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IcEI."RIA  DESCRIPTIVA
para solicitar
pATENTE DE INVENCION
en
n gr ii A
por VEINTE afos
& nombre de 1@&EHXK. & c0., 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'ALINA B™¢

Este invento se refiere a la producela de vitamina

y especialmente a la obtencidén de mayores rendimientos

ne vitamina B~2 partiendo de prjjmeras materias que contienen
sustancias i1ntimamente relacionadas con dicha vitamina, pero

que tienen actividad fisiologica notablemente menor (por ejem
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plo actividad contra la anemia pernicioss 7 achividad de fac—
vor Gs protefna animal) que la de la vitamina By,. MAs es-
pecialaente, el invinto se refiere a nuevos procedimientos

por los cusles sustsacias similares a dicha vitanina

[¢]

cen—

48]

ierten en ella,-

Varios procedimientos se han descrito en la litera-

tura psra obtener vitamina Blj,de hisado y ¢e culdos de fer-
[
mentacibén., For ejemplo, Rickes ¥ otros expusieron en Sciencia

108, 834-%55 (% de wiciembre de 1.948) que la vitawina By

puede oonsA rse de czldos de fermentacibn producidos por Strep-

tomvcees Briseus. Aungue los csldos de fermentacidn ofrecen

una fuente préctica para la produccién comercial de vitzmina
512, se na descublerto que estos caldos contienen productos
de fermentacidn que aquf se llamarfn materias snflosas a la
vitaxi;a-nla, v que_estén Intimamense relacionasdas con ells,
pero solo poséen una fraccida de la actividad contra la ane-
wia peruniciosz y Ge factor de protefns snimal de la que btiene
1z wisma vitanina Byp. Al procucir esta vitanina de pureza
aniforme, la separscidn de dichas maberias anfloszs & ella
pa ofrecido un problema dificil, WLobide a la osiurecha rela-
cibds entre estos materiales y la vitamina B12 solo usundo
1
procedinlintos complicacos v cosboses ha $1do posible genarar
¢lcha vitamina cristalina pura.-
denos descublerto ahora que se pueden convertir

estas materias anflosas a la vitamina Byo, hasts ahora inde-

eavles, casi cuantibativanente en la nisma, simplificande con

.

ello counsideravlemente el procedimiento pars obteangrla gsura,

e av———
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y al mismo tiempo aumentando en gran manera el rendimiento
de vitamina obtenible de caldos de fermentacion.-
considerado en algunos de sus mas generales aspec-
tos, el nuevo procedimiento segun el presente invento com-
prende hacer reaccionar materias analogas a la vitamina
con una sustancia ene suministre iones cianuro, convirtiendo
asi dichas materias en vitamina B~. Asi, por ejemplo, tra-
tando caldos de fermentacion, o concentrados adecuados de
los mismos, que contienen vitamina y sustancias analogas
a ella con una fuente de iones cianuro, hemos descubierto
que se obtienen rendimientos muy aumentados de vitamina Bg,
pura. Ademas, como se ha dicho antes, el aislamiento de
esta se facilita en gran manera.-

Como otra realizacion de nuestro invento, hemos
descubierto que la conversién puede efectuarse en varias con-
diciones utilizando diversas fuentes ¢e ion cianuro. En ge-
neral B reaccion se efectia teniendo en contacto intimo
sustancias similares a la vitamina B-~ con iones cianuro,
para convertirlas en vitamina B~. Por ejemplo, soluciones
de dichas sustancias analogas pueden tratarse con combina-
ciones que den iones cianuro (entre otras.cianuros metali-
cos, cianuro aménico o cianuro de hidrégeno). Medios disol-
ventes adecuados comprenden mezclas disolventes acuosas,
organico-acaosas o disolventes organicos que contienen iones
cianuro y en los cuales son solubles las sustancias analogas
a la vitamina B”~. Para fines practicos consideramos lo mas

conveniente realizar la reaccidon en un agente acuoso.-
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También se ha descubierto que la reaccion de cier-
tas susjanclas analogas 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 conversion de di-
cha sustancia en la vitamina. Bg™" que puede recuperarse en
fo-