jugo ﬂﬁ wouate

75‘1,5% de agar N

B madéa usado pare el Lﬂﬁu010 GQ&“LQtﬁ an ﬂl mew

= 8 =
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‘de soluc:mnos de ressrvas

‘ 200 mgra.

200 mgrg.
200 1grs.

200 wagrs,

200 -ﬁf—grﬁ »

200 mgra.
200 ngrs. |

200 mgrs.

200 mgrs, .

200 mgrs.

400 mers,

100 mgrs,

| f0ido aminoscftioo 200 mgre.

. -i, : e:?.:stma

—

2 —“\"' . ) :
T }_J_L_ norleucine

I. tuusma

T

200 ngrs.
200 ngrse

200 gL g

dio bas; ‘B Ao -ansayo el sl se :‘w smada i mid&d por mes
Les cqlules del inéeula na 1avau, con -
”‘Eﬂa d :atilada - ﬁa‘ﬁérll v 88 el:.luyean pere former mg suspenﬁ
“aidn qus’ da antz‘t 90% v 95% da trensmisifn de 18 1az an 31
da EVﬁlyn con wa riltro de 520 mus '

La compesioifin Al maﬁio da ensayo, doble fmzay 8

Dextrosa

Acetato sédioo

Acidn fuwfrico

Pa&tatanato ea.mim 2@0
; $ismina HC1

hoido nicot'i.niqé o
Piridozaming

Iaa ingres iantes pusden tomarse comvanimtmn— '

6 gres

| ;43,'5 gres
. Btiioxalscetato 36410085 grss
Ribofisvina

200 - mags,
. myrs,
200 mogn

200 mogrs,
493 " nogTs,

Aoido par&-‘-aminub@a |

zoico
Biotine
%S@ 4* 7329
NaCl
, 3630437320
i‘m30454320

KO,

70,

Aoido féliec

40 mc.g:ési
- 0,4 myrs,

200 mgré;
'lﬁ mgrs;

l{) mgrsg” ,

10 mgrs»'
;3599 mgrs.n
; 50‘3 Egl’&v
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&naéi@nm luzzg,ﬁ daxtenpe, asegtate 4 aic co, foido fméa'iea;:ca-v

: lsmtandc pare disolver, y ve: ;jmstaaﬂo inme ietenente & il ‘?;»

‘ zaﬁa. th miiigramg de vitnuwina By, oriztelizeda purs conu

187757

Hizirﬁlisadﬁ da oaaama X gr«»

Agua; ! “uta , 500 Cses

Bl wedic Decal se pRepore ooWDIRINA0 los emmoéz}lé&a} 1

El, etilaxélaamam*g( en y les v1‘tfv‘~mman ha eﬁeﬁan lupgug
‘ss disumv-an, y A8s gniucaonas aw £justen As nusvo o pH 7ﬁ

'Fina.i.m@«u‘ce, les sviss, ei Loias 161.:.00 y o8 h:.droliaadas

de caseing se &n»dﬁn, disuelvan y se ajustan al pH & 6,6.

una qolucmn n guspansifn en sgua de la mueatz:a 8

féiisayaz' 88 ‘diluye de modo que la g0luoiln contenga aproxiin&azﬂ

ﬁ»damsnte o, 2 um:lades tipo L.L.D. por CeCoy g_me L sﬁads luego

a Jos tupos 4o ausayo on contidsdas de 0,5, 1, 1,5;» 2y 2,5 ‘
Gv Qe Jodos los tubos se ajusten luzgo z un mLuman de.
245 csc. con 8gus, pe rnaden 2,5 c.c. del medio bess, y los

tubos se teponen rinslagnte y se ssterilizen cslantendo a

‘1;'20"0 Aurante 13 minutos. Despufs de eafrier s la temperes

~_t‘ara subienta, los tubog ge inocuisn eon une gow ds sngpen—

mém norusligade da L, LrotRs y lusgo se moubc.n 8 37 Csy Qo=

rente 40 horass.  Derpuhs Fe lo incubecién, los tubos =8 tie

t&l&a Airagtemante onn nidréxido zzzfm.iea G,OBN &l punte gxtres .

‘mo del sgul verds 4e sgul 42 bromotimel,

Le aetiviﬁe:r% 1 le atre pupde ﬂﬂtﬂrmLarse an~
tonces por .‘m curva ngruel p iz ecentindad requzar:.m t}@ hidré~
Kido A ALO0,

i

La curve norusl s pepera con viteming Bla arintaliv-

6

'cime 11 X 10° wnidgdes. ' una solucibn As Téperva se di.

