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tivo de una raza del microorganismo Streetomyee® griaeus 

en un medio de cultivo adecuado*

Seto® productos contienen, como ingrediente tere** . 

páticamente activo* un compuesto .químico desconocido hasta 

ahora, el oual iia sido designado oomo vitamina

Le nueve combinación química a que nuestro inven*’ 

to se refiere también» la  vitamina B-^, promover e l

:br® o amiento del Laotobaeiiíus Lactis Córner« y tiene 

aooidn maroada y eficaz en e l tratamiento terapéutico de le  

anemia pernio ios a de Mdison. ■

Ea los procedimientos segfin este invento utlift» 

a amos oomo material de partida un concentrado bruto que con­

tiene una sustancia L*L,D. active, as decir, una sustancie 

qu* es activa al ¿‘©versear ■ el oxeo imán to de Laotobaoillu® 

Laotis Dorátr* 1'el concentrado bruto L*LéL» sotivo puede.

prepararse cultivando s i mioroorgañíste-ettx-mtamwsmm g r i-
. » ) • 

[M m  en u¿ medio'nutricio adeoosdo, adsorbiendo e l material

activo del caldo de cultivo* «luyendo oi adsoroatto con una 

solución acuosa de piridias o de piridim aleanilsustituido 

y reo iteran do del aluato el concentrado trato L#L*B* activo# 

Considerado en alguno-de sus aspectos- mfis amplios 

un proco'ümianto sagón c*l pro -ate invento, pare, la prepa­

ración de productos con actividad pronunciada ::n vitamina 

$12* rende extraer un concentrado bruto L*L*D* acti­

vo compuesto predominantemente de un producto de elabore* 

cifin de Stréptomyoes grlssue con un disolvente, efectuar 

un rraocionamiento aromatogrórico añadiendo dicha solución de 

disolvente a una columna de material adsorbente, levar 1®



oolunaa oon disoiTwxt» para lavar fraooionadaMat* la su— 

taaoia activo Sal agwta. aSaoro-ata, y «superar Sel aloato

un concentrado de vitamina \ 2> . '
Segto una realización da nuestro invento, un concen­

trado eruto 2̂ H^ooapu^sto predominantemente de.ua-pro- 

¡duoto de elaboración de Strsptomycas grisaus se ««trae  

con agua a un alcohol siifático inferior ta l nomo e l al­

cohol metílico* .. Le soJeoolón del liquido de extracción, 

ém. determina por'e l material adsórbante p  ^  ^  *« asss?

■ m  9i  fraoo ion amiento cromatogréfioo*
fu edtan utilizarse verlos adsorbentes en la  prac­

tica d© cate invento, incluso osrbdn activad alfimina aoti- '

, vada y similares; siendo la  alúmina ■ activada a l adsorbente 

preferido* Las extracciones acuosas sa emplean en o©-

: 1 urnas gao contienen carbón activado# y s« usan ^tracciones

■ da aleono! alifétíco 'inferior m  columnas de alúmina atfti- 

| ?aá8# La oolurana con pref ©rancia se 02$) aqueta en húm**»

■ do llenándola con «1 adsorbente y al disolvente usado en

! 9x lavado y dadando luego 9a» B± disolvente m  salga has­

ta que au nivel llague a la parte superior del material

d a la  col man a#
El extracto'alcohólico, se vierte en le super- 

fio ie  st^arior del adsorDtnte en la columna de alúmina 

y se deja flu ir  en el adsorbente por gravedad o e presión. 

Luego la columna se desarrolla con nuevo disolvente y **' 

rtoogen fracciones adecuadas del lavado* Las freceiones 

que contienen actividad suficiente como se determina micro- 

biológicamente o m  virtud del color rosa, se concentran
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por separado o cembiaedas* Luego la  ©olueidn ponotatra- 

