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p A T E N T E D E  I N V E N C I O N  
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n ¡c) r  ií -L - A

p o r VEINTE años

& nombre de íáEüCK. & cO., INC., entioad norteamericana, esta­
blecida en 126, East Lincoln Avenue, Rahway, Nueva Jersey,
Estados unidos ce América, por:

" UN PROuEDImiERTO PARA LA PRODUCCION DE 
Vil'ALlnA B^¿

Este invento se refiere a la prodúcela de vitamina 
y especialmente a la obtención de mayores rendimientos 

ne vitamina B^2 partiendo de prjjmeras materias que contienen 
sustancias intimamente relacionadas con dicha vitamina, pero 
que tienen actividad fisiológica notablemente menor (por ejem
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p ío  a c t iv id a d  c o n tr a  l a  anem ia p e r n ic i o s a  y a c t iv i d a d  ¿e  f a c ­

t o r ,  de p r o t e ín a  an im al) que. l a  de l a  v ita m in a  B-^- Más e s ­

p e c ia lm e n te ,  e l  in v e n to  s e  r e f i e r e  a n u evos p ro c e d im ie n to s  

p o r  l o s  c u a le s  s u s t a n c ia s  s im i la r e s  a d ic h a  v ita m in a  se con ­

v i e r t e n  en e l l a . -

V a r io s  p ro c e d im ie n to s  se  han d e s c r i t o  en l a  l i t e r a ­

t u r a  p a ra  o b te n e r  v ita m in a  B^^.de h íg a d o  y  de c a ld o s 'd e  f e r ­

m e n ta ció n . P o r e je m p lo , R ic k e s  y  o t r o s  e x p u s ie r o n  en S c ie n c ia  

10 8 , 534-33  (3  de D iciem b re de 1 . 948 ) que l a  v ita m in a

puede o b te n e rs e  de c a ld o s  de fe r m e n ta c ió n  p ro d u c id o s  p o r S tr e p -  

tom yces K r is e u s . Aunque l o s  c a ld o s  de fe r m e n ta c ió n  o fr e c e n  

una fu e n te  p r á c t i c a  p a ra  l a  p ro d u c c ió n  c o m e r c ia l de v ita m in a  

%12, se na d e s c u b ie r to  que e s t o s  c a ld o s  c o n tie n e n  p ro d u c to s  

de fe rm e n ta c ió n  que aq u í se  lla m a rá n  m a te r ia s  a n á lo g a s  a l a  

v i t a m i n a , y  que e s tá n  ín tim am en te r e la c io n a d a s  con e l l a ,  

p ero  s o lo  p o seen  una f r a c c i ó n  de l a  a c t iv id a d  c o n tr a  l a  ane­

mia p e r n ic i o s a  y  de f a c t o r  de p r o t e ín a  anim al de l a  que t ie n e  

l a  misma v ita m in a  B^g. A l  p r o u n c ir  e s t a  v ita m in a  de pureza, 

u n ifo rm e , l a  s e p a r a c ió n  de d ic h a s  m a te r ia s  a n á lo g a s  a e l l a  

ha o fr e c id o  un prob lem a d i f í c i l .  D ebido a l a  e s t r e c h a  r e l a ­

c ió n  e n tr e  e s t o s  m a t e r ia le s  y  l a  v ita m in a  B s o lo  usando 

p ro c e d im ie n to s  co m p lica d o s  y c o s t o s o s  ha s id o  p o s ib le  ¡separar 

d ic h a  v ita m in a  c r i s t a l i n a  p n r a .-

Remos d e s c u b ie r to  ahora' que se  pueden, c o n v e r t i r  

e s t a s  m a te r ia s  a n á lo g a s  a la. v ita m in a  B q g ' h a s ta  ah o ra  in d e ­

s e a b le s ,  c a s i  c u a n t ita t iv a m e n te  en l a  misma, s im p li f ic a n d o  con 

e l l o  c o n sid e ra b le m e n te  e l  p ro c e d im ie n to  p a ra  o b te n e r la  p u ra ,
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y al mismo tiempo aumentando en gran manera el rendimiento 
de vitamina obtenible de caldos de fermentación.-

considerado en algunos de sus mas generales aspec­
tos, el nuevo procedimiento según el presente invento com­
prende hacer reaccionar materias análogas a la vitamina 
con una sustancia ene suministre iones cianuro, convirtiendo 
asi dichas materias en vitamina B^. Así, por ejemplo, tra­
tando caldos de fermentación, o concentrados adecuados de 
los mismos, que contienen vitamina y sustancias análogas 
a ella con una fuente de iones cianuro, hemos descubierto 
que se obtienen rendimientos muy aumentados de vitamina Bg, 
pura. Además, como se ha dicho antes, el aislamiento de 
esta se facilita en gran manera.-

Como otra realización de nuestro invento, hemos 
descubierto que la conversión puede efectuarse en varias con­
diciones utilizando diversas fuentes ¿e ion cianuro. En ge­
neral la. reacción se efectúa teniendo en contacto íntimo 
sustancias similares a la vitamina B-^ con iones cianuro, 
para convertirlas en vitamina B^. Por ejemplo, soluciones 
de dichas sustancias análogas pueden tratarse con combina­
ciones que den iones cianuro (entre otras.cianuros metáli­
cos, cianuro amónico o cianuro de hidrógeno). Medios disol­
ventes adecuados comprenden mezclas disolventes acuosas, 
orgánico-acaosas o disolventes orgánicos que contienen iones 
cianuro y en los cuales son solubles las sustancias análogas 
a la vitamina B^. Para fines prácticos consideramos lo más 
conveniente realizar la reacción en un agente acuoso.-
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También se ha descubierto que la reacción de cier­
tas susjanclas análogas a la vitamina que se han orapara­
do, con una sustancia que suministra ion cianuro en la forma 
arriba descrrta, aonduce en cada caso a la conversión de di­
cha sustancia en la vitamina. Bq^' que puede recuperarse en 
for-i.a esencialmente pura. Sustancias especiales que se ha 
comprobado se convierten en vitamina Bq¿ por reacción con una 
sustancia que na ion cianuro comprenden las sustancias que 
se han identificado como vitamina B^a, vitamina B ^  vita­
mina B^^ y vitamina Bqqq.-

La vitamina Bq^a forma pura existe cormo

cristales ortorómbico3 rojos, puede prepararse de la vitamina 
Bq2 haciendo reaccionar* esta con hidrógeno en presencia de 
un cataliaac.or de nidrogenación tal como óxido de platino, 
óxido oe paladio o níquel Raney. Rste procedimiento de hidro- 
^onación se describe detalladamente y se reivindica en la so­
licitud pendente con esta de Kaczka, ^olf y Eolkers, ntrnero 
de serie 108.421, presentada el 2 de Agosto de 1.949. La vi­
tamina B-, ofrece un coeficiente de distribución caracterís- 
tico de aproximadamente 1.48 (Oagua/C disolvente) en un sis­
tema de disolvente orgánico y agua, en el cual el disolvente 
oigénico es una mezcla de 2.5 de o-cresol y tetracloruro ce 
carbono.-

La vitamina Bq2b Puede prepararse de concentrados 
de vitamina Bq¿ obtenidos de un caldo de fermentación de Strep- 
tomyces griseus por distribución en contracorriente entre 2 : 5 
O-cresol:tetracloruro de carbono y agua, sistema en el cual
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l a  v ita m in a  -̂ ]_2b m u estra  un c o e f i c i e n t e  de 

r a o t o r í á t i c o  de unos 2 .4  ( 0#/0 s )  a l  p eso

d is t r i b u c ió n  c a ­

que l a  v ita m in a

^*12 '^ e s t r a  un c o e f i c i e n t e  de d i s t r i b u c i ó n  de c a s i  c e r o ,  

¿ e l e  método de a r e n a r a r  v ita m in a  B., s e  d e s c r ib e  mas d e t a -  

l la d a u e n to  en l a  s o l i c i t u d  p e n d ie n te  con e s t a  de K a c z k a y  

F o lk e i-s , n° de s e r i e  , p re s e n ta d a  e l

(c a s o  n° 2 .C 4 3 ) . -

La v ita m in a  Rp2c PR6<*e p r e p a r a r s e  h a cien d o  r e a c ­

c io n a r  v ita m in a  con ún e x ce so  de un s u lfu r o  i o n iz a d le ,  

t a l  como l o s  s á i í u r o s  de m e ta le s  a l c a l i n o s ,  s ú lfu r o  amónico 

y  s ú lfu r o  de h id ró g e n o , con p r e f e r e n c i a  en s o lu c ió n  acu o sa  o 

a lc o h ó lic o - a c u o s a .  La r e a c c ió n  t i e n e  l u j a r  a l a  te m p e ra tu ra  

am biente y  se co m p leta  en un b rev e  p e r io d o  de tiem po, y  l a

v ita m in a  B^^ puede r e c u p e r a r s e  evaporan do a sequedad l a  

m ezcla  o.e r e a c c ió n ,  d is o lv ie n d o  e l  r e s id u o  en a ju a  y  c r i s t a ­

l iz a n d o  de una m e zcla  de a ju a  y  a c e to n a . L os c r i s t a l e s  pue­

den p u r i f i c a r s e  más p o r d i s t r i b u c i ó n  en c o n t r a c o r r ie n t e  e n tr e  

2 :5  de o - c r e s o l : t e t r a c l o r u r o  de carb on o y  a-jua, s is te m a  en 

e l  c u a l  l a  v ita m in a  B^gc m u estra  un c o e f i c i e n t e  de o í s t r i b u -  

c ió n  c a r a c t e r í s t i c o  ' e unos 0 .1 0  (U v / O s) .-

La v ita ta in a  B^gd puede p r e p a r a r s e  h a cien d o  r e a c ­

c io n a r  v ita m in a  B-̂ ._, con  b ió x id o  s u l f ú r i c o  en s o lu c io n e s  acuo­

sa s  a lc o h ó l i c a s  o a c u o s o - a lc o h ó l ic a s , con p r e f e r e n c ia  emple­
ando un e x c e so  c o n s id e r a b le  de b ió x id o  s u l f ú r i c o  y  c a le n t a n ­

do suavem ente l a  m e zcla  de r e a c c ió n  p a ra  ase  j u r a r  l a  máxima 

c o n v e r s ió n  de vi'tam in a  B^g en v ita m in a  B^g^. L a ta  ú lt im a  

puede r e c u p e r a r s e  evaporando a sequedad l a  m ezcla  os r e a c c ió n

- 5 -
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disolviendo el residuo en agua y cristalizando de una mezcla 
de.agua y acetona. Los cristales pueden purificarse m-ás por 
distribución en contracorriente entre 2:5 o-cresol:tetraclo- 
ru.ro de-carbono y agua, sistema en el cual la vitamina 
muestra el coeficiente de distribución característico de
-unos 1.63 (Ow/Os).-

Aunque estudiando la reacción perecería que se ne­
cesita un mol de ion cianuro por rol de sustancia análoga a 
la vitamina ordinariamente preferimos usar un exceso
de ion cianuro para asegurar que sea. completa la conversión. 
Tratando una solución acuosa de sustancias análogas a B 
con un exceso de mi cianuro metálico, Sal como cianuro sódi­
co o cianuro amónico que den por resultado una solución al­
calina, se forma un complejo intermedio de color de púrpura, 
áste complejo de púrpura parece ser la misma sustancia que 
se forra cuando se añade cianuro sódico a una solución acuo­
sa de vitamina B^j. Después de acidificar una solución nue 
contiene este complejo de purpura, la solución vuelve al co­
lor rojo que es característico de la vitamina B^- Sin em­
bargo, en la ausencia de un exceso de un cianuro metálico 
o oe un pli alcalino, esta, acidificación no es necesaria, 
porque no se forma el complejo purpúreo. Guando se utiliza 
cianuro de hidrógeno como fuente del ion cianuro, el comple­
jo purpúreo no se forma ni aún empleando un exceso conside­
rable. -

La vitamina B-^ obtenida por esta, reacción en en 
todos respectos idéntica a l a  obtenida directamente de c a ld o s

- 6 —
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áe fermentación. Lsca identidad se ha establecido por com­
paración de los espectros de adsorción ultravioleta, visi­
ble e infrarrojo, rotación óptica, análisis elementales, 
estructura cristalina, puntos de fusión o descomposición, 
solubilidad de fase, conducta polarográfica y coeficiente 
de distribución, así como por la actividad nicrobiológica y 
clínica.-

Al realisar el procedimiento del presente invento 
materias análogas a la vitamina , en varios periodos de 
recuperación de caldos de fermentación pu den hacerse reac­
cionar con una sustancia que suministre iones cianuro. Asi 
por ejemplo, el caldo de fermentación pueoe tratarse con 
una pequeña cantidad ne un cianuro adecuado, tal como cia­
nuro potásico o sódico; o alternativamente, concentrados de 
los materiales análogos a la vitamina n , solos o en combi 
nación con esta vitamina, pueden tratarse con una sustancia 
que suministre iones cianuro.-

cuando un caldo de fermentación que contiene la 
vitamina y sustancias análogas se trata según el presen 
te invento, se añade al caldo una cantidad de una sustancia 
que da un exceso de iones cianuro para efectuar la conver­
sión de las materias análogas a la vitamina B ^  en esta úl­
tima. La vitamina B ^  se adsorbe luego de este caldo en un 
adsorbente adecuado, tal como tierra de batan, carbón ve­
getal etc. Bsue adsorbido puede usarse con un suplemento 
de B-̂ 2 para fortificar alimentos a&imales, o alternativa­
mente como material de partida para aislar ia vitamina

- 7 -
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p u r a .-

P ero  a l  r e a l i z a r  e l  p ro c e d im ie n to  d e l  p r e s e n te  i n ­

v e n to , e s  p r e f e r i b l e  em plear un co n ce n tra d o  de l a s  m a te r ia s  

a n á lo g a s  a l a  v ita m in a  e s to  am inora e l  volum en

de m a te r ia s  a t r a t a r  y  re d u ce  a l  mínimo l a  d i f i c u l t a d  y  p e ­

l i g r o s  que im p lic a  e l  d e s h a c e rs e  d e l  c ia n u r o  no r e a c c io n a d o . 