. L0 o



Lo
| unidedes LoLeDs Lge - 750 grs: de eete eanaantraao

‘_W y se aiianfen C, 0:05: C, 1: Oﬂ?o 0, 3: 0347 0, 6, 9:83 i F 2
Vtmiaa&aa s mabies a,uplwadaa de tubos. Se enbden 8gus -

| ‘ﬁﬂra &guqt&r el VQLQMJH 8 3,5 a,e* : &1 pracﬁdimianto

arriba REeen o p&r& ige mugstres en gneoyn a0 azgag oon el -

fpatréna velores dc tltulﬁaién tiniﬁas pera ls serie pa-
tl"f}ﬂ Qg”llf’lﬁ(i& &1‘1“1}:\22 Lt el s} ) 6’ 2; /’ 4‘, 3’ b) /' 6 6, /’5, ‘,

7(:9: 8y 8,4 re*y-mt;:vmmt»a an térmmos de m;’%:z.lz.trvs

da nideCxido shdico O,U,N reqvermdos psra neuxralizar ol

~ goido producide por al oultivo de L. Leotiss

- Los eaemploq ﬂlgulantes repreqentan mét;éoa a rear"'

¢

~lizer el invento presentse, paro debe entenderse que serfn

w,;,;s:r:;ima,:.‘:talcae,;nta por‘via de ilustracaﬁn Y no de limitaoidna :

'Ejemplo. I

Ss thiane un cancantrado seqo cultxvande une raw

. ze del micrnarganlqmo St rggtogzcgs grigeus en un aganta nuf i

trittva sdacusdo ¥y recup arando el material activo abaarbiannr

scuose de pirmaina e une piridine alkilasuatituida, y recu~' f

" perendo el concentrado bruto del 1evadOs El coneeatraw';i

do seco tiene w poder mlorobzmldgicn de unps 1500 & 2300 ‘1 

g800 so siisden & unos 2p5 litros de aloonol metiliao su»
c0s 13& mezels ge sgita durente unos tremte minutos y
luego se iiltra, Luego ge aisden unos 2.5 1imraa de hlw
conol metflico seco &l residus s6lido y 1a mezols se- agita -

y filtra.‘ Este procedimiento se repité aon doaipc#ainnes;

' sucesivas de 2.7 1itros de alonhol metflico seccs

ao-10 de aicho eeldo, levendo el adaorbxdo con ung solnaiﬁn o




,?gioa de aproxzmadameuta 1.2 mia milloa33 de unidaées L-La )
e . ,

’:5&9; Estas freociones, que contienen activided auficiana

o

'y la poincién se trats con aoetona haests que se obemerve

Los letradcs gompbinedos tienen una actividad microbialﬁ»

Loe f;ltradon combinaﬁoa se fraecionan cromatﬁ
fzcamante por adsareméa gsobre elflmine sotivads humaéaeida
con alcphol metilaca. Eete se hace pasar 1uaga por

15 oolumna y se recoge un nGuero e fraeeienas ée 1avgﬁ

;te (usuaxmenta da por 1o menos 10000 anldaaaa Lﬁlwps

e

mi) bagﬁn ge determina mxorobiml&gic&mnnte, y uguelmente
se indzca por una goloracién resa, gn combinen y aunaentran‘

temperatura inferior e 30 Co, v 2 preaidn menor de 1e

"getmdafértca haata ane deldima parte aproximaaamente del
 |velumen primitivos Si se forma une pequedia cantided

|de matariel ingoluble blanco. Le mezola bencentra&aw

ee tiltrs. » El £iltrade se concentra 1uego @n el ve~

‘' ¢lo hagta un jarabe demse. | Ss aﬁade 8 asta Jarabe-ab,. :

cchol gtflico eBsoluto y se gepera el pracipitaeo blanco ,3$§
ingoluble que se disgrege de ls solucifn. Lu@gom  Lo

sfiede un volumen igusl de coctone & 18 solucién roja aig_

fens de elochol etilioc, hacien@c que se sepere de la s@» ;:‘;
luoiln un precipitsdo rojo en copos. o

El material sctivo precipitedo de sledhol etili»y”*

@0 por le adiciln de scotons se disuelve en unos 2 ml. de

ague v 8@ Vueive a precipitar o Torme de un aceite rojo

| siiadiendo unos dcce'vniamenas de scetone.  El aceita‘ff'