;.fa se las sola ooa m disolvente mi so ibis en e l ’cual le  ■ sus*- 

,$aaoia active es insoluble* ta l ’ooao acetona* y e l preci- 

pitado rojo se reoupere* Si precipitad© se disuelve m  

agua y se añade’ in acatóme, lo ouel da per resulte do le 

;#spsracida do cristales rojos de vitamina

■ SI. ¿p.*ad© de purifioeoidn eloaazedo m ' m  'solo - 

frepoioaeiaieato eromfetogr£rica, puede no ser suficiente pa* 

rp dar un producto cristalino* . Sa estes coa di cienes el 

material ‘amorfo puede p ur irisar se a$s por disoluoidn sa un • 

í'éloohoi aliffstioo interior* Luego la sol un ida s© añade 

:]é una. segunda oolumaa del material adsorbente y ■les freo* 

.fioaas más activas del lavado, según se.determina -arriba*.

reaogea y con osa trae a sequedad# ' SI residuo seco se 
: í ■ . ” ■ ;
disuelvo’ m  alcohol metílico y se.añade acetona a la  so-

lucida, ooa lo que so separa ua precipitado «rojo' d® vita—

iiaa  Bjg JBste precipitado so disuelve m  agüe# y s#

.éñada acetona « la aducida» hadando que ae b yparca cris­

tales rojos*1

. La irliamiaa h^g pbteaide en jetad©'v ir t anímente 

pozo de acuerdo con auestrp invento*, es ua coiíp ueBto rojo 

o©a une composioidn aproximada tipificada por el- sigüiea» 

t® análisis heoñp sobre dos muestras sacadas.» al vacio ¿t*. 

raatt dos horas a i m %  s G, 5óp 55* 56*11; fí, 6*72* 6*72;

lí* 14* 51* 14* ?6; P* 2,24, 2#27í Co, 4*42*. 4*58f Vir» .

tjuelmente toda 1® diferencia entre la suma'de loe porean» 

tía j@s dedos y -100# se or® que -'es oxigeno*y. el' análisis 

dol espectro ao. Índice la pressnoia.de otros mttfiletee

** 4 —
I.
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Basándose «a e l aaélipis precedente# la vitamina B ĝ tiene 

la  fórmula aproximado: C6li_o4 Hg6̂ 2 pco* '

'la  vitamina, os asoncialménta sol ubis an agua» alóohol 

matílioO, aleono! «tilico » y fraol y virturlmanto insolu- 

blo fia aoetone, éter y cloroformo^ le  • vitamina Bl2  • 

itiene ua oo'sfloií-f:te? c?p srvntss da -partición, dé aproxime*

'«temante- i ,  46 ©a -el sistema 75^ ó« tolueno -  2%  de «rto^_

- oresol/ agua* ■ Se n© compro baño (¿us* i© vitamiaB ®ig tiene

■ ua aoffioit-it# de partición de sproximedamaite 1*2 sn el

sietsma agus/aloonol benoüico#
Le vitamia© ü  _ cristaliza desde solucloase adecuadas4-2

telas como da 'acetona acuosa en forma de, cristales rojos oon

■; Isa siguientes propiedades cristalográficas: indice da re* ,
i •
j fracción °C 1#619í (\ 1,64*; ^  i,ó?y. Ies cristales

I de vitamina B^g no tienen un punto de fusión definido, po­

ro s® obscurecen a unes 2l© -220°C#

Bl espectro do-absorción de la vitamina B-̂ g ®n BOii 

lucida acuosa se caracteriza por máximos a 2780 ¿  (®xcmt”

114»y), a # w l ( B g _’lom#3 = 20^,5) Y « 5P^ S ^iom* *  Ó2>7)*- 
Él espectro mO cambia marcadamente con un cambio del pH;

®a solución éoida, la  intensidad de la  banda de j 6/e I  

disminuye en aprQximademente y en solución alcalina 

h&y otros pequeños cambios y la  fina estructura resulta 

menos marcada#
Si espectro da absorción infraro|« se determi-

•  <

nó con un espectrómetro lerxin-Élmer 12á'cuidadosamente 

calibrado» ' los máximos de absorción fueron los giguisn-

; i

tes»

*-  ̂ —



¿-©agitad de onda en. Mu ( 10̂ 4. cm. )

>05 S (an.olio)

4.62 W

5*98 S

6*15 M

6*70 s

7*14 s

7*39 s

7*bÓ w

8.15 s

8.67 ' •
s

9*38 s

10.00 s :