También es  p r e f e r i b l e  t r a t a r  con co n ce n tra d o  que co n te n g a  

v ita m in a  B ^  y  m a te r ia s  a n á lo g a s  a e l l a ,  p o rq u e , como se  ha 

in d ic a d o  a r r i b a ,  una de l a s  v e n ta ja s  p r á c t i c a s  d e l  nuevo p ro ­

ce d im ie n to  e s  l a  de e lim in a r  l o s  d i f í c i l e s  y  co m p lica d o s p ro ­

c e d im ie n to s  n e c e s a r io s  p a ra  s e p a r a r  e s t o s  m a t e r i a l e s . -

L a s o lu c ió n  de co n ce n tra d o  s ó l i d o  que c o n tie n e  ma­

t e r i a s  a n á lo g a s  a l a  v ita m in a  B ^  se  t r a t a  con una s u s t a n c ia  

que de un e x ce so  de io n e s  c ia n u ro  de m anera que a se g u re  e l  

in tim o  c o n ta c to  de l o s  r e a c t i v o s ,  y  l a  te rm in a c ió n  de l a  r e a c ­

c ió n .  Uon p r e f e r e n c i a ,  l a  m e z c la  se  a g i t a  a fon do y  se  d e ja  

en re p o so  d u ra n te  b re v e  tie m p o , p o r  e je m p lo , de unos 15  a 45 

m in u to s . Puede em p learse  c u a lq u ie r  s u s t a n c ia  que de un e x ­

c e s o  de io n e s  c ia n u r o , p o r  e je m p lo , á c id o  c i a n h í d r i c o ,  una 

s a l  m e t á lic a  o am ónica d e l  mismo, o m e z c la s  de un c ia n u r o  me­

t á l i c o  y  un á c id o  que form e á c id o  c ia n h íd r id o  i n - s i t u . E l c i a ­

nuro m e t á lic o  em pleado en un m edio n e u tro  o a l c a l i n o  s o lo  n e­

c e s i t a  s e r  uno que de io n e s  c ia n u r o  en l a s  c o n d ic io n e s  de 

r e a c c ió n  em p lead as. L len a n  e s t e  r e q u i s i t o  l o s  c ia n u r o s  a l c a ­

l i n o s  y  lo s  de m e ta le s  a l c a l i n o - t é r r e o s .  hemos d e s c u b ie r t o ,  

p o r e je m p lo , que l o s  c ia n u r o s  de s o d io ,  p o .tá s io , b a r i o ,  c a l c i o  

y  e s t r o n c io  pueden em p learse  e f ic a z m e n t e .-

- 8 -
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Cuando un co n ce n tra d o  s ó l id o  se  t r a t a  con á c id o  

c ia n h íd r ic o  l íq u id o  o g a s e o s o , h ay s u f i c i e n t e  io n iz a c ió n  

d e l  á c id o  p a r a  que l a  r e a c c ió n  s e  r e a l i c e  en a u s e n c ia  de un 

d is o lv e n t e ,  aunque e l  empleo de e s t e  puede s e r  v e n t a jo s o .

S in  em bargo, l a  r e a c c ió n  e n tr e  l a s  m a te r ia s  a n á lo g a s  a l a  

v ita m in a  B^^ y  l a s  s a le s  de á c id o  c i a n h í d r i c o ,  se  r e a l i z a  

con  p r e f e r e n c i a  en p r e s e n c ia  de un d is o lv e n t e  que fa v o r e z c a  

l a  i o n iz a c ió n  de l a  s a l ,  p o r  e jem p lo  a lc o h o le s  de uno a t r e s  

carbon o y  m e z c la s  de d is o lv e n t e s  o r g á n ic o s  y  agua en l o s  

c u a le s  sean  s o lu b le s  l a s  m a te r ia s  a n á lo g a s  a  l a  v ita m in a  

^12  y  la. s u s t a n c ia  que da io n e s  c ia n u r o . En l a  o p e ra c ió n  

en gra n  e s c a l a  l a  r e a c c ió n  se  r e a l i z a  con l a  máxima co n ve­

n ie n c ia  y  econom ía en s o lu c ió n  a l c a l i n a  a c u o s a .-

A l d e c i r  que se  em plea un e x c e so  de io n  c ia n u r o , 

debe e n te n d e rse  que e s t o  s i g n i f i c a  más de l a  c a n t id a d  p o r 

d e b a jo  de l a  c u a l  em pieza a d is m in u ir  e l  re n d im ie n to  de l a  

v ita m in a  p u r a .-  E s ta  c a n t id a d  se  d eterm in a  m ejor expe­

rim en talm en te  p a ra  cad a  m a te r ia l  de p a r t i d a  b r u t o ,  porque 

es e v id e n te  que l a  co m p o sic ió n  de v a r i o s  c a ld o s  y  c o n c e n tra ­

dos puede v a r i a r  c o n s id e ra b le m e n te . También puede o b te n e r­

se  una ap ro xim ació n  a l a  c a n t id a d  de io n  c ia n u r o  r e q u e r id a  

m idiendo l a  d en sid ad  ó p t ic a  de una m u estra  de m a t e r ia l  a  

t r a t a r ,  empleando l a  lu z  de 5 .50 0  jL de lo n g it u d  de onda, 

uno de l o s  p ic o s  c a r a c t e r í s t i c o s  dé a d s o r c ió n  p a ra  l a  v i t a ­

mina p u ra  B ^ .  E l v a lo r  o b te n id o , que r e p r e s e n t a  c o lo r  de­

b id o  a l a  v ita m in a  B-^* cuando e s t á  p r e s e n t e ,  más e l  d eb id o  

a í a s  s u s t a n c ia s  a n á lo g a s  a l a  misma, se  c a l c u l a  como v i t a -

í<r
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mina B ^  p o t e n c i a l ,  P o r cad a  m g ., de v ita m in a  pdcencial 

a s i  c a lc u la d o ,  e s  p r e f e r i b l e  u s a r  aproxim adam ente de 0.6 a 

2 m g ., de io n  c ia n u r o , l o  c u a l  p a r e c e  s e r  e x c e so  c o n s id e r a ­

b l e . - ,

Se com prenderá que hay o rd in a r ia m e n te  muchas impu­

r e z a s  no i d e n t i f i c a d a s  ju n to  co n  l a s  m a te r ia s  a n á lo g a s  a l a  

vitam in a-B ^ 2 * Oomo e s t a s  im p u rezas pueden  tam b ién  r e a c c i o ­

n a r con io n  c ia n u r o , e s  p r e c is o  em plear un e x c e so  s u f i c i e n t e  

d e l io n  p a r a  s a t i s f a c e r  su s  r e q u i s i t o s ,  a s í  como l o  b a s ta n te  

p a ra  a s e g u r a r  l a  c o n v e r s ió n  co m p leta  de l a s  m a te r ia s  a n á lo g a s  

a l a  v ita m in a  B -^ *"

Uuando se r e a l i z a  una r e a c c ió n  en s o lu c ió n  a cu o sa  

empleando un c ia n u ro  m e tá lic o  a pR a l c a l i n o ,  l a  fo rm a ció n  

d e l m encionado co m p lejo  de p ú rp u ra  es  una in d ic a c ió n  v i s u a l  

adecuada de que se  ha añ ad id o  un e x c e s o  de c ia n u r o . E l com-

g,;

p i e j o  pu rp ú reo  que se  form a se c o n v ie r t e  en v ita m in a  B ^  a c i ­

d if ic a n d o  l a  m e zcla  de r e a c c ió n  a un pH de unos 5 o más b a jo .  

P a ra  l a  a c i d i f i c a c i ó n  pueden em p learse  á c id o s  comunes t a l e s  

como e l  c lo r h id r i d o ,  e l  s u l f ú r i c o  y  e l  ac é t i c o . -

Debe e n te n d e rse  que l a  c a n t id a d  de io n  c ia n u ro  a 

e m p lear p a ra  c o n v e r t i r  m a t e r ia le s  a n á lo g o s  a l a  v ita m in a  B ^  

en e s t a  v ita m in a , depende p rim aria m en te  d e l  t ip o  de p ro d u cto  

d ese a d o , uomo l a  a d ic ió n  de io n  c ia n u ro  en c a n t id a d e s  meno­

r e s  qué l a  c a n t id a d  e q u iv a le n t e  so b re  una b a se  m o le c u la r  a 

l a  c a n tid a d  de m a te r ia s  a n á lo g a s  a l a  v ita m in a  p r e s e n te s  

p ro d u ce  una c o n v e r s ió n  p a r c i a l  y  p ro p o rc io n a d a  de d ic h a s  ma­

t e r i a s  en l a  v ita m in a  B -^ ' s e r á  e v id e n te  que c a n t id a d e s  de

i  t i :" ** r
.... i .
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ion cianuro tan bajas como un 10% aproximadamente de la canti­
dad requerida para reaccionar con. todas las materias análogas
a la vitamina ^ 2  P^sentes án un ventajoso aumento
en el contenido en vitamina del producto resultante. Para 
efectuar la conversión completa de dichas materias en dicha 
vitamina, es importante usar por lo menos una cantidad de ión 

 ̂ cianuro equivalente sobre una basa molecular a la cantidad de 
materias análogas a la vitamina presentes. Como antes se
ha indicado, las ventajas del presente invento aplicadas a la 
producción comercial de vitamina B^g beb de dos clases, que in­
cluyen un notable aumento en la'recuperación de vitamina B ^  
de concentrados que la contengan en Asociación con materias 
Análogas ,y' también la eliminación de operaciones
difíciles que de otro modo serían necesarias para separar la 
vitamina de materias análogas a la misma asociadas. Claro 
es que la última de estas ventajas solo puede conseguirse ple­
namente si la cantidad de ion cianuro empleada en la reacción 
es bastante para reaccionar con todas las materias análogas a 
la vitamina &i2 que están presentes. En la practica real, la 
cantidad precisa de dichas materias presentes en una mezcla 
solo puede determinarse por procedimientos complicados y len­
cos, y por tanto la forma preferida de realizar la reacción 
sobre una base de producción es emplear un exceso definido de 
ion'cianuro para asegurar que se conviertan en. vitamina B^g 
"todas sus materias análogas.-

Terminada la reacción, se separa el" cianuro no reac­
cionado por evaporación parcial a un pH ácido. La evaporación

11 -
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puede r e a l i z a r s e  a  te m p e ra tu ra  ta n  a l t a  como 50-602 0 . ,  y  

con  p r e f e r e n c i a  a p r e s ió n  r e d u c id a . La e v a p o ra c ió n  c o n t i ­

nua h a s ta  que se  h a  sep a ra d o  v ir tu a lm e n te  to d o  e l  e x c e so  de 

C ian u ro  de h id ró g e n o . Cuando un co n ce n tra d o  s ó l i d o  se  hace 

r e a c c io n a r  con  c ia n u ro  de h id ró g e n o  l í q u id o  o g a s e o s o , e l  

c ia n u ro  r e a c c io n a d o  puede s e p a r a r s e  p o r  e v a p o ra c ió n  a l  v a c io  

o a l a  p r e s ió n  a t m o s f é r ic a .  P or o t r a  p a r t e ,  cuando se h a ce  

r e a c c io n a r  una s o lu c ió n  con  c ia n u r o , e s  a v e c e s  a c o n s e ja b le  

em plear una c o r r ie n t e  de n itr ó g e n o  o a i r e  p a ra  a c e le r a r  l a  

s e p a r a c ió n  d e l c ia n u r o  no r e a c c io n a d o .-

D espués de t r a t a r  con c ia n u r o , a c i d i f i c a r  (cuando 

s e a  n e c e s a r io )  y  s e p a r a r  e l  c ia n u ro  no r e a c c io n a d o  como c i a ­

nuro de h id ró g e n o , l a  m e zcla  de r e a c c ió n  se  s ig u e  tr a ta n d o  

p a ra  o b te n e r  de e l l a  v ita m in a  B ^  p u r a . Se co n ocen  v a r i o s  

p ro c e d im ie n to s  p a ra  t r a t a r  m e z c la s  que c o n tie n e n  v ita m in a  