®e pepers, se disueive erd 1 nls de ague aproximadamanta e




: turbiedads " BEn el reposo ge sepern de ld golucién viaf-' .
: tamina 312 o0 ‘recimos de cristales pegquefios aeicularee ro~ =
Joss

Ejemplo 2

5 "Al"tgrnativamnta, un pracipit'a&o rojo én, copos -
formaﬂo aﬁadlpndo eostons & la solucién roja v ﬁi&fana
B &e alaooshoYetilico so btiene conmo en ﬁaemplo I Daapusa

de lever ol precipitado con asoetone y sacerln, s@ abtiana

ana auatancw que tiene un poder microbicldgioo de unbe 4?‘

mixlﬂnas de unidades L.L.D. por mgs ' Se racupers ung seﬂ

k{gunﬁa pogache de poder gimiler aﬁaéienno al 11quida maﬁra

un segundo volwen de acetons. - Le adicidn ulterior de
Lc&tona a los Mquiﬁtm nsdres dn'por rasultada 1s precipgw? g

taciﬁn de un aeaite r0jo que se Tecuperes .  El sceite

15 s ee trata cmn uns. m@zcla g slcoohol . etilico y aeetona, y sa,';

breuipita N reaupera un sdlide rojo amrfo de poder mie:row e
}aieldgico de 1;5 millones de miﬁaaea L.L.Ds mg. aprox:.ma&-

;aamente.
3 . Las diversas frecciones insolubleé.an; acetone

L
[N

Becas; ﬂombmau, se disusiven en unoe 4 ml.- de alaeholjﬁmz:ﬁ:‘ fion

ﬁtilicn, y 1e selmiﬁn se sbsorbe en unos 10 grs de alﬁmina f

activads humademda con sloohol metfilico en uns colnma cre-
S i'matogrétieas - Le aolumé se deserrolla 1uego con alcahol
:fmat;lioo Y una banc!a roja cscura pess por ls aelumaa :

ary: aparecer ‘el color rojo en el levado, ee tomen fraceeioaes

j aunasivas aa 10 ml. hasta que el aﬂu@nte es virtu&lmenta
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4ra por aebajo da 25 %,

‘metilico y se recoge un atmero de fracolones de levados -

4

‘ #.nccl‘orm Las trag primeras fracoionas, que contliensn

‘fla mayoxr parte del color mojo, se combinan y avaparsn a

aequaﬁaﬂ a presita mfgxinr a la atmosférica y a temparatu-

*

El residuo saco, se disuelve en unds 2 mli de
. \f‘salaohol matflico y le snlucién se traste con unos 8 voltme-

’t_;es de acstons haoimﬁwm qus se sspare de 1& sa.auown an
precipitedo rojo emorfo,  Este precipitedo se recupers

por crsntrﬁ‘ugacién y se vuslve s precipiter de iguel me-

3

» “tlo de uns mezclas de elc:ehol mgtilice y scetonu. Tha

_porcidn de este material (5 mg. de un total de 23.‘8 mg) se
: '_‘disuelva en unos 055 ml. de sgua y ls soluciln se trate con

| unos 5 ml, de acet:»na.  En el reposo se seperen de la eolus-'

eién y se recupersn grupos de cr 1steles acicula;'ef-’; _ro,jos de

viteming By, con un poder micrsbiclégieo fe unos 11 miilones

' de waidsdes L.L.,D. por mg.

Bjemplo -3

Unos 1388 gr. des un concentrado s“mgo gzm@u?sto .

da un producto de slaboracién de Streptomyces grissus y |

qué tiena un poder miémbialdgioo.aa unag 2000 unidgdas L.
@.D. por mg, se sliede a wios 16 litros da aleohol metilico

| ls@co, Ls mezola se agita mos 30 minutos y se filtre :

El filtrado as absbrbe en wos 15 kgs de ‘aiﬁmins '

'aotiva humedacide ‘con aloohol matilise da une cglnmna come~

togréfices  Lusgo la columns g2 desarrolls con aleohol

Las fraociones ammatoér.éficas que tienen le ac-

e 14 -




jtiviqad mﬁoiab;uko&;cv abs p:&nhﬂcmaia sa comwbinen y oonﬁ |

| .“j;tsa@ntrm ‘al v&em haste ana Aboius parts» aprca:ma&am@nte del
2 voluman pxxmitivoa- Le megzols concentrada ae Izltra y 91
'giflxtraﬁo,se glgu@ oancwmmrauaa #6 @l VEoio ha&ta un 3&?&?;_ 17
+ba densda Sa anada aloconol e@tliilico & esls Jarabe y ia ge
gﬁmazela ge 1nltrss Btz sa ,*.»*auo BG Ll cﬁn aﬂa~