10.80 . w

11.10 w

11.81 M

12*33 ' M

8, *  y* i * * * ™ »  «* ÍDírt*  “ alaca

&&)&* . M '
j »  * .  »M « l . le r t í  9«e la vitamina » la o tt® i«s  s »-

a na39tro iovaato t i ® ,  acxividadso Biología? « * « •  

000013 r  por a l. de as”-9*9 4a oulUV0 03 sufacifflrta para 

istanar la altad dsl o m e n t o  m fa i» da laotoBaoi »  

lotls Domar m  las coadioioses usadas. 18 vítenlos 12 

lsri,  alto valor torapfiutxoo «  «1 tratamiaata do la  «sania 

.raioioaa da iddison, y otras aaa««ia, nsarooltioao. loa 

aauisítos do lo dosííiosoids verlas aos *1 oaoo isdividua

-  6 .**
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y alenden de le : wveriásd y de lo : Weoión > 1  sitado pee  ̂

tológioo.-y de la respuesta terapéutica del pao isa te*

X© dosis terapéutica mínima eí'iosz administrada, por vía ia^ 

tramusouiar an forma do elación salina aooona.o isotóniea 

m  orao que es. «©roximadameate. de 1 miorogrsmo por dift o 

maitípies de esta cantidad a intervalos m&a largos, por 

de aproximadamente 7 microgramos por semana,' _

Las investigaciones oiinicas de lo terapia", 

p or la  vitamina .Bl2  ©n al tratamiento de anemias macrooa  ̂

ticas quedan seüaiadas en la bibliografía, incluyendo*

Spies, i'*B., Stone, BvE*, daroia Lúp&z, Q-*¿ Mi- 

lanfis, P., XÓpoa Sooa, » , y Aremburu, 1. .«lamina, Polio 

: iáoid'an-d Vitamina Bl2  in Nutritional laorocytio Anemia, 

' ‘Propio al Sprus, and Pernioious Anemia111',. Lanoet, £, 519*52.2©

|2 do Octubre de 1948*
Hall, B*M*, y Onnpbell, D#u., "Effect of Vitamia 

Bl2  on tJie •Hemotqpoietio and Hervous Systems in áddisanlaa . 

Pernio ious Anemia", Journal of Laboratory and Glinical Me- .

dioine, J I í  1646, Deoembsr 1948"*
La. vitamina B-¡_2 puede también aumentar la velocidad

¡ de oreoimianto di los pollos# lo r ejemplo ©n un esperé 

¡mentó, la  adición de treinta partes por m il-milloneé.te 

1 vitamina B12 a una dieta bésioa qito oontenia osofias p u rifi- - 

: cada (llamada sin vitaminas) como fuente de proteínas - causé 

un aumento en la  velocidad do oreoimiento ta l que el peso

m  promedio de.loe pollos a los.dieciseis días d#..allawn- 

tarlos non le dieta suplementaria ers '-'fe 127 gr. ai. paso 

qus «1 de los pollos que rstoibian; la  dista sin suplamento
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Le aotiyidad do loa productos l  qa« s© iieoe ?«•

faenóle « i  «uta. solución fui, determinada P°* “étC* °  ' 
a,. oreo masut® miorobiológioo «u*

«aples lantobaoftllus lactis Homar « o »  organismo de « s a ­

yo, A ow.tii.asam)® -  «a « »  •>*<"• Sel

todo ,d« ansayo qu* «ap litamos* .
. ■ .; ^  ha iarormftáo. qus *1 LaQtfeaoaias fegotig 1 » -  .

nar requiere dos factores da crecimiento, 7 L*UI!V

lea modifloaniones «el medio incorporadas aa la  fírmala abajo 

asearlos, bao ellclou-u el requisito del uso del factor 

5 .J. y el ensayo, aagí® o* presenta, es especifico pera 

L.L.D, Este mioroorgauismo muestra respuesta del factor

1 , 1*1 , a la vítente, Bla . 1»  ^ “tae B12
Usada sa use como patrio del ensayo y todas les incógnitas se 

evalfién en función de la actividad mierotiüiósioe ísvareo®- 

dore del crecimiento» equivalente e le actividad microbio-

., lógica de i"  vitamina Bw * . , ‘
;! El ©rg-mlsmo Laotobacillog Leptj§ Borner, A.T*

\ q^q 2J0, 697# usado €*ft asta método de ensayo, ®stS dispo..