J&12 y  o b te n e r e s t a  p u ra , y  e l  p r e s e n te  in v e n to  no se  l i m i t a  

e l  uso de un p ro c e d im ie n to  p a r t i c u l a r  de o b te n c ió n . Uno de 

e s t o s  p ro c e d im ie n to s  que puede em p learse  de m anera p r á c t i c a  

p a ra  r e c u p e r a r  v ita m in a  B ^  comprende s a t u r a r  una s o lu c ió n  

de l a  misma con una s a l  in o r g á n ic a  ( e n t r e  o t r a s  s u l f a t o  

am ónico, c lo r u r o  s ó d ic o ,  s u l f a t o  s ó d ic o  y s u l f a t o  a lu m ín ic o )  

y  e x t r a e r  l a  s o lu c ió n  s a tu r a d a  con a lc o h o l  B e n c í l i c o ,  s e c a r  

e l  e x t r a c t o  de e s t e ,  p o r  e je m p lo , c a le n tá n d o lo  en e l  v a c ío  

a unos 75-302 O .,  y  a ñ a d ir, é t e r  a l a  s o lu c ió n  s e c a  de a lc q -  

h o l b e n c í l i c o  p a r a  e f e c t u a r  l a  p r e c i p i t a c i ó n  de v ita m in a  

b r u t a .  Luego e l  p r e c ip i t a d o  se  d is u e lv e  en agua sa tu ra d a  

con a lc o h o l  b e n c í l i c o  y que co n te n g a  como un 2-3% de á c id o

12

-"á 12 -

g ,
9 Sf.'¡



10

15

20

25

195333

a c é t i c o  g l a c i a l .  E s ta  s o lu c ió n  y  aproxim adam ente un volum en 

e q u iv a le n t e  de agu a s a tu r a d a  de a lc o h o l  b e n c í l i c o  se  c o lo ­

can  en r e c i p i e n t e s  ad ecu ad os y  se  e x tr a e n  su ce siv a m e n te  con 

p o r c io n e s  aproxim adam ente e q u iv a le n t e s  de a lc o h o l  b e n c í l i c o  

s a tu ra d o  de agu a. E s ta s  e x t r a c c io n e s ,  pueden h a c e r s e  con­

tin u am en te  o e x tra y e n d o  su ce siv a m e n te  l a s  dos s o lu c io n e s  

prim eram ente m encionadas con  de 6 a 8 p o r c io n e s  de a lc o h o l  

b e n c í l i c o  sa tu ra d o  de a g u a . Los e x t r a c t o s  de a lc o h o l b en ­

c í l i c o  com binados se  secan  lu e g o  y  se  t r a t a n  con é t e r  p a ra  

p r e c i p i t a r  v ita m in a  E ^  p u r i f i c a d a .  -Este p r e c ip i t a d o  puede 

d is o lv e r s e  en agua y  c r i s t a l i z a r s e  p a ra  o b te n e r  v ita m in a  B ^  

de $5% aproxim adam ente de p u r e z a , que es  l a  p r e f e r i d a  p a ra  

e l  uso c l í n i c o .  Puede e f e c t u a r s e  u l t e r i o r  p u r i f i c a c i ó n  r e ­

c r i s t a l i z a n d o  de a g u a .-

S i  e l  p r e c ip i t a d o  o b te n id o  d esp u és de l a  e x t r a c ­

c ió n  con a lc o h o l  b e n c í l i c o  no f u e r a  l o  b a s t a n te  puro p a r a  

d ar v ita m in a  E de 95% o más de p u r e z a  a l  c r i s t a l i z a r ,  e l  

p r e c ip i t a d o  puede p u r i f i c a r s e  más d is o lv ie n d o  en m e ta n o l, 

a d so rb ien d o  l a  v ita m in a  E ^  de l a  s o lu c ió n  en una colum na 

de alúm in a a c t iv a d a ,  y  d e s a r r o lla n d o  y  la v a n d o  l a  colum na 

con m e ta n o l. E l r i c o  e f lu e n t e ,  a l  t r a t a r l o  con e t e r ,  da un 

nuevo p r e c ip i t a d o  de v ita m in a  E i2  p u r i f i c a d a .  A l t e r n a t i v a ­

m en te, l a  u l t e r i o r  p u r i f i c a c i ó n  puede h a c e r s e  r e p it ie n d o  e l  

p ro c e d im ie n to  de e x t r a c c ió n  con a lc o h o l  b e n c í l i c o .  Debe en­

te n d e r s e  a  e s t e  r e s p e c t o  que l o s  r e s id u o s  acu o so s  de l a  ex­

t r a c c i ó n  con  a lc o h o l  b e n c í l i c o  y  l a s  f r a c c io n e s  de la v a d o  

b a ja s  en v ita m in a  E ^  c o n te n id a s  en l a  o p e ra c ió n  de p u r i f i —

- 13 -
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c a c ió n  c r o m a to g r á fic a  pueden t r a t a r s e  de nuevo con io n  c i a ­

nuro como a q u í se  d e s c r ib e  y  so m eterse  a nuevo p ro c e d im ie n to  

p a ra  p r o d u c ir  c a n t id a d e s  a d ic io n a l.e s  de v ita m in a  B ^ . -

La e x t r a c c ió n  con agua y  a lc o h o l  b e n c í l i c o  en con­

t r a c o r r i e n t e  a r r ib a  d e s c r i t a  se  d e s c r ib e  más d e ta lla d a m e n te  

y  se  r e i v i n d i c a  en l a  s o l i c i t u d  p e n d ie n te  con e s t a  de R ri& k 

y - w ío lf , n° de s e r i e  , p r e s e n ta d a  e l

( c a s o  n2 2 7 8 2 ). P a ra  com probar l a  ca .n tid ad  de v i t a ­

mina p r e s e n te  en v a r i o s  c o n c e n tra d o s  in te r m e d io s  y  d e t e r ­

m inar l a  misma a n te s  y d esp u és d e l tr a ta m ie n to  con c ia n u r o , 

e s  n e c e s a r io  d isp o n e r  de un p ro c e d im ie n to  de e n sa y o . Hemos 

d e s c u b ie r to  que e s  v e n ta jo s o  em plear una m o d if ic a c ió n  de l a  

e x t r a c c ió n  con agua y  a lc o h o l  b e n c í l i c o  en c o n t r a c o r r ie n t e  * 

como p ro c e d im ie n to  de e n sa y o . E s te  se  b asa  en un c o e f i c i e n ­

t e  de d is t r i b u c ió n  d eterm in ado exp erim en talm en te  p a r a  l a  v i ­

tam in a  de 1 .2  p a ra  e l  s is te m a  a g u a ía lc o h o l b e n c í l i c o . -  

A l r e a l i z a r  e l  p ro c e d im ie n to  de e n sa y o , m a t e r ia l  

de c o n te n id o  d e sco n o cid o  en v ita m in a  se som ete a una 

d i s t r i b u c ió n  en c o n t r a c o r r ie n t e  de ocho p la c a s  e n tr e  p o r c io ­

n es de i g u a l  volum en de agua y  a lc o h o l  b e n c í l i c o .  Se ha 

d e s c u b ie r to  que l a s  s u s t a n c ia s  a n á lo g a s  a l a  v ita m in a  R ^  y 

o t r a s  i n t e r f e r e n t e s  t ie n e n  c o e f i c i e n t e s  de d i s t r i b u c i ó n  mu­

cho más a l t o s ,  y  se h a l la r á n  en l a s  t r e s  p r im e ra s  p la c a s  de 

l a  d i s t r i b u c i ó n .  A d ic io n a lm e n te , se  e n cu en tra n  p r e s e n te s  

en a lg u n o s  c a s o s  s u s t a n c ia s  de c o e f i c i e n t e  de d is t r i b u c ió n  

más b a jo s ,  que se h a l la r á n  en l a s  t r e s  ú lt im a s  p la c a s  de l a  

d i s t r i b u c i ó n .  La c u rv a  de d i s t r i b u c ió n  de l a  v itam in a ,

-  14 -



en l a  p la c a  cu a írta . L a  d e n sid a d  o p r ic a  

d e l  c o n te n id o  de l a  c u a r t a  (o  q u in ta )  p la c a  se  m ide a 5 .5 o o  

í ,  y  e l  v a lo r  o b te n id o  r e p r e s e n t a  c o lo r  d eb id o  a  l a  v ita m in a  

t*12* P or com paración  con l a  d en sid a d  ó p t ic a  de v ita m in a  o 

p u ra  * 63) puede c a l c u l a r s e  e l  c o n te n id o  en v ita m in a

áe l a  p l a c a .  L a p la c a  C Ú arta  c o n tie n e  2 9 . 1% (2 4 . 2% en 

l a  q u in ta  p la c a d  de l a  t o t a l  v ita m in a  p r e s e n te  en e l  ma­

t e r i a l  d e s c o n o c id o . De e s t a  m anera se  puede c a l c u l a r  l a  can ­

t id a d  t o t a l  de v ita m in a  p r e s e n te *  E s te  p ro c e d im ie n to  de 

en sayo  o rd in a ria m e n te  da un v a lo r  a b s o lu to  p a r a  l a  v ita m in a  

*°12 c ia n d o  e l  m a t e r ia l  d e sco n o cid o  es  a l t o  en d ic h a  v ita m in a , 

e s t o  e s ,  s u p e r io r  a un 75% aproxim adam ente, según l a  n a tu r a ­

l e z a  de l a s  im p u re za s . A l d is m in u ir  l a  p u r e z a , e l  p r o c e d i­

m iento e s  menos seg u ro  p a ra  d e te rm in a r  v a lo r e s  a b s o lu t o s ,  d e­

b id o  a l a s  im p u rezas i n t e r f e r e n t e s  a d i c i o n a le s ;  e l  p r o c e d i­

m iento de en sayo e n to n c e s  i n d i c a  l a  c a n t id a d  máxima de v i t a ­

m ina p r e s e n t e .  M a te r ia s  b r u t a s  muy b a ja s  en d ic h a  v i t a ­

mina yq ue co n te n g a  c o lo r  i n t e r f e r e n t e  puede so m eterse  a d is ­

t r ib u c ió n  en c o n t r a c o r r ie n t e  con  s u b s ig u ie n t e  en sayo  de LLD 

l a  c u a r ta ( o  q u in ta )  p l a c a ,  en v e z  de m e d ic ió n  de c o l o r ,  y  

l a  c a n tid a d  máxima de v ita m in a  B ^  p r e s e n te  s e  c a l c u l a  lu e g o  

a b a se  de 1 1 .$ 00 .000  de u n id a d e s  LLD p o r  m g ., de v ita m in a  

E l s ig u ie n t e  e s  un método de r e a l i z a r  e l  p ro c e d im ie n to  de en­

sayo  a n t e r io r :

A ca d a  uno de ocho tu b o s  c e n t r í f u g o s  de 15 m i . ,  se  

añaden 5 m i. de agua s a tu r a d a  de a lc o h o l  b e n c í l i c o .  A l p r i ­

mer tu b o  se l e  añade m a t e r ia l  s ó l id o  a e n sa y a r  en c a n t id a d
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c a lc u la d a  p a r a  que co n te n g a  como 1 - 1 0  mg de v ita m in a  B ^ . -  

Luego se  añaden a l  p rim e r tu b o  $ mi de a lc o h o l  b e n c í l i c o  s a tu -  

rad o  de agu a, se a g i t a  e l  tu b o  y  l a s  f a s e s  se  sep a ra n  p o r cen ­

t r i f u g a c i ó n .  La f a s e  más b a ja  ( a lc o h o l  b e n c í l i c o )  se  t r a n s -  

 ̂ f i e r e  a l  segundo tu b o , donde e l  p ro c e d im ie n to  se  r e p i t e .  E l 

p ro c e d im ie n to  se c o n tin u a  en cad a  tu b o  s u c e s iv o  h a s ta  que l a  

f a s e  de a lc o h o l  b e n c í l i c o  e s t á  en e q u i l i b r i o  con  e l  agua d e l  

o c ta v o  tu b o . Una segunda p o r c ió n  de 5 mi de a lc o h o l  b e n c í­

l i c o  sa tu ra d o  de agua se  h ace p a s a r  lu e g o  p o r  cad a  tu b o  s u c e ­

do sivam en te  de ig u a l  m anera, h a s t a  que e s t á  en e q u i l i b r i o  con  