'f §nné<suxw¢t§nfé, sgitando para determinsr ls pr@aipitanién

‘?eamplata dsl materiel rojo en &L contenido,  EL Prﬂ@i“

' 7;p:xa1o ra;o 80 r@cqpera y se radisuslva ab unos 1@8 mlv

de aleoohol metfilico, Este qaluoian se vierte 1aego 1ga ;
| taumente con:agitaoifn su 1 litro aproximadamenterda~aaataw ffF
'%gaﬁ' - .Ds la soluci&n pracxpitada un mat@rial an eroa
de rojo clero y se recuperss Daapu&a de lavar y secer
el precipitedo, se obtiene /,8 g de un polvo rojo com un
padaf miorobiolfgico de unes 6EaOOG unidad@s Ly L.Ds pér“
ngey, © aplaxlmﬁdamﬁnta U, 0% vitaning ﬁlzo . |

S~ hwce observer que en este ejeuplo el cantanido i
' e vitemina By, del producto obtenido en una Qparaaién
orumatogr&ixoa (0.6% de vitaming Bla) fué nuchoe maner qua en
loe otros @jemplca v ‘muchisimo menor de 1o que serdas naw
cesario:; Bl ejemplo sn da pars ilustrar el haahc de qua
Vl’uu@qtra‘tratamienta,,&neluno oanndo no. sp lleve a cebo»paﬁ
re obtoner la méxime pmt&noia del tratamiento cramatogra-,.»
flea, de un producto que as mucho mbs patantc gue eualgew
quiera aoneantrados Qutquormﬁnte gonocidos para nratar’

»19 snenis psrnxexosa, can los cuelsgs estemos familiarizaw

dos y qua, si se deses, puede userse pars rines clinicos

gin ulterior concentrscidén,
. ] ’

&L15 -
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- ejemplo prededonte de un poder en promedio A 86 000 unidas‘;‘f
 f5dea L,L.D. por mgs se dlqualven en sloohol metilico y 15  ﬁff ,
f'aeluczén se sbmorbe en unos 500 grs de al&mina gotiveds Lo
3?humsdaciaa egon elaohol metilico en une oalumna oramategrﬁo .
. fica. La columns < Aesarrolla 1uogo con slcohol m&t111:~

a0y ga regogen fraoccinnas enparedas dal 1avados

j giﬂa prnnunciada an goiaccionan, combinan y evaporan a se»

lldad, y el 1nvanta 80lo Agbe 1imits se por lam. relv1ndi~

10,0 gre de can“entrﬁﬁo del tipo deqcrzto an al

Loa fraeaionan que tienen satxvxeaa mlcrabioléb

a quedsd o presifn inferior & la stwmosférica. =~ Bl resl-

4o se e zwras ocon aloohol etilico sbsoluto y se separs la-

‘,i,euatancia blenca que daje da @lgoiversa. Le‘soluciéﬁ’

" roja de alcohol etiLlcﬂ ae trata oon un exaeso de acetona

haciando que se separe un ‘aceite rojo inﬂolubla. . Este
aceite ge racupara y disuglve 2n unosg. 10 ml} ae aguaa .
El,matariaL actlvo, eon axgo de materis lngrta que la 7
ecompaﬁa, sa preelpzta 48 nuevo aon un aeeite sfisdiendo un
exces0 de acatons.. EL matarlai raga altanente aetivo ea

vuelve & disolver en unog 3 mls ﬂe agua y is saluozﬁn e

. treta ocon acatoaa negte qua & Observe une ﬂébll turblaw

deds ' ﬂl r¢poso se seperan de le qolucién eristau

lag sciculares rojos de vitamina 512

Pue‘en hacorsa modiriceciones en la raslizaciﬂn

del prasente 1nvento, sin apartarse de su espirith y fin&ﬁi,hu

caciones anpxe Sa

Bests solicitud que. aorreﬂponda a l1e prsentadﬁ
en Bstades Uni&as ae Americs, el 10 de Abril ag,l948, baso

5-16‘5



' el nfmero 20 350, a8 acoge & ios beneficios del artf?i;ealo,

“"'51 del vigente Betatuto de Pi‘op ieded lndustrialy

Los puatop de invenoifn propie y nusva que ge
;~presentan‘para~qua seen objeto de emta Peténte de 1nvenéJ‘
oa&n an Empefia, por VElNTE sfios, smn log siguentes;