I  n ib i9  «  la Colección amaricen a de-8nltivos tipo. U>s 

\ cultivos del organismo su mantienen en un medio do orecimiea-

! to qu»  oüaeistQ m i  

\<ft áe'extracto {ie iov6dura Bxloo 

’ 0>02}̂  d* suero do juger de tomate . . .

1^' de' d-sxtrose anhidra . t

, 1 , ^  ■ da agar . •
;; , Si fflQdáo. osado para el indouto oott.siflta «a el m *

8 -



f

15

20

25

fíSSlí

i
bese o de ensayo el anal s? la añada % 'anidad por o*ot.

4# 'vitamina B n̂* Les células del iadouio se lavan con •. ■

f'gas d-*atliada • estéril y  .se- diluyan para formar unir sa*?*a* 

l id »  que' da antr® $0$ y 95|4 de transmisión de la luz »n #1 

fotómetro de Bvelyn con un f i l t r o  de-5?0 mu*

La obaposioión del medio de ensayo,, doble fuerMy'S© 

4a abajo, ■ Los ingredientes puedan tomar so ooaveniontemen^ 

te de soluciones de reservé*

DL isolenoina 200 mgrs* Destros a 10 grs*

DL alfa-alanina 200 mgrs* Acetato sódico 6 grsi

DL ¿oído asp&rtioo 200 mgrs* Acido famSrloo 0» 5 grs*

DL Valias . 200 mgrs# . Btiloxalsattato sódico!} 5 grs*

DL mitaca la & . ■ 200 mgrs#1 Biboflsviaa 200 ■ Jaegs,

DL Acido glutAaioo 200 figrs, Pant oteaste o ale ios 200 mgrs,

DL treonina 200 mgre# Tlamina.HGl 200 mogn

DL sorin© 200 mgrs* Acido nioatlaico 200 megrs.
■ i
DL fanlisianina 200 mgrs. Piridoxemiae 400 mcgxs,

DL leticia© 200 mgrs# Acido pare-aaiaoben

zoioo ■1 • 40 mogrs,

L bistidiaa 200 mgrs» ' ■ Blotlas 0,4 migre

DL tciptofsna 400 mgrs*

L arglnia© . 200 mgrs. %S04* 7H|© ' 200 mgre#

£, lioina 100 mgrs». ■ NaOl 10 ‘mgrs.

: ¡' ¿oido asalnoaoótioo 200 agre* . PeSO^THgG ’ . _ . 10 mgrs*

L oistin© 200 mgrs* fcbS04i4Hg0 .10 mgrs*

DL aorleucina 200 mgrs*. ■I|Efl?04 500 mgrs.

L tiroslan 200 mgrs# KKgPĈ 500 mgrs*

Acido f <51 ioo 2 magra*

9 -
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Hidrolisado da oásttíns 1 gr* 

■Agua,'hasta i;00 c#o*

£1 iaedio bssal sé pwepore combinando los aminoroidos* 

6&®§A©aao luego daxtrose, acetato sódico, écidc fuafirioo* ca­

lentando pare disolver, y revistando inmediatamente a #H 7*

A
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25 •

SI et iloxslacetato ■ sódico y les? vitaminas se añadan -luego* •

8«  disuelvan, y las solucionas ¡m ajustan de nu**v© e píf 79 

Finalmente, les sax<íS, «i- ácido i él ico y ios hidrolisaftofs 

ále caseína se añadan, disuelvan y s© ajustan, al pH a 6, 6*

una solución o suspensión en agua de la muestra a 

ensayar se diluye de modo que la solución cor.tenga aproxime** 

flamante 0,2 unidades tapo L*i».D. por o ,o , ,  gua- se añade luego 

a los tubos de «sayo m  cantidades de 0*5, 1, 1,5* 2 Y 2,5 

do# /lodos los tubos se ajustan luego a un volumen de 

2*5 o*o. con agua* se añaden 2,5 c.o. del'medio base, y 'loe  

tubos se taponen finalmente y se esterilizan ©alentando a.