! e l  agua d e l tu b o  sé p tim o . E s te  p ro c e d im ie n to  se  c o n tin ú a

con  s e i s  p o r c io n e s  más de a lc o h ñ l b e n c í l i c o ,  d esp u és de lo  

c u a l lo s  ocho tu b o s  c o n tie n e n  dos f a s e s  en e q u l i b r i o .  A l 

c o n te n id o  d e l  c u a r to  (o  q u in to )  tu b o  se  añaden 10  mi de c l o r o -  

form o, p a ra  t r a n s f e r i r  l a  v ita m in a  B-̂ 2 a l a  ca p a  de a g u a . La 

d en sid a d  ó p t ic a  de l a  cap a  de agua se  d e te rm in a  lu e g o  a 5 .50 0  

A. en una c e ld a  de 1  cm. La c a n t id a d  t o t a l  de v ita m in a  Bp2 

p r e s e n te  se  c a l c u l a  lu e g o  p a r t ie n d o  de e s t e  v a lo r  como se ha 

d e s c r i t o  a r r i b a . -

20 Los s ig u i e n t e s  e je m p lo s  m u estran  v a r i o s  p ro c e d im ie n ­

t o s  p a r a  t r a t a r  m a t e r ia í  s im i la r e s  a l a  v ita m in a  B-^ con- ió n  

c ia n u ro  p a r a  c o n v e r t i r l a s  en e l l a ,  a s í  como in d ic a n  e l  mayor 

re n d im ie n to  de v ita m in a  B ^  o b te n id o  a l  som eter a r e a c c ió n  

con ió n  c ia n u ro  m e z c la s  que c o n tie n e n  v ita m in a  Bqg Y m a te r ia s  

2$ a n a lo g a s  a e l l a .  P aro  debe e n te n d e rse  que e s t o s  e jem p lo s  se  

dan con  c a r á c t e r  i l u s t r a t i v o  y  no l i m i t a t i v o . -

- 1 6 -
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P r e p a r a c ió n  p r e lim in a r  de co n ce n tra d o  de v ita m in a  B^? . -

Unos 10.000 l i t r o s  de c a ld o  de fe r m e n ta c ió n  o b te n id o  

de l a  e la b o r a c ió n  de una r a z a  de S .  g r i s e u s ,  y  que da en e l  

c¡ en sayo 4 .63 0  u n id a d e s  p o r  mi de a c t iv i d a d  LLD se  a c i d i f i c a r o n  

a  pH 2 .5  con á c id o  f o s f ó r i c o ,  se  so m e tie ro n  a f i l t r a c i ó n  de 

c l a r i f i c a c i ó n  p r e lim in a r  con t i e r r a  de d ia to m á c e a s , se n eu - 

t r a l i z a r ó n  a pR 7-8  con h id r ó x id o  s ó d ic o  y  se  f i l t r a r o n  de 

nuevo con t i e r r a  de d ia to m á c e a s . Luego e l  f i l t r a d o  se  t r a t ó  

10  con unos 44 k g  de carb ó n  v e g e t a l  a c t iv a d o  p a ra  a d s o rb e r  f a c ­

t o r e s  a c t i v o s .  D espués d e .s e p a r a r  p o r f i l t r a c i ó n ,  e l  carb ón  

v e g e t a l  se a g i t ó  con unos 200 l i t r o s  de n -b u ta n o l d u ran te  13 

m in u to s . Se a ñ a d ie ro n  a l a  m e z c la  unos 150  l i t r o s  de agua 

y  1 2 ,3  kg de ayuda de f i l t r o  y  l a  m e z c la  se  a g i t ó  43 m in u to s. 

E s te  la v a d o  de agua y  n -b u ta n o l se  d e s c r ib e  más d e ta lla d a m e n ­

t e  y se  r e i v i n d i c a  en una s o l i c i t u d  p e n d ie n te  con e s t a  de 

R r ig g s ,  D en k ew alter y  Hughey, de s e r i e  , p re se n ta d a

(c a s o  Ro 2 .7 8 3 ) . -

E l s ' l i d o  se  sep a ró  p o r  f i l t r a c i ó n  en una c e s t a  ce n - 

20 t r í f u g a  y  lu e g o  se la v ó  v a r i a s  v e c e s  en l a  c e n t r í f u g a  con un 

t o t a l  de unos 180 l i t r o s  de agua que p re v ia m e n te  se h ab ían  

sa tu ra d o  de b u t a n o l.  E l f i l t r a d o  y  l o s  la v a d o s  se  com bina­

ro n  y  se se p a ra ro n  l a s  ca p a s  de b u ta n o l y  agu a. La cap a  de 

agu a, que c o n te n ía  p r á c t ic a m e n te  to d o  e l  m a t e r ia l  a c t iv o  LLD 

25 se  f i l t r ó  p a ra  s e p a r a r  l a s  p a r t í c u l a s  f i n a s  de c a r b ó n .-

A unos 220 l i t r o s  de cap a de agua f i l t r a d a  o b te n i-

-  17 -
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dos se  a ñ a d ie ro n  unos 60 l i t r o s  de a lc o h o l  b e n c í l i c o  y  2 1 2 ,5  

kg de s u l f a t o  am ónico.; La m e z c la  se a g i t ó  15 m in utos y  lu e ­

go se  d e jó  en re p o so  d u ra n te  una h o r a . La c a p a  de agua se  

se p a ró  y  se v o l v i ó  a e x t r a e r  con  unos 38 l i t r o s  de a lc o h o l 

$ b e n c í l i c o .  L os e x t r a c t o s  de a lc o h o l  b e n c í l i c o  se  com binaron 

y se c a ro n  so b re  s u l f a t o  s ó d ic o  a n h id r o . E l volum en de l o s  

e x t r a c t o s  s e c o s  e r a  de unos 125 l i t r o s  ( e l  aumento de volum en 

áe d e b ía  a l a  p r e s e n c ia  de b u t a n o l . -

L a s o lu c ió n  de a lc o h o l  b e n c í l i c o  se  c r o m a to g r a fió  

10  lu e g o  en 20 kg de a lú m in a a c t iv a d a .  Cuando se  hubo su m in is­

tr a d o  to d a  l a  s o lu c ió n  a l a  colum na, é s t a  se  la v ó  con una mez­

c l a  de 1 :2  de m etan ol y  a c e to n a  h a s ta  que e l  f lu e n t e  e r a  c l a ­

r o  como a g u a . Luego l a  colum na se  d e s a r r o l ló  con  m e ta n o l, 

re c o g ie n d o  to d o  e l  e f lu e n t e  que c o n te n ía  c o lo r a c ió n  r o j a  como 

1^ f r a c c i ó n  r i c a .  Se o b tu v ie r o n  de e s t a  52 l i t r o s . -

E l  e f lu e n t e  r i c o  sé  c o n c e n tró  en e l  v a c ío  a menos 

de 353 0 . ,  h a s ta  unos 2 l i t r o s  y  p r e c i p i t ó  p o r  l a  a d ic ió n  de 

un volum en de a c e to n a  y  c u a tr o  volúm enes de é t e r . -

E1 p r e c ip i t a d o  se  e x t r a j o  a p o r c io n e s  con  m etan ol 

20 h a s ta  que quedó un r e s id u o  b la n c o . La d e n sid a d  ó p t ic a  de l a  

s o lu c ió n  de m e ta n o l, m edida a  5*500 A, in d ic ó  un máximo de 

416  mg de v ita m in a  y  m a te r ia s  a n á lo g a s .  Una p a r t e  a l í ­

c u o ta  de l a  s o lu c ió n  de m etan ol se  t r a t ó  con é t e r  p a ra  e f e c ­

t u a r  l a  p r e c i p i t a c i ó n  y  e l  p r e c ip i t a d o  se  so m etió  a d i s t r i b u -  

2$ c ió n  en c o n t r a c o r r ie n t e  de ocho tu b o s en e l  s is te m a  a lc o h o l  

b e n c í l i c o - a g u a .  La c a n tid a d  máxima de v ita m in a  p r e s e n ­

t e ,  d eterm in ad a  p o r  e l  en sayo en c o n t r a c o r r ie n t e ,  fu á  de

- 18 -
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187 m g.-

O o n versió n  con c ia n u r o  de m a te r ia s  a n á lo g a s  a l a  v ita m in a  B-̂ -̂ -r-

E1 r e s t o  de l a  s o íu c ió n  se  d i v i d i ó  en dos p a r t e s  y  

una m itad  se t r a t ó  con  é t e r  pana p r e c i p i t a r l a .  E l p r e c i p i -  

 ̂ ta d o  se  d i s o l v i ó  en unos 100 mi de a g u a . Se a ñ a d ie ro n  8 mi 

de una s o lu c ió n  a cu o sa  de c ia n u ro  p o t á s ic o  a l  1%, a g ita n d o , 

y  l a  s o lu c ió n  se  d e jó  en re p o so  unos 15 m in u to s . La s o lu c ió n  

se  t r a t ó  lu e g o  con á c id o  c l o r h í d r i c o  a un pH aproxim ado de 4 . 

Se a ñ a d ie ro n  70 g de s u l f a t o  am ónico y  l a  m e z c la  se  e x t r a jo  

pO con p o r c io n e s  de 20 m i, 10  mi y  10 mi de a lc o h o l  b e n c í l i c o .

Los e x t r a c t o s  de é s t e  se se c a ro n  c a le n ta n d o  a  75-803 C . ,  en 

e l  v a c í o ,  y  l a  s o lu c ió n  r e s u l t a n t e  se f i l t r ó  y  t r a t ó  con é t e r  

p a ra  p r e c i p i t a r l a . -

E l p r e c ip i t a d o  se  d i s o l v i ó  en 20  mi de agua p r e v ia -  

mente s a tu r a d a  de a lc o h o l  b e n c í l i c o  y  a l a  c u a l  se  h a b ía n  

añadido 0 .5  mi de á c id o  a c é t i c o  g l a c i a l .  La s o lu c ió n  se  

puso en un tu b o  c e n t r i f u g o  de 40  m i. A un segundo tu b o  ce n ­

t r i f u g o  de 40 mi se  a ñ a d ie ro n  20 mi de agua s a tu r a d a  de a lc o ­

h o l b e n c í l i c o .  Luego se  h i c i e r o n  p a s a r  p o r l o s  dos tu b o s  

20 en c o n t r a c o r r ie n t e  s i e t e  p o r c io n e s  de 20 mi de a lc o h o l  b e n c í­

l i c o  sa tu ra d o  de a g u a , em pleándose cad a  p o r c ió n  de a lc o h o l  

b e n c í l i c o  p a r a  e x t r a e r  p rim ero  e l  tu b o  -N2 1  y  lu e g o  e l  tu b o  

N2 2 . Luego l a s  s o lu c io n e s  de a lc o h o l  b e n c í l i c o  se  com bina­

r o n , se  se c a ro n  c a le n ta n d o  en e l  v a c ío  y  se  t r a t a r o n  con é t e r  

2$ p a ra  p r e c i p i t a r l a s .  (S e  o b s e r v a r á  que e s t e  p ro c e d im ie n to  de 

e x t r a c c ió n  en c o n t r a c o r r ie n t e  e s  e q u iv a le n t e  a l a  d i s t r i b u ­

c ió n  en c o n t r a c o r r ie n t e  p a r a  s e p a r a r  l a  v ita m in a  Bp2 de c u a l -

-  19 -
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q u ie r a  m a te r ia s  a n á lo g a s  r e s i d u a l e s .  No es n e c e s a r io  m ante­

n e r se p a ra d o s  l o s  ú lt im o s  tu b o s  de l a  d is t r i b u c ió n  en c o n tr a ­

c o r r i e n t e ,  p orq u e en e s t e  punto to d o s  c o n tie n e n  v ita m in a s  B-^ 

e se n c ia lm e n te  p u r a ) . -  

 ̂ E l p r e c ip i t a d o  o b te n id o  se  d i s o l v i ó  en 1 . 1  mi de

agua y  se  d e jó  c r i s t a l i z a r .  L os c r i s t a l e s  se  s e p a ra ro n  p o r 

c e n t r i f u g a c ió n  y  se  r e c r i s t a l i z a r o n  d is o lv ié n d o lo s  en 10  mi 

de agu a, añadiend o a c e to n a  (u n os 120 ¡mi) h a s ta  l a  tu r b ie d a d  

y  d ejan d o  en re p o so  l a  s o lu c ió n .  E l p eso  de l o s  c r i s t a l e s

10 o b te n id o s  fu e  12 ?  mg ( s e c o s  a 1003 0 en e l  v a c ío )  y  m ostró

una p u re z a  de 95% en e l  en sayo de d is t r i b u c ió n  en c o n tr a c o ­

r r i e n t e .  La id e n t id a d  de e s t o s  c r i s t a l e s  con  l a  v ita m in a

^12 a u t e n t ic a  se  comprobó p o r co m paración  de l a s  p ro p ie d a d e s  

f í s i c a s  y q u ím ic a s .-  Los r e s u lt a d o s  se  ven  en e l  s ig u ie n t e  

15  cu a d ro :

i Com paración d e l  p ro d u cto  d e l  p ro c e d im ie n to  de c ia n u ro  con  v ita m in a

**12 a u t e n t i c a . -

t P ro d u cto  d e l  !