18,~ Un procedima.ento pere la pmparscién r!:e
productos conr sotividad pronuncieds en v*itm.’ma 512’ que
compronde someter 8 extraocxdn un concentrado bruto oon’ -
aenvlﬂad L.L.D. onmp uesto pradominantemmta de un prcdac-

to Ae eleboracién de Strpptomvces gr::.saus, con un digolven~

te, efgetuar’ ;:z;d. fraccionsmisnto cmmatogréfmo an_aaiencio |
l1a solucifn en dfsolvente resalta:ite a una columna de mes
terial sdsorbente, lavar la co‘lum‘;a; opn disolvente pera
e;uﬂr ‘\da sustancis active del metsrisl adsorbente y reou~ o

perar del eluato un concentrado de vitamine B ..

-1




al pum:a B»y sn al cuai el dwolvemtg para extz-aer a1-

: oho concan‘craéo bruto as awshol aum’gmn mfm"j,gr, '.

el punto 22., en el cusl gl dz.sglvante para az:traer (}ioho
fconcentrada brato es alecohol metilico.

;qm@ra de :ms puntos anteriores, en al eual dicha eolumna
;%de materaisl adsorban’ce @8 uas colwzma de aldmina aet:hta- ‘

© das : | o

| ":oualqaiera de los puntos antenprea; en el cusl e;l disple?

20

25

to aromatogrﬁf ico es un alobhol sliffitico inferiors
'punto 58,, en ol oual 6l disolvante para lesvar diche colume |
‘ne dempués ds Iracaionam'lento oromamgrﬁfioo es aleahel

mat ﬂico.

'cua,l.qulera de log puantos anteriorea guge incluye una e m&s

187757

295- El prona&im:}.an’co mgﬁn ge reivinéica an

2.~ E1 proeec'mimto segln se reivindica en

4%,- Bl procesimiento segln se raivma:.aa en cual..

52,- FEl prnce”‘mmto segt'm e reivindice en

vanta para’ .Levar dicha solumna dssp ués del fraccionemiens

68, - El proaedimianto seglic e reivindioa en el

72.-  El pmowim:ianto segﬁ.a s re:winc‘ima en

,', operacionas adiaionales de Ireca:.onamiento cmmatogrﬁf :Lca

‘an cada una de lss cusles se use como materisl de partida

fe.l. eluato del fraccionsumisnto cromateg,r{i ico preaedente&

]Quiera de los puntos snteriores, que incluye las Gperaeienas T
?die disolver nuevemente sl ccnoentrado de vitamina B.LE recu-

zperano ded aluato en un amohal aluéticn inigrior, aﬁaair

88,- tn preoa%mlen‘cc segln se reivindics em cuah"

i
!

‘n ia goliucién alcohm.laa ua. aisnlvente mxsomble en sl eual




1

es inaola‘ble el mamrial gotive, y recuperar cl mteria], PES %

“agtive que. precipites o
9y El prooe"imianta pegln se reivinr&iea en el :

Cpunto 8%,, en el cusl ol sloohol aliiétioo inferior uaado L
para disolver ﬁa nuevo &l coneentref‘o de vitamma 312 en . | 1

~ ~“aleohol et 41300, i | : S
£ 208,- Un porcedimiento se reivindics en el punto

it 99.; en ol e{ml el disolvente miscible afiadido & la solu=

w

cxén alcoholioa es ecatons. o R
s ;g ‘ . 11f.- Un popoedimiento segln se rewindme en

cua.tquwm de 10s puatos 8 & 10,,qua inoluye las operacionas S
u;teriorea de disolver en egus el materlal sctivo recupe-

rado, tretar ia solucifn con scetonnd y esislar vitemine 312

" ¢ grigtelizades

e

| 122, o pva;.aegr!imiento sexfn -8 reivindics en = |
‘| el punto 119:, que incluye las operaciones de disnlvervré%a
pe,tiﬂ‘amentefeﬁ. meterial ectivo en agud y _prec'i;:itar con B
poetona. | | . |
139 - n prnc@ﬁlm:! mm pers la preparscidn de

concantrados rlcOS en vitemans 512’ an esenaia como se ha

ﬁa@crim en @gte wemoria. ‘
149.- Un procedimianto le prapsracidn da vitamma

’ ‘Tel y como g6 he descrito en le Memorie que en-

.\ tgoede ¥ con 108 rines que 8¢ hen especiticados

|
’ Entre liness "sotivo®, Vale.

. Esta/ Bemyrin =

.

- 19 -
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