120°C durante 1} minutos* Después de enfriar a la  tsupere-* ' 

tura ambiento, loe tubos se inoculan don una gota de sa^ptn- 

sida normalizada de L¡_ Laot&s y luego se incuban a 37°C# /da* .. 

arante 40 horas*- Después de la incubación, lo® tubos se t i*  

talan,directamente oon hidróxido sódico 0, 05® el punto factre». 

«4 'del azul verde da azul do brcmotimol*

La actividad dn la muestra puede determinarse en- ’ - 

tonase por lo curva normal por la cantidad requerida de hidró- 

xido sódico*

; i ■ La curva normal se pepega con vitamina B^g oriet elid­

as de. lia MÜ'igrsmo de vitamina ihg cristalizada pura con­

tiene 11 X 106 unidades* .' ’ una solución do reserva ss dilue ••

i* 10. -
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y» y W .astea o, 0,05, 0,1, 0,2, 0,J, 0, 4 , 0, 6, 0, 8, %  y 2 

un Ido 4»0 a s s iie s  d u p lica d ®  de tuto s, 3» aaeden agua 

par* ajaste* *1 «lumen a 2,5 o.o, *1 F roe, atalanto

a rrib e  fe n o -to  ja r »  le s  muestras en **«3° «  » * “• 00n #1 

patrón. Valeres as titulación típicos para la serle pa­

trón señalada arribe e*a 1,5 2, 2,7, 4>3> 5,/, 6>6, ó,5, 
n s ,  8 y 8,4 re^peotivrjaents, sn■ términos de m ililitros ^

do n ió ró sia o  eódioo 0,Ó5» m u e rid b e  para a s u t r s lis a r  e l

« o lio  producido por a l c u lt iv o  do U. ia o tiS »

Los ejemplos sig u ien te s representan situ a o s a ra a -

i l l s e r  s i  aneante presante, .pero deba entenderse 4<w •» «* •. 

,rim ar lamente por t í o de ilu s tra c ió n  5 no de lim ita o ió n ,

1 j 8 lip  1 O I

■

Sq obtiene un concentrado seoo cultivando una re­

za dal mioroorganiñiao StraptonyQfa ^ Ü 3§ 88 52,1 8g6nt® na" 
tritivo adecuado y reoupaBando el material activo absorbían- 
dó-lo de alono osldo, lavando el adsorbido oon una solooifa 

souoss de f lridina o una piridina Eltil-sustituida, y reou- 

p arando .1  oonoeatrado bruto del Isveao, El oonoentrs»
do seoo tieno un podar miorobiológieo de unas 1500 a 2000 
unidades L.L.D. mg. 750 gra. de esta concentrado

aseo se anadeo a unos 2,5 l« ro s  de alcohol metUioo se­
co. • La mesóla se agita durante unos treinta minutos y 
lusgo so filtra, luego se alsden unos 2.5 litros de *1> 

oonol matílioo seco si residuo sólido y la mesóle se agite 

y filtra.. Este prooadimiento se repite oon dos porciones, 

sucesivas de 2.5 litros de aloohol aetllioo seoo,
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Los filtrados combinados tienen' una actividad microbiolÓ- 

gioa de aproximadamente 1.5 mil millones de unidades k#L*

Dv
Lo«s filtrados combinados se fraccionan cr 

fio  amante pe® adsorción sobre alúmina activada h.ume decida 

don alcfihol metílico» tete se hace pasar luego po®->

1© oolumna y se recoge un número de fracciones de. lave» 

do# Satas fracciones, yus contienen actividad eufieien-
.