!
!.== 
i 
! 
i

i

. i
t
!
t
!

C o e f ic ie n t e  d i s t r i b u c i ó n ,  

Agua/ a lc o h o l  

b e n c í l i c o

E s p e c tro  de a b s o r c ió n , 

A b so rc ió n  i n f r a r r o j a  

In d ic e  de r e f r a c c i ó n :

Y

i p ro c e d im ie n to  ! V ita m in a  
! d e l c i a n u r o .-  ! ^

1 !
! 1 . 2  ! 1 .2

 ̂ ! !
n a x . (A) ! 2780 , 3615,5500  ! 2780 , 3610,5500

! !
! Ambos m a t e r ia lé s  co tre sp o n d e n  
! en d e t a l l e
i !
i 1 .618  + 0.002 ! 1 .616  + 0.002.
! !
i 1 .6 5 0  + 0.002 ! 1 .6 5 2  + 0.002! -  , -

! 1 .668  + 0 .002  ! 1 .6 6 4  + 0 .002
! !

t
¡

t

4
!
!
¡
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!, Com paración d e l p ro d u cto  d e l  p ro c e d im ie n to  de c ia n u r o  con v ita m in a !

! .Bi- a u t é n t i c a . -  !
i 12 !
!---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
! ! 
i 
!
i !! 
i ! R e a cc ió n  ó p t ic a  

Com paración de s o lu b i l id a d

t
I
!

! !
P ro d u cto  d e l  ! !
p ro c e d im ie n to  ! . V ita m in a  R-.  ̂ !

a%=¡ f.iaymT'rs ! <de c ia n u ro  

-612 + 9
!

-592 + 9
!
!

" ; !
La d e te rm in a c ió n  de l a  s o lu b i -  !;
l i d a d  a b s o lu t a  en s o lu c ió n  acuo!t

!s a  a s í  como l a  s o lu b i l id a d

m ix ta  en una s o lu c ió n  s a tu ra d a  !!
de v ita m in a  ^ 2  a u t é n t ic a  i n d i - !  

ca ró n  que ambos m a t e r ia le s  eran !

i d é n t i c o s . -

! statz: = =!S!::¡ : — =* =33 3.^ 3

;

!

20

25

La s o lu c ió n  a cu o sa  r e s t a n t e  de l a  d i s t r i b u c i ó n  en 

c o n t r a c o r r ie n t e  m o d ific a d a  que a r r i b a - s e  d e s c r ib e  se  v o l v ió  

a t r a t a r  con c ia n u ro  p o t á s ic o  a c u o s o . La s o lu c ió n  se a c i d i ­

f i c ó  de nuevo y  lu e g o  se e x t r a jo  con s o lu c ió n  de 2 : 1  de t e t r a  

c lo r u r o  de carb on o y  c r e s o l  (se g ú n  s e  d e s c r ib e  y  r e i v i n d i c a  

en una s o l i c i t u d  p e n d ie n te  con e s t a  de D e n k e w a lte r , M alcolm son, 

y Hughey, n2 de s e r i e  , p r e s e n ta d a  e l

(c a s o  n2 2779), y  l o s  e x t r a c t o s  se t r a t a r o n  con 

e t e r  p a r a  p r e c i p i t a r l o s .  E l p r e c ip i t a d o  se d i s o l v i ó  en una 

pequeña c a n t id a d  de m etan ol y  se  t r a t ó  de nuevo con  e t e r  p a ra  

e f e c t u a r  l a  p r e c i p i t a c i ó n .  E l p r e c ip i t a d o  se d i s o l v i ó  lu e g o

- 21 -
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en O .13 mi., de agua y se dejó cristalizar. Los cristales se 
recristalizaron en una mezcla de agua y acetona. El peso de 
los cristales obtenidos fuá 47 m̂ g., (secos a 1005 C., en el 
vacio). Se comprobó que los cristales eran vitamina pura 
al 73% en el ensayo de distribución en contracorriente.-

Así se obtuvo el equivalente de 153*3 mg., de vita­
mina B^2 puré de unos 5*000 litros de caldo de fermentación, 
empleando el nuevo procedimiento.-

La segunda miCad de la enlucí óh metanólica primitiva 
se vio que daba unos $0 mg., de vitamina B^g después de trata­
da virtualmente de igual modo que la primera mitad, salvo que 
se omitió el cianuro, indicando que el tratamiento de cianuro 
dió por resultado un aumento del triple en la cantidad de vi­
tamina B-̂ 2 aislada.-

Ouando el procedimiento anterior se repite usando 
cianuro amónico, bórico y cálcico en vez del potásico, los re­
sultados en cada caso muestran aproximadamente un aumento 
triple en la cantidad de vitamina recuperada, debido al 
tratamiento de cianuro.-

E J E _ M P _ L _ 0 _ I I ^ -

Un concentrado intermedio obtenido de la propaga­
ción de S. sriseus que contenía vitamina y sustancias 
análogas a la misma, se purificó por distribución en contra- 

25: - corriente entre agua y alcohol bencílico, empleando dos tubos
de agua y haciendo pasar por cada uno de ellos en sucesión, 
en total de siete porciones de alcohol.bencílico, del modo



d e s c r i t o  en e l  e jem p lo  H -  E l co n ce n tra d o  no se  h a b ía  t r a ­

tad o p re v ia m e n te , con  c ia n u r o .  Luego e l  m a t e r ia l  p u r i f ic a d o  

en lo s  e x t r a c t o s  de a lc o h o l  b e n c í l i c o  se  t r a t ó  de nuevo p a ra  

o b te n e r  v ita m in a  B-^ p u r a . L as ca p a s  de ag u a , que c o n te n ía n  

m a te r ia s  a n á lo g a  a l a  v ita m in a  B-¡_2' pequeña c a n t id a d  de 

e s t a  e im p u rezas d e sc o n o c id a s  se  com binaron y  t r a t a r o n  con 

é t e r ,  y  se  form ó un p r e c ip i t a d o  am orfo que se se p a ró  y  s e c ó . 

Operando según l o s  m étodos a n t e r io r e s ,  e s t e  p r e c ip i t a d o  s e  

v o l v i ó  a e la b o r a r  norm alm ente con o t r a s  f r a c c io n e s  agen as 

p a ra  o f r e c e r  una pequeña r e c u p e r a c ió n  a d ic io n a l  de v ita m in a

d esp u és de muchas o p e r a c io n e s  de p u r i f i c a c i ó n .  S in  embar­

g o , h a b ía  aún c o n s id e r a b le  p é r d id a  de l a s  s u s t a n c ia s  a c t iv a s  

p r e s e n t e s . -

Una p o r c ió n  d e l  p r e c ip i t a d o  am orfo se  t r a t ó  p a ra  

f i n e s  co m p a ra tiv o s  y  v a r i a s  p a r t e s  se  t r a t a r o n  con c ia n u r o  

como s ig u e :

a ) Una p o r c ió n  d e l  p r e c ip i t a d o  se d i s o l v i ó  en agua 

y  se  a n a l iz ó  e s p e c t r o g r á f ic a m e n t e . .  Se o b se rv a ro n  t i p o s  de 

a b s o r c ió n  a 3 .61 0  & y  5 .8 0 0  A. La s o lu c ió n  se  so m etió  lu e g o  

a d i s t r i b u c ió n  en c o n t r a c o r r ie n t e  e n tr e  agua y  a lc o h o l  ben­

c í l i c o  en l a  form a d e s c r i t a  en e l  p ro c e d im ie n to  de e n sa y o .

Las m e d ic io n e s  de d en sid a d  ó p t ic a ,  en e l  q u in to  tu b o  de l a  

d is t r i b u c ió n  en c o n t r a c o r r ie n t e . in d ic a r o n  que ún máximo de 

51% d e l  t o t a l  de v ita m in a  y  s u s t a n c ia s  a n á lo g a s  p r e s e n te s  

e r a  re a lm e n te  v ita m in a  Bq2' re p re se n ta n d o  0 .1 1 2  m g ., de v i t a ­

m ina p o r  m g., de s ó l id o  o r i g i n a r i o . -

b ) 1 0 .5  m g ., d e l  p r e c ip i t a d o  am orfo se d is o lv i e r o n
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en 3 mi., de agua y se añadieron 0.2 mi., de cianuro de hi­
drógeno liquido. La solución se dejó en reposo corto tiem­
po y luego se calentó a 50-60° O., para separar el exceso 
de cianuro de hidróge¿o. Los análisis espectrográficos de 
la solución resultante mostraron picos de adsorción a 3.610 
Á, 5.200 A y 5 .5OO &, indicando un cambio hacia el espectro 
de la vitamina ^  solución se sometió a distribución
en contracorriente entre agua y alcohol bencílico. La medi­
ción de la densidad óptica de la solución en el quinto tubo 
mostró que el 80.3% del total de vitamina B^g y sustancias 
análogas presentes era vitamina B^, representando 0.220 mg., 
de vitamina B^g por mg., de material de partida^ o sea un 
aumento de 96%.-

c) 9,6 mg., del precipitado amorfo se disolvie­
ron en 2 mi., de metanol y se añadieron 0.2 mi., de cianuro 
de hidrógeno anhidro liquido. La solución se dejó 15 minu­
tos en reposo en un baño de hielo y luego se calentó a se­
quedad a 5&-603 <j.y Bl residuo se disolvió en agua y los 
análisis espectrográficos mostraron picos de adsorción a 
3.610 &, 5.200 Á y 5.500 Á, indicando un cambio hacia el 
espectro de la vitamina B^.-

La solución acuosa se sometió a distribución en 
contracorriente entre agua y alcohol bencílico. La medición 
de la densidad óptica del material en el quinto tubo mostró 
que el 81% del total de vitamina B ,, y sustancias análogas 
era dicha vitamina, representando 0.219 mg., de vitamina 
^12 Por "*3*' material de partida, o sea un aumento de 95.5%
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R a ta s  p a r t e s  a d i c i o n a le s  d e l  p r e c ip i t a d o  am orfo 

se  t r a t a r o n  con c ia n u ro  de h id ró g e n o  a n h id ro  l í q u id o  en e t a -  

n o l ,  a lc o h o l  b e n c í l i c o  y  s o lu c ió n  de c r e s o l  r e s p e c t iv a m e n te , 

en v e z  de en s o lu c ió n  de m e ta n o l. Se o b tu v ie r o n  aum entos 

d e l  co n te n id o  en v ita m in a  en to d o s  l o s  c a s o s ,  s ie n d o  l o s  

aum entos d e l  mismo orden de m agnitud que lo s  o b te n id o s  em­

p le an d o  m e ta n o l.-

d) 1 0 ,8  m g ., de p r e c ip i t a d o  am orfo se  m ezcla ro n  

a fon do co n  2 .2  m i . ,  de c ia n u ro  de h id ró g e n o  a n h id ro  l i q u id o  

y se  d ejaron , en re p o so  h a s ta  que e l  c ia n u r o  de h id ró g e n o  se 

hubo e v a p o ra d o . E l r e s id u o  se  d i s o l v i ó  en agu a y l o s  aná­

l i s i s  e s p e c t r o g r á f ic o s  de l a  s o lu c ió n  r e s u l t a n t e  m o straro n  

p ic o s  de a d s o r c ió n  a 3*610 R , $.200 Á y  5 .30 0  Á , in d ica n d o  

un cam bio h a c ia  e l  e s p e c tr o  de l a  v ita m in a  8 .̂2* La s o lu c ió n  

a cu o sa  se  so m etió  a d i s t r i b u c i ó n  en c o n t r a c o r r ie n t e  e n tr e  

agu a y  a lc o h o l  b e n c í l i c o ,  La m e d ic ió n  de l a  d e n sid a d  ó p t i ­

c a  d e l  q u in to  tu b o  in d ic ó  que e l  81% d e l t o t a l  de v ita m in a  

B- 2̂ Y s u s t a n c ia s  a n á lo g a s  e r a  d ic h a  v ita m in a , re p re se n ta n d o . 

0 .1^ 8  m g., de v ita m in a  B-¡.2 p o r m g., de m a t e r ia l  de p a r t i d a ,  

o sea  un aumento de 77% *-

! E J E M P L O  I I I . -

Unos 13.500  l i t r o s  de c a ld o  de fe r m e n ta c ió n  de 

v a r i a s  ta n d a s  o b te n id a s  de l a  p r o p a g a c ió n  de una r a z a  de 

25 3 . g r i s e u s  se  so m e tie ro n  a l  t r a ta m ie n to  m ed ian te  a d s o r c ió n

con carb ó n  v e g e t a l ,  la v a d o  con  b u ta n o l y  agu a, e x t r a c c ió n  

con  a lc o h o l  b e n c í l i c o ,  c r o m a to g r a fía  y p r e c i p i t a c i ó n  como
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extrajeron con metanol hasta que quedó un residuo blanco. ^
La densidad óptica déla solución metanólica obtenida, medi­
da a 5 .5 0 0^ y comparada con el valor de la vitamina pura

5
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B^2 indicó que había presentes 540  mg., de vitamina y  

sustancias análogas. A  la solución metanólica se añadió ace­
tona y eter para precipitarla hasta que los líquidos no te­
nían coloración rosa.-

El precipitado se disolvió en 300 mi.; de agua y 
se ajustó a  pR 8 aproximadamente con solución acuosa de hi- 
dróxido sódico. A esta solución se añadieron 2.7 g., de 
cianuro sódico y  la solución se dejó en reposo, con alguna 
agitación, durante 4$ minutos. (La solución tenía color de 
púrpura que indicaba haberse añadido un exceso definido de 
cianuro)'. Luego la solución se acidificó a  p íí 3 aproximada­
mente con ácido clorhídrico y se hizo pasar nitrógeno por la 
solución para separar el cianuro de hidrógeno. Se añadieron 
210 g., de sulfato amónico a la solución, y se extrajo con 
porciones de 5O mi., 25 mi., 25 mi., 25 mi., y 10 mi., de 
alcohol bencílico, los extractos se secaron calentando a 

75**SOa 0., en el vacío, y los extractos secos se filtraron 
por un embudo de vidrio concrecionado. Se añadió eter al 
filtrado para precipitarlo.-

El precipitado se disolvió en 10Q mi., de agua a 
la que se habían añadido 2 mi., de ácido ácetico glacial, y 
en un segundo tubo sp pusieron 100 mi., de agua saturada de 
alcohol bencílico. Se realizó un procedimiento de purifica-

- 26 i
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c ió n  p o r d is t r i b u c ió n  en c o n t r a c o r r ie n t e  m o d if ic a d o , h a cien d o  

p a s a r  s i e t e  p o r c io n e s  de 100 m i . ,  de a lc o h o l  b e n c í l i c o  s a t u ­

rad o  de agua p o r  ca d a  tu b o  en s u c e s ió n , como se  d e s c r ib e  en 

e l  e jem p lo  I ,  y  lo s  e x t r a c t o s  de a lc o h o l  b e n c í l i c o  se  com bina­

ron  d esp u és de s e p a r a r lo s  d e l segundo tu b o . Los e x t r a c t o s  

com binados se  se c a ro n  c a le n ta n d o  a 75- 80$ C . ,  en e l  v a c í o .

Se añ ad ió  e t e r  a l o s  e x t r a c t o s  s e c o s  p a r a  l a  p r e c i p i t a c i ó n . -  

E l p r e c ip i t a d o  se  d i s o l v i ó  en m etan ol y  se  cro m ato - 

g r a f i o  so b re  alúm ina a c t iv a d a ,  d e s a r r o lla n d o  l a  colum na con 

m eta n o l. E l r i c o  e f lu e n t e  se t r a t ó  con e t e r  p a r a  e f e c t u a r  l a  

p r e c i p i t a c i ó n .  Las f r a c c io n e s  de c o la  de l a  c r o m a t o g r a f ía ,  

que c o n te n ía n  c o lo r  a 5*500 Á , que c a lc u la d o  como v ita m in a

e ra  e q u iv a le n t e  de unos 90 m g ., de l a  misma, se  sep araro n , 

p a ra  nueva e la b o r a c ió n .  E l p r e c ip i t a d o  se  d i s o l v i ó  en 1 ,9  m i . ,  

de agua y  se d e jó  c r i s t a l i z a r .  Los c r i s t a l e s  r o j o s  se d i s o l ­

v ie r o n  en 20 m i . ,  de agua y  l a  s o lu c ió n  se  f i l t r ó .  Se em ple­

aron  20 m i . ,  más de agua p a r a  lavar* e l  eq u ip o  y  se  a ñ a d ie ro n  

a l a  s o lu c ió n .  Se a ñ a d ie ro n  520 m i . ,  de a c e to n a  y  so b re v in o  

c r i s t a l i z a c i ó n .  Los c r i s t a l e s  se se p a ra ro n  p o r c e n t r i f u g a c i ó n ,  

se  la v a r o n  con a c e to n a  y  se  s e c a ro n  a 569 O .,  en e l  v a c i o .

Se o b tu v ie r o n  324 ,7  m e ., de c r i s t a l e s  r o j o s .  Una m u estra  de 

l o s  c r i s t a l e s  p e r d ió  e l  5% de su p e so  a l  s e c a r s e  a 100° U .,

Se v ió  que l a  m u estra  s e c a  e r a  v ita m in a  B^g p u ra  a l  94%, p or 

e l  en sayo de d is t r i b u c ió n  en c o n t r a c o r r ie n t e ,  in d ic a n d o  una 

r e c u p e r a c ió n  de 290 m g ., de v ita m in a  B ^  p u r a .-

Se d e s c u b r ió  que se  o b te n ía n  v ir tu a lm e n te  lo s  mismos 

r e s u lt a d o s  cuando e l  tr a ta m ie n to  con c ia n u r o  se  r e a l i z a b a  en

-  27  -
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E l tr a ta m ie n to  de c ia n u ro  p a r a  c o n v e r t i r  én v i t a ­

mina IsLS m a te r ia s  a n á lo g a s  a e l l a  s e  a p l ic ó  a  c a ld o  de 

fe rm e n ta c ió n  y  se  h iz o  una e v a lu a c ió n  de l a  c o n v e r s ió n  u san ­

do e l  p ro c e d im ie n to  de en sayo  en c o n t r a c o r r ie n t e .  3 l i t r o s  

de c a ld o  de fe rm e n ta c ió n  o b te n id o s  de l a  e la b o r a c ió n  de una 

r a z a  de S . O r is e u s  se  t r a t a r o n  con 2 .1  g . ,  de c ia n u ro  s ó d i­

co  d is u e l t o  en una pequeña c a n t id a d  de a g u a . La s o lu c ió n  se  

a g it ó  d u ran te  dos h o r a s  y  se  l l e v ó  a pH 4  con á c id o  c l o r h í ­

d r ic o  c o n c e n tra d o . Se a p l i c ó  v a c io  de modo que e l  a i r e  b u r­

b u je ó  p o r  l a  s o lu c ió n  d u ra n te  l a  n o c h e . Se a ñ a d ie ro n  a  l a  

s o lu c ió n  2 .1 5 0  g . ,  de s u l f a t o  am ónico y  30 m i . ,  de a lc o h o l  

b e n c í l i c o .  La m e zcla  se  a g it ó  y  d e jó  sed im e n ta r y  se  e x t r a jo  

l a  cap a  de a lc o h o l  b e n c í l i c o .  La ca p a  a cu o sa  se v o l v i ó  a 

e x t r a e r  con una p o r c ió n  de 20 m i . ,  y  3 p o r c io n e s  de 10  m i . ,  

de a lc o h o l  b e n c í l i c o .  La cap a  de agua a g o ta d a  que no* c o n te ­

n ía  a c t iv i d a d  LLD se  d e s e c h ó . L os e x t r a c t o s  de a lc o h o l  ben­

c í l i c o  com binados se  d ilu y e r o n  con 2 volúm enes de c lo ro fo rm o  

y  se  e x t r a je r o n  con t r e s  p o r c io n e s  de agua de 5 m i . ,  10  m i . ,  

de l a  s o lu c ió n  a c u o s a , que c o n te n ía n  unas 300 .000  LLD u n id a ­

d es p o r m i . ,  se  so m e tie ro n  a una d is t r i b u c ió n  en c o n tr a c o ­

r r i e n t e  de ocho p la c a s  con a lc o h o l  b e n c í l i c o ,  usando f a s e s  

de 10  m i. Los r e s u lt a d o s  de l a  d i s t r i b u c i ó n  en c o n t r a c o r r ie n ­

t e  se  ven en e l  cu ad ro  s i g u i e n t e : -

I d é n t ic o  tr a ta m ie n to  se  r e a l i z ó  con t r e s  l i t r o s  d e l

- 28 -
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m$smo caldo, salvo que no se añadió cianuro sódico. La solu­
ción acuosa primitiva obtenida por extracción con alcohol ben 
cílico se sometió de nuevo a distribución con contracorriente 
de alcohol bencílico. Los demás resultados se ven en el cua­
dro

Efecto del cianuro sódico en la conversión de la actividad 
LLD en caldo den vitamina #12**" (Resultados del ensayo de
distribución en contracorriente en el sistema álcohol ben.cí- !

lico y agua.) 

Distribución por ciento

!
!
f
¡
!
!

------- !
! Caldo 6aldo ! Vitamina !Tubo No sin ! !
i tratar . -tratado. : B12 pura t

a ta s 3 W 9 * a * .s t* * 8 * 3 * 3 tg ::s a t !s a * )w a *  a t o a s t e s ,a s a ,3 S 3 * 3 E ^

! . ! !
1 ! 28.7 1 ! 1.4 !

! - ! . !
2 i 19*1 ! 6.1 ! 8.3 !

! ! { !
3 i 23.4 29.0 t 20.9 t

¡ ! ! !
4 ¡ 15.5 ! 29.2 { 29.1 t

1 : !
5 ) 5.4 < 20.9 ! 24.2 f

t

6
!
i 3*9 i 11.2 ¡ 12.1 i

! i i )
7 ! 2.6 1 2.6 ! 3-3 ¡

: ! ¡ i
8 : 0.7 0.9 t 0.4 i

i - ! :
* s t 3 * S !3 a s & s * 3 * = * c t * 3 B i ! t ;* 3 H < a t * ! * :z  w * s t a : * c z a t t n n

El cuadro anterior muestra un marcado cambio en la 
conducta de distribución en contracorriente de la actividad 
LLB hacia la conducta típica de la vitamina 8^2 después de

- 29 -
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t r a t a r  e l  c a ld o  con c ia n u r o  s ó d ic o . P o r l o s  d a to s  a n t e r io r e s  

no es p o s ib le  c a l c u l a r  exactam en te  l a s  c a n t id a d e s  de v ita m in a  

c o n te n id a s  en l o s  c a ld o s  t r a t a d o s  y s in  t r a t a r .  S in  em­

b a rg o , se  v e r á  que l a  d is t r i b u c ió n  d e l  c a ld o  t r a t a d o  es d i f e ­

r e n te  de l a  d e l  c a ld o  s in  t r a t a r  y  muy s im i la r  a  l a  de l a  v i ­

tam ina p u ra . Además, es  e v id e n te  que l a  a c t iv i d a d  d e l 

c a ld o  t r a t a d o  en e l  c u a r to  tub o (que m u estra  un c o n te n id o  

máximo de v ita m in a  e s  c a s i  d o b le  que l a  d e l  c a ld o  s in

t r a t a r . -

E J E M P L O  V .-

Se obtuvo un c a ld o  de fe rm e n ta c ió n  en l a  p ro p a g a ­

c ió n  de una r a z a  de S . g r i s e u s . 100  l i t r o s  d e l  c a ld o  se  a c i ­

d i f i c a r o n  a pH 2 .5  empleando á c id o  c l o r h í d r i c o .  Luego e l  

c a ld o  se  t r a t ó  con 220 m g ., de c ia n u ro  s ó d ic o ,  y l a  tan d a  se 

a g i t ó  d u ra n te  10 m in u to s . Se a ñ a d ie ro n  100 g . ,  de t i e r r a  de 

b atá n  y  100  g . ,  de t i e r r a  de d ia to m á c e a s . E l lo d o  r e s u l t a n t e  

se  a g i t ó  30 m in u to s , y e l  a d so rb id o  se  se p a ró  p o r f i l t r a c i ó n  

y  se c ó  a 503 0 . -  E s te  a d so rb id o  m ostró  una a c t iv i d a d  de - 

483.000 u n id a d e s  p o r g . ,  cuando se  comprobó so b re  1 .  l a c t i s  

D orner p o r  e l  en sayo de t a z a  y  se comprobó que f a v o r e c ía  e l  

c r e c im ie n to  de l o s  p o l l o s . -

V ir tu a lm e n te  to d o  e l  m a t e r ia l  a c t iv o  d e l  c a ld o  es  

a d so rb id o  p o r e l  tr a ta m ie n to  con t i e r r a  de b a tá n  en l a s  con­

d ic io n e s  d e s c r i t a s ,  domo e l  c o n te n id o  en v ita m in a  B ^  d e l 

c a ld o  aumenta n o ta b le m en te  p o r e l  tr a ta m ie n to  con c ia n u r o , 

como se  ve  en e l  e jem p lo  IV , aumenta p ro p o rc io n a lm e n te  e l  

co n te n id o  en v ita m in a  Bp2 d e l a d so rb id o  a s i  p re p a ra d o  d e l  c a l -

* .
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E J E M P L O  T I . -

4 m g ., de v ita m in a  B-^a* m ostrab an  máximos en 

 ̂ e l  e a p e c tro  de a d s o r c ió n  a  2 .7 5 0  Á , 3 .5 2 0  Á y  5 ,3 0 0  Á , y  42

m g ., de c ia n u ro  p o t á s ic o  s e  d i s o lv i e r o n  en un m i . ,  de a g u a .

La s o lu c ió n  r o j a  cam bió in m ed iatam en te a una s o lu c ió n  de c o ­

l o r  de p ú rp u ra  a l  a ñ a d ir  e l  c ia n u r o  p o t á s i c o .  E l e s p e c tr o  

de a b s o r c ió n  de e s t a  s o lu c ió n  m ostró  máximos a unos 2 .78 0  &, 

3 .7 0 0  & , 5.4OO & y  5 .800  & , l o  c u a l  e s  l o  mismo que e l  e s p e c ­

t r o  dado p or una s o lu c ió n  de v ita m in a  cuando se t r a t a  con 

c ia n u ro  p o t á s i c o .  A l cabo de un m inuto aproxim adam ente l a  

s o lu c ió n  de c o lo r  de p ú rp u ra  se  a ju s t ó  a pH 4-5  con  3-4  g o ta s  

de á c id o  c lo r h í d r i c o  d i l u i d o ,  con l o  c u a l  e l  c o lo r  de l a  s o -  

lu c ió n  cam bió a r o j o . -

E s ta  s o lu c ió n  se e q u i l i b r ó  con 1 m i . ,  de una s o lu ­

c ió n  de o - c r e s o l  y  t e t r a c lo r u r o  de carb on o ( 2 .5  de volum en) 

sa tu ra d o  con a g u a . D espués d e l  e q u i l i b r i o  s o l a  s e  e n co n tró  

un v e s t i g i o  de c o lo r  en l a  ca p a  de c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de 

20 ca rb o n o . E s ta  s o lu c ió n  de c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de carbon o

se  e x t r a jo  lu e g o  nueve v e c e s  con p o r c io n e s  de 1 m i . ,  de agua 

s a tu r a d a  de o - c r e s o l  y  t e t r a c lo r u r o  de c a rb o n o , l o  c u a l sep a­

ró  una c a n t id a d  muy pequeña de m a t e r ia l  c o lo r e a d o . Luego l a  

s o lu c ió h  de c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de carb on o se  d ilu y ó  con 

25 1 0 -12  volúm enes de d ich o  t e t r a c lo r u r o  y  e l  p ro d u cto  se e x t r a ­

jo  a g ita n d o  con t r e s  p o r c io n e s  de 1 m i . ,  de a g u a . Los e x t r a c ­

to s  acu o so s  se  com binaron y  la v a r o n  c u a tr o  v e c e s  con p o r c io n e s
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de n m i . ,  de é t e r  p a r a  s e p a r a r  v e s t i g i o s  de d i s o lv e n t e s .  La 

s o lu c ió n  acu o sa  r e s u l t a n t e  de v ita m in a  B ^  se  evap oró  a s e ­

quedad en e l  v a c io  a 25-302  O. E l r e s id u o  se  d i s o l v i ó  en 

unos 0 .2 5  m i . ,  de agua y  l a  s o lu c ió n  se  d i lu y ó  lu e g o  con unos 

100 volúm enes de a c e to n a . D espués de menos de m edia h o ra , 

empezaron a fo rm a rse  en l a  s o lu c ió n  f i n a s  a g u ja s  r o j a s  de v i ­

tam in a B-^* La s o lu c ió n  se  d e jó  en re p o so  unas 20 h o ra s  y  

l o s  c r i s t a l e s  s e  se p a ra ro n  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n ,  se  la v a r o n  3-4 

v e c e s  con p o r c io n e s  de 1  m i . ,  de a c e to n a  y  se  s e c a r o n ; re n ­

d im ien to  2 .4  mg. E l e s p e c t r o  de a b s o r c ió n  de e s t o s  c r i s t a l e s  

de v ita m in a  B ^  m ostró  máximos a  2 .7 8 0  A (E -  112 ) ,

3 .6 1 0  A ** 193 ) y  5 .5 0 0  A (E -  60 ) .  E l m a te r ia l

e r a  v ita m in a  B^^ e se n c ia lm e n te  p u r a .

E J E M P L O  V I I . -

4  m g ., de v ita m in a  Rp2b ^ ^  m g ., de c ia n u r o  p o tá ­

s ic o  se  d is o lv i e r o n  en 1 m i . ,  de ag u a . A c o s a  de un m inuto 

l a  s o lu c ió n  p u rp ú re a  se  r e g u ló  a  pH 4-5  con 3—4 g o t a s  de á c id o  

c lo r h id r id o  d i l u i d o .  E s tá  s o lu c ió n  se  e q u i l i b r ó  con 1 m i . ,  

de una s o lu c ió n  de o - c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de carbono (2 -5  

de volum en) sa tu ra d a  de ag u a . D espués de e q u i l i b r a r ,  s o lo  

un v e s t i g i o  de c o lo r  se  e n co n tró  en l a  cap a  de c r e s o l  y  t e ­

t r a c lo r u r o  de ca rb o n o . E s ta  s o lu c ió n  de e r e s o l  y  t e t r a c l o r u ­

ro  de carb on o se  e x t r a jo  lu e g o  nueve v e c e s  con p o r c io n e s  de 

1 m i . ,  de agua s a tu r a d a  de o - c r e s o l  y  t e t r a d lo r u r o  de ca rb o n o , 

l o  c u a l  q u itó  una c a n t id a d  muy pequeña de m a te r ia  c o lo r e a d a .

L a s o lu c ió n  de c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de carb on o se  d ilu y ó

i
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lu e g o  con 10 -12  volúm enes de t e t r a c l o r u r o  de carb o n o  y  e l  p ro ­

d u cto  se  e x t r a jo  a g ita n d o  con  t r e s  p o r c io n e s  de 1 m i. de agu a. 

Los e x t r a c t o s  a cu o so s  s e  com binaron y  la v a r o n  c u a t r o p e e s  con 

p o r c io n e s  de 1  m i. de é t e r .  La s o lu c ió n  a cu o sa  de v ita m in a  

R^2 se  evap oró  a  sequedad en e l  v a c ío  a 25-305  u . E l r e s id u o  

se d i s o l v i ó  en unos 0 .2 5  m i . ,  de agua y  lu e g o  se  d ilu y ó  con 

unos 10  volúm enes de a c e to n a . D espués de menos de m edia h o ra  

em pezaron a fo rm a rse  en l a  s o lu c ió n  f i n a s  a g u ja s  de v ita m in a  

^12* ^  s o lu c ió n  s e  d e jó  en re p o so  unas 20 h o ra s  y  lu e g o  l o s

c r i s t a l e s  se se p a ra ro n  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n ,  se  la v a r o n  3-4  v e ­

c e s  p o r  p o r c io n e s  de 1 m i . ,  de a c e to n a  y  se  s e c a r o n ; re n d im ie n ­

t o ,  3*3 m g ., Los e n p e c tr o s  de a b s o r c ió n  de l o s  c r i s t a l e s  de 

v ita m in a  m o straro n  máximos a  2 .7 8 0  A (E = 115 ) ,  3 .610

A (E * 188 ) y  5 .5 0 0  A (E ^  * * 5 9 ) .  S i  p ro d u cto  e ra

v ita m in a  v ir tu a lm e n te  p u r a .-

E J E M P L O  V I I I . -

3v4 m g., de v ita m in a  B ^ c  y  38 m g., de c ia n u ro  p o tá ­

s ic o  se d is o lv i e r o n  en 1  m i . ,  de ag u a . Oosa de un m inuto d e s ­

p u és l a  s o lu c ió n  p u rp ú re a  se  r e g u ló  a pH 4-5  con  3-4  g o ta s  de 

á c id o  c lo r h í d r i c o  d i l u i d o .  E s ta  s o lu c ió n  se e q u i l i b r ó  con 1 

m i .,  de una s o lu c ió n  de o - c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de carbono 

(2:5  de volum en) s a tu r a d a  de a g u a . D espués de e q u i l i b r a r ,  se 

e n co n tró  en l a  cap a  de c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de carb o n o  s o lo  

un v e s t i g i o  de c o l o r .  E s ta  s o lu c ió n  de c r e s o l  y  t e t r a c lo r u r o  

de carb on o se  e x t r a jo  lu e g o  nueve v e c e s  con p o r c io n e s  de 1  m i . ,  

de agua s a tu r a d a  de o - c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de ca rb o n o , l o  c u a l
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sep aró  una c a n t id a d  muy pequeña de m a t e r ia l  c o lo r e a d o .  Luego 

l a  s o lu c ió n  de c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de carbono se  d i lu y ó  con 

10 -12  volúm enes de t e t r a c l o r u r o  de c a rb o n o , y  e l  p ro d u c to  se 

e x t r a jo  a g itá n d o lo  con  t r e s  p o r c io n e s  de 1  m i . ,  de a g u a . Los 

e x t r a c t o s  a cu o so s  se  com binaron y  la v a r o n  c u a tr o  v e c e s  con 

p o r c io n e s  de 1  m i . ,  de é t e r .  La s o lu c ió n  a c u o sa  r e s u l t a n t e  

de v ita m in a  B .̂2 evap oró  a sequedad en e l  v a c ío  a 25-309  0 . 

E l r e s id u o  se  d i s o l v i ó  en unos 0 .25  m i . ,  de agua y  se  d ilu y ó  

con unos 10  volúm enes de a c e to n a . D espués de menos de m edia 

h o ra  em pezaron a fo rm a rse  f i n a s  a g u ja s  r o j a s  de* v ita m in a  

en la. s o lu c ió n .  E s ta  se  d e jó  en re p o so  unas 20 h o r a s ,  y  l o s  

c r i s t a l e s  se  se p a ra ro n  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n ,  se  la v a r o n  3-4  v e ­

c e s  con p o r c io n e s  de 1  m i . ,  de a c e to n a  y  s e  s e c a r o n ; r e n d i­

m ien to : 2 .3  m g .. Los e s p e c t r o s  de a b s o r c ió n  de l o s  c r i s t a l e s  

de v ita m in a  m ostraro n  máximos a 2 .7 8 0  A (E -  1 1 5 ) ,

3 .610  i  (E .  1 9 8 ) , y  5 .50 0  Á (E -  61 ) .  E l m a t e r ia l ,

e r a  v ita m in a  B ^  e se n c ia lm e n te  p u r a .-

E J E M P L O  I X .-

2 m g ., de v ita m in a  B ^ d  ^ m g.) úe c ia n u ro  p o t á ­

s ic o  se d is o lv i e r o n  en 1 m i . ,  de a g u a . A c o s a  de un m inuto 

l a  s o lu c ió n  p u rp ú re a  se  a ju s t ó  a pH 4-5  con 3-4  g o ta s  de á c id o  

c lo r h íd r id o  d i l u i d o .  E s ta  s o lu c ió n  se e q u i l i b r ó  con  un m i . ,  

de una s o lu c ió n  de o - c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de carb on o (2 -5  de 

volum en) s a tu ra d a  de a g u a . D espués de e q u i l i b r a r ,  no se  en­

c o n tró  en l a  ca p a  de c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de carbono s in o  

un v e s t i g i o  d e l c o l o r .  E s ta  s o lu c ió n  de c r e s o l  y  t e t r a c lo r u r o
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de carbono se  e x t r a jo  lu e g o  n u eve v e c e s  con p o r c io n e s  de 1  mi 

de agya  s a tu r a d a  de o - c r e s o l  y  t e t r a c l o r u r o  de ca rb o n o , que 

sep aró  una c a n t id a d  muy pequeña de m a t e r ia l  c o lo r e a d o .  La 

s o lu c ió n  de c r e s o l  y  t é t r a c l o r u r o  de carb o n o  se d ilu y ó  lu e g o  

5 con  1 0 -1 2  volúm enes de t é t r a c l o r u r o  de carb on o y  e l  p ro d u cto  

se  e x t r a jo  a g ita n d o  con t r e s  p o r c io n e s  de 1  mi de a g u a . Los 

e x t r a c t o s  a cu o so s se  com binaron y  la v a r o n  c u a tr o  v e c e s  con 

p o r c io n e s  de 1 mi de é t e r .  L as s o lu c io n e s  a cu o sa s  de v i t a ­

mina Bq2 se  evap oró  a  sequedad en é l  v a c io  a 25-303  C , ,  E l 

10  r e s id u o  se  d i s o l v i ó  en unos 0 .2 5  mi de agua y  lu e g o  se  d i l u ­

yó con unos 10 volúm enes de a c e to n a . D espués de menos de 

m edia h o ra  se  em pezaron a fo rm ar en l a  s o lu c ió n  f i n a s  a g u ja s  

r o j a s  de v ita m in a  ^12* La s o lu c ió n  se  d e jó  en re p o so  duran­

t e  unas 20 h o ra s  y  lu e g o  l o s  c r i s t a l e s  se se p a ra ro n  p o r c e n -  

15  t r i f u g a c i ó n ,  se  la v a r o n  5-4  v e c e s  con p o r c io n e s  de 1 mi de

a c e to n a  y  se se c a ro n ; re n d im ie n to , 1 .1  mg. L os e s p e c t r o s  de 

a b s o r c ió n  de l o s  c r i s t a l e s  de v ita m in a  m o stra ro n  máximos 

a 2790  & (E j- ^  ,  n o ) ,  3 ,6 1 0  i  ( E ] ^  = 196 ) y  5 .50 0  R (E 

60 ) .  E l p ro d u c to  e r a  e se n c ia lm e n te  v ita m in a  B ^  p u r a .-

E J E M P L O  X. -

20 . Se p re p a ró  una s o lu c ió n  a cu o sa  de c ia n u r o  de h id r ó ­

geno d e s t i la n d o  una s o lu c ió n  de 50 mg. ,  de c ia n u r o  s ó d ic o  en 

20 m i . ,  de á c id o  s u l f ú r i c o  a l  5%. E l d e s t i la d o  se  a ñ a d ió  a 

una s o lu c ió n  de 4 .2  m g ., de v ita m in a  B -^ a(^ isjL n .ariam en te  e l  

m a t e r ia l  m ostró  máximos de a b s o r c ió n  2 .7 5 0  R ^ j5,540  R y  5 .30 0  

25 R )  en 3 & 1 .* de agu a. A l cabo de unos c u a n to s  m in u tos a l a
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te m p e ra tu ra  a m b ien te , l a  m e zcla  de r e a c c ió n  se  c o n c e n tró  a 

seq u ed ad . E l r e s id u o ,  d i s u e l t o  en 0 .3  m i . ,  de agua y  t r a t a ­

do con 5 m i*! de a c e to n a  d e p o s itó  3*4 m g ., de t í p i c o s  c r i s t a ­

l e s  a c i c u la r e s  r o j o s  de v ita m in a  E q2' Que m o stra ro n  máximos 

de a b s o r c ió n  a 2 .78 0  Á , 3 .61 0  y  3.3OO i . -

Ouando l a s  v ita m in a s  -B-^b' y  B i2 d  se h ic ie r o n

r e a c c io n a r  con  c ia n u r o  en l a  form a d e s c r i t a  en e l  e je ^ lo  10 

se ob tu vo  un p ro d u cto  c r i s t a l i n o  r o jo  que m o strab a  l o s  e s p e c ­

t r o s  de a b s o r c ió n  c a r a c t e r í s t i c o s  de l a  v ita m in a  e s t o  e s ,

máximos a 2 .780  i ,  3 .610  i  y  55OO

V a r io s  cam bios y  m o d if ic a c io n e s  en l o s  p ro c e d im ie n ­

t o s  a n t e r io r e s  se  l e s  o c u r r ir á n  a l o s  p r o f e s io n a le s ;  y  en l a  

m edida en que d ic h o s  cam bios y  m o d if ic a c io n e s  e s tá n  com prendi­

d as en l a s  r e iv i n d ic a c io n e s  a n e x a s , debe e n te n d e rse  que co n s­

t i t u y e n  p a r t e  de n u e s tr o  i n v e n t o .-

La p r e s e n te  s o l i c i t u d  que co rresp o n d e  a l a  p r e s e n ta ­

da en l o s  E sta d o s  U nidos de A m érica  con  fe c h a  13 d.e noviem bre 

de 1 . 949 , b a jo  e l  número 127 . 3 1 9 ) se  aco ge  a l o s  b e n e f i c i o s  

d e l a r t í c u l o  31 d e l  v ig e n t e  E s ta t u to - L e y  so b re  P ro p ie d a d  In ­

d u s t r i a l

- R O T A

L os p u n to s de in v e n c ió n  p r o p ia  y  nueva que se  p r e s e n -
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tan para que sean objeto de esta solicitud de Patent¡e de Inven­
ción en España por VEINTE ¿ños, son los siguientes:

1 3 Un procedimiento que comprende hacer reaccio­
na# materias análogas a la vitamina con una sustancia que 
da iones, cianuro para convertir dichas materias en vitamina
* 1 2 '"

23.- Un procedimiento que comprende hacer reaccio­
nar una mezcla que contiene vitamina B ^  y materias análogas 
a ella, obtenidas por la propagación de un microorganismo que 

qO produce vitamina B^2 en un medio de cultivo adecuado con una 
sustancia que da iones cianuro, para convertir así en más vi­
tamina Bl2m las citadas materias análogas a ella.-

32.- Un procedimiento según se reivindica en el 
punto 22, en el cual la mezcla de partida es el caldo fórmen­

la tado producido en la propagación de dicho microorganismo.- 
42.- Un"procedimiento según se reivindica en el 

punto 22, en el cual la mezcla de partida es una solución con­
centrada de vitamina B^g y materias análogas a ella.-

52.- Un procedimiento según se reivindica enáL 
20 punto 22, en el cual la mezcla de partida es un concentrado 

sólido de vitamina B ^  y materias análogas a ella.-
62.- Un procedimiento según se reivindica en el 

punto 1 2 , en el cual se emplea un exceso de las sustancias que 
da iones cianuro.-

25 73.- Un procedimiento según se reivindica en el
punto 1 2, en el cual se emplea un exceso de la sustancia gae 
da iones cianuro, y después de terminada la reacción se dis-t
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pone un pH á c id o  en l a  m ezcla  de r e a c c ió n  y  e l  c ia n u ro  no r e a c ­

cio n a d o  se  s e p a r a  como á c id o  c i a n h í d r i c o  g a s e o s o .-

8 ° . -  Ún p ro c e d im ie n to  según se  r e i v i n d i c a  en e l  

p u n to  1 2 ,  en e l  c u a l  se  em plea una s o lu c ió n  á c id a  de l a  m e z c la  

 ̂ de r e a c c ió n  p a r a  r e c u p e r a r  de e l l a  v ita m in a  B p g .-

9 3 . -  Un p ro c e d im ie n to  según se  r e i v i n d i c a  en e l  

punto 1 2 , en e l  c u a l  l a  s u s t a n c ia  que da io n e s  c ia n u r o  e s  una 

s a l  io n iz a b le  d e l  á c id o  c i a n h í d r i c o . -

1 0 o .-  Un p ro c e d im ie n to  según se  r e i v i n d i c a  en e l  

pO pun to 1 3 , en e l  c u a l  l a  s u s t a n c ia  que da io n e s  c ia n u r o  es  un 

c ia n u ro  de m e ta l a l c a l i n o . -

1 1 9 . -  Un p ro c e d im ie n to  según se r e i v i n d i c a  en e l  

punto 1 ° ,  en e l  c u a l  l a  s u s t a n c ia  que da io n e s  c ia n u r o  e s  c i a ­

nuro s ó d ic o .-

15  12 9 . -  Un p ro c e d im ie n to  según se  r e i v i n d i c a  e n é l

pun to 1 9 , en e l  c u a l  l a  s u s t a n c ia  que da io n e s  c ia n u r o - e s  c i a ­

nuro a m ó n ico .-

133 . -  Un p ro c e d im ie n to  segú n  se  r e i v i n d i c a  en e l  

p u n to  1 9 , en e l  c u a l  l a  s u s t a n c ia  que da io n e s  c ia n u r o  e s  á c i -  

20 do c i a n h í d r i c o . -

143 . -  Un p ro c e d im ie n to  segú n  se  r e i v i n d i c a  en e l  

p u n to  1 9 , en e l  c u a l  l a  s u s t a n c ia  q u e-d a  io n e s  c ia n u r o  e s  á c i ­

do c ia n h íd r ic o  form ado in  s i t u  p o r  r e a c c ió n  de un c ia n u r o  me­

t á l i c o  y  un á c i d o . -

25 1 5 9 . -  Un p ro c e d im ie n to  según se  r e i v i n d i c a  en e l

p u n to  19 , en e l  c u a l  l a  r e a c c ió n  se r e a l i z a  en p r e s e n c ia  de 

un d is o lv e n t e  que fa v o r e c e  l a  io n iz a c ió n  de l a  s u s t a n c ia  que

&
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da io n e s  c ia n u r o , d is o lv e n t e  s e le c c io n a d o  de l a  c l a s e  compues­

t a  p o r agu a, a lc o h o le s  de uno a t r e s  de c a rb o n o , y  m e z c la s  d i ­

s o lv e n te s  a c u o s o - o r g á n ic a s  en l a s  c u a le s  son s o lu b le s  l a s  ma­

t e r i a s  a n á lo g a s  a l a  v ita m in a  y  l a  s u s t a n c ia  que da io n e s  

c ia n u r o .-

162 . -

punto 1 ° , en e l

punto 1 2 ,

1 73 ' -  

en e l

¡ 10 h ó l i c o . -

1 82 . -

pun to 1 2 , en e l

+ a n h id ra s usando

? * a n á lo g a s a l a  v;

í 15 19° . -
í pun to 1 ° , en e l

v ita m in a  hp2a*"

2 0 2 .-

punto 1 2 , en e l

20 v ita m in a  B l2 b -*

p u n to  1 2 ,

2 1 2 .-

e n 'e l

v ita m in a E l2 c * -

 ̂$
25

2 2 2 .-

punto 1 2 , en e l

v i t  amina E l2 d .-

23 ° . -
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n a r m a te r ia " a n á lo g a  a  l a  v ita m in a  B12 con  una c a n t id a d  de una 

s u s t a n c ia  que da io n e s  c ia n u r o  v ir tu a lm e n te  e q u iv a le n t e ,  so b re  

una b a se  m o le cu la r ', a l a  c a n t id a d  .de m a te r ia  a n á lo g a  a l a  v i t a ­

mina B12 empleada^ p a ra  c o n v e r t ir  a s i  d ic^ o  m a te r ia  en e s t a  ú l -  

5 t im a  v i t a m in a .-

24S . -  Un p ro c e d im ie n to  según se  r e i v i n d i c a  en e l  

punto 2 3 5 , en e l  c u a l  l a  m a te r ia  a n á lo g a  a l a  v ita m in a  e s  

su m in is tra d a  como una m e z c la  que c o n tie n e  v ita m in a  y  m ate­

r i a s  a n á lo g a s  a l a  misma, o b te n id a s  p o r l a  p ro p a g a c ió n  de un 

10 m icroorgan ism o que p ro d u ce  v ita m in a  B12 en un m edio de c u l t i v o  

a d ecu ad o . -

i i  2 3 3 .-  Un p ro d e d im ie n to  según se  r e i v i n d i c a  en e l

} punto 2 3 3 , en e l  c u a l  l a  r e a c c ió n  con una c a n t id a d  v ir tu a lm e n ­

t e  e q u iv a le n t e  de s u s t a n c ia  que da io n e s  c ia n u r o  se  a se g u ra  

I5  empleando un e x c e so  de d ic h a  s u s t a n c ia ,  y  lu e g o  e l  c ia n u r o  no 

r e a c c io n a d o  se  s e p a ra  d isp o n ie n d o  una m e zcla  de r e a c c ió n  a c i ­

da y  d escargan d o  de e l l a  á c id o  c ia n h íd r ic o  g a s e o s o .-

2$ ° . -  Un p ro c e d im ie n to  que comprende h a c e r  r e a c c i o ­

n ar m a te r ia  a n á lo g a  a l a  v ita m in a  con una s u s t a n c ia  que da 

20 io n e s  c ia n u ro  p a r a  c o n v e r t i r  a s i  d ic h o  m a t e r ia l  en v ita m in a  

i*12 y  lu e g o  a d s o rb e r  e s t a  ú lt im a  en un a d so rb e n te  s ó l i d o . -

2y ^ .-  Un p ro c e d im ie n to  p a r a  l a  p ro d u c c ió n  de v i t a ­

m ina

T a l y  como se  h a  d e s c r i t o .e n  l a  Memoria que a n te ce d e  

23 y  p a ra  l o s  f i n e s  que se  han é s p a c i f i c a d o . -
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La a n t e r io r  Memoria c o n s ta  de c u a re n ta  h o ja s  y  l a  

p r e s e n te  e s c r i t a s  a  m áquina p o r  una s o la  de su s  c a r a s . -
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