te (usualmente de por lo menos 10» 000 anida des LsL#D#

I )  según' se determina microbiológicamente, y asnalmente- 

se indica por una coloración rosa, es combinan y concentran 

a temperatura inferior a p °C .,  y e presión menor de la  

Btmóeférftca hasta ana deóima parte aproximadamente del 

volumen primitivo» Si se forma une pequeña eantided

de -seterial insoluole blanco. la mezcla heneen treda

se fi lt re . El filtrado se concentra luego en el va­

cio hasta un jarabe denso. Se añade a este jarabe el-\

cohol etílico  absoluto y se separa e l precipitad.© blanco , 

insoluble que se disgrega de la  solución. Luego se

8ÉLad@ un volumen igual de acetona a la solución roja d ió -... 

fana de alcohol etílico, haciendo que- se separé de la soT 

luoión un precipitado rojo en copos*
El material activo precipitado de siodhol e t i l i -  

co por le  adición de acetona se disuelve,en unos •£ mi* de 

agua y se vuelve a precipitar tn forme, de un aceita rojo 

añadiendo unos doce'volúmenes de acetona. El aceite 

•se separa, se . disuelve eh 1 mi# d# agua aproximadamente 

y la  solución s© trata con acetona hasta que es obeerva

~ 12 - *



i 87757
©i «1 raposo se a te * * *  a® l é  e°lu®i<5n vi“ 

racimos de cristales pequeños aciculares ro-

Bjeaplo , 2

alternativamente, un precipitado rojo en copo©

formado añadiendo acetona a la solución roja y diáfana 

de eloohojtetilioo.se obtiene como en ejemplo l*  Después 

ée lavar ©1 precipitado con acetona y secarlo, • se obtiene 

:i|aa. suetancia que tiene un poder micr ©biológico de unos 

'¿iliones de unidades L.L.B. por mg* S® recuera un® se­

gunde cosecha de poder similar añadiendo s i líquido madre 

tan segundo volumen de acetona* ‘ la  adición ulterior de 

'Acetona a los líquido© madres da'por resultado la  precipi­

tación de un aceite rojo que s® recuera* . El aceite 

te trata con una mezcla do alcohol'©tilico y acetona, y a® 

¿reoipita y recuera un sólido rojo amorfo de poder micro- 

biológico di 1í 5- millón®s de unidades L.L.D* mg* aproxima- 

; jasmeate»
Las diversas fracciones insolubles en acetona ...

: secas# combinan, se disuelven en unos 4 mi. de aloohol me¿ 

t ilic o , y la  solución se adsorbe en unos 10 gr. de elfoal ns 

activad© humedecida con aloohol metílico ®n una columna ©re- 

|matogrÓfica* La eoloMiárs© desarrolla luego con alcohol 

metílico y una banda roja oscura pasa por le columna*

Al parecer e l .oolor rojo en ©1 levado, se tomen fr  acó iones 

sucesivas de 10 mi. .hasta que e l afluente es virtualment#

13 -
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incoloro* las tros primeras fracolemos, que contienan- 

la  mayor parte.le í color rojo, as combinan y ©vaporan a 

sequedad, a presida Inferior a la atmosférica y a temperatu­

ra por debajo Via 25°C. • ^

Si residuo saco, os disuelva en unos 2 ml4 .d® 
alcohol motilico y la solución se trata con unos 8 voltee-

nes de acetona haoiendose que se separe de le solución un : 

precipitado rojo amorfo. Est© precipitado ee recupere 

por osntrifugacidn y so vuelve e precipitar 'de igual me­

llo de une mézala de alcohol metílico y acetene. Una 

poro ida d© este material (5 mg* de un total de 21*8 mg) ee

disuelve en unos 0|5 mi. de agua y la solución se trate con 

unos 5 de acetona* 3a el rc?poso se'separan de la solu- 

2ida y se romperán grupos de cristales aciculares rojos de .

7itamina Bj¡.g con un poder miorobioldgioo fi® unos 11 millones

. de unidades L.1.33* por- mg.

Ejempl O - I

Unos I 388 gr, da un concentrado ieco compuesto 

de un producto da ¡?labo£aoidn de Streptomyces grlseus y 

Sue tiene un poder microbloldgioo.de unas 2000 unidades X*

L,jD* por mg# se añade a unos 16 litros de alcohol metilieo 

seco. La mezcla se agita unos 30 minutos y se filt ra .

El filtrado sa absorbe m  unos 15 hg. de/aldmlna 

aotlva humedecida con alcohol metílico de una columna coma- • • 

fcogréfica# Luego .la columna se deearrolla con alcohol 

metílico y se recoge un nteero de fraooiones de lavado#

Las fraociones cromatogrf.f ices qua tienen le. ac-
: • • - ' v*r<;

-  14 -
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tividaa miorobxüxógxce más'pronoeciadé s§ combinan y oca». .

' • ~

o entran ai- vacio hasta una décima parta aproximadamente del

• volumen primitivo. ■ i© mezcle*. concentrada a© f i lt r a  y ®1 

' filtrado • 90 sigue concentrando m  a i vacio hesta un jara» 

-b® denso» Se «nada alconoh «tíixeo a asta jarabe y la

.mazóle se ixltraf huelgo mi lüw ano  a© ex*ai.» oon ace" 

eme sux'J8ít«ate, agitando para determinar la  precipitación 

’ . couplets del material, rojo m  é l  contenido# H  preoi- 

• pitado rojo se recupera y se. redisuaive süanos'lOQ mi*- ■

: de alcohol metílico* Este solución, se vierte luego lea*» ' 

támente coa: agitacién an 1 litro  aproximadamente- de aceto»

■ ns* ..De la  solución precipitada un material en copos '

■ j de rojo' claro y se recupera* Después de lavar y secar
~ i ' . . .
| e l precipitado, so obtiene y*a g* de un polvo rojo coa un 

¡ poder miorobiológioo de unas 65*000 unidades L.L*D» por. 

og», ó aproximadamente Q,fc>fí vitamina B^g»

Se hace observar, que m  este ejemplo, el contenido

■ en vitamina B»^ del producto obtenido en una operación 

orometogrérioa (0#6j$ de vitamina B^g) 21 Jî snor qu# en

los otros ejeüplos y muchísimo menor de-lo. que sarde na» , 

oesarlo» El ejemplo sa da par© ilustrar el ¿techo de que 

■nuestro tratamiento,, incluso cuando no- se llevé a oabo pa­

ra obtener la máxima potencia d il tratamiento eromstográ- 

fico, da un producto que es mucho más potente que cuales­

quiera concentrados anteriormente conocidos para tratar
# *

1© anemia perniciosa, con los cuales estemos familiariza»

dos y que, si se desea, puede usaras par®, fines clínicos
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10,0 gr» de concentrada del tipo da perito en el ■ 

ejeiplo precedente de un poder en promedio de 86,000 anide- 

des L.L.D. por mg* b$ disuelven en slcohol metílico y la  

' solución se absorbe en unos $00 gr# de elimine activada 

humedecida con alcohol metílico en una columna cromategrf- 

fioa'i ' La columna .se desarrolla luefee con alcohol Bíttíli*- 

oo y se recogen fracciones separadas^del lavado»

Le.s f r  acó iones que tienen actividad microbioló- _ 

gioa pronunciada sa seleccionan, comDinan y ©vaporan a: se** 

quedad o presión inferior a lo atmosférica* El resi-^

dao se earcree con alcohol etílico absoluto y se separa la* 

sustancia blanoa que deje da disolverse» Le solución 

roja de alcohol ©tilico se trata con un exceso de acetona 

hacinado qus se separe un aceite rojo insoluble* Sste 

aceite se recupere y disuelva en unos 10 mi^ da agua»

11. material activo, con algo de materia inarta que la  

eooapa&a, se precipita de nuevo con un «caite anadiando un 

exceso da acetona*. El material ro jo- altamente activo ee 

vuelva a disolver en unos. 3 mi* de agua y Xa solución ge 

trata con acetona hasta qpe se .observe une débil turbie­

dad# " En s i  reposo se b ?»par en de le solución crista­

les aciculares rojos da vitamina til2 * • . ' ,
Puedan hacerse modificaciones en la realización

dal prásente invento, sin apartarse de su ©apiritfi y fina­

lidad, y el invento salo debt limitarse por las reivindi­

caciones anexas*
Esta solicitud que corresponda a le prsentade 

m  Estados .unidos de America, el 10 de Atril de 1948, bajo
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#1 número 20* 3!?o, 8© ©coge a los beneficios Asi artf*íoulo. 

51 del vigente Estatuto de Propiedad Industrial*

los puntos d© invención propia y nueva que se 

presentan para-que séan objeto de esta Patéate de inven**

: oída m  España* por VElBif saos, son los siguientes;

. ’ ie *- Un procedimiento para la  prepar acida de 

j productos con actividad pronunciada en vitamina'Blg , que 

■ comprende someter a extracción un concentrado bruto con 

actividad 1 *1 * D* ooiapuesto predominantemente de un produc- 

: to de elaboración de Strsptomyoas grlseiis* - con un disolven­

te* efectuar idL fraccionamiento cromntogróí ico anadiendo 
i - t- ,

la  soluoidn en disolvente resultante a una columna de ma-

| t’erial adsorbente, levar la columna* ojpn disolvente pera 

¡i e l u i r s u s t a n c i a  active del material adsorbente y reouf* 

perar del eluato un concentrado de vitamina
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2^*- El procedimiento s®gün aa reiv indios en 

el punto m  al cual el disolvente par® extraer dl- 

oho concentrado bruto es alcohol elif.áitd® in f-rior.

* 32*“ El procedimiento según se reivindica en 

e l punto 28., m  e l cual ©1 disolvente para extraer dicho 

concentrad® trato es alcohol metílico*

4®*- El procedimiento según se reivindica en cual­

quiera de los puntos anteriores, en el cual diche columna 

da material adsorbente es una columna de alúmina actlira­
da*

5e»~ El procedimiento según se reivindica m  

cualquiera de los puntos anteriores* en el cual * i aisfiL-' 

vente para lavar dicha solumna después del fraccionamien­

to oromatográfioo es un alcohol elifático inferior*

6fi.- El procedimiento según se reivindica e& s i  

jp unt© 58*, en el cual ©1 disolvente para levar dicha colum- 

■ na después de fracóionamicnto oromatográfioo es alcohol •
: metílico*

7e*~ El procedimiento según se reivindica en 

cualquiera de loe puntos anteriores que incluye una o más- 

operaciones adicionales de fraccionamiento crometogrúfico 

®n cada una de las cuales se usa como material de pertide 

:#1 eluato del fraccionamiento oromatográfioo precedente* 

j 88» -  ifa procedimiento según se-reivindica en cual­

quiera de los puntos anteriores, que incluye im  operaciones 

:<M disolvso nuevamente e l con centrad© de vitamina B recu- 

pereda- del eluato en un alcohol a lií ático inferior, añedir

6 AB roiucián alcohol ida un disolvente mi sol ble m  el cual
/

• • - 18 -
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jes in soluble e l material activo, y xeoqpérar e l material 

activo que-precipita#
1 El procedimiento según se reivinellos en el

púato 8®.# en el cual e l alaohol allíátloo iní@rior usado 

para disolver de nuevo e l concentrado de vitamina B^g

^[alcohol «tilico* •
, ioe*- lia-p ©roe dimi ente se reivindica en, el punto

^s., en el cual el disolvente mise ib le añadido a la  solan-

ción alcoholioa es acetona*
1X8, -  un procedimiento según se reivindica en 

cualquiera de los p untos 8 o 10» ,  que incluye las operaciones 

'•^'"ulteriores de disolver en agua el material activo recupé­

relo, tratar la educida con acetona y aislar vitamina B^g

■ •= orÍ455taIiE6de*'
j 12®*- be procedimiento según -se reivindica en’ ¡
e l punto 11«C, que incluye los operaciones de disolver r@- 

; pet idomen te 'e l  material activo m  agua y precipitar con

acetona. ■ _
'Un procedimiento para le-preparación, de

i concentrados ricos' en vitamma B12, en asen ola como se ha

v : I descrito en iffte memoria*
'i 146. -  Un procedimiento de preparación de vitamina

i'a l y corno se he descrito en le Memoria que en­

teca de y con ios fines que se han especificado*

Entre líneas "activo"* Vale*

Este memoria **
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conste de veinte ño jes escritas por uns sola oare*

. Madrid- a

Alberto de Elzaburti 
Por Poder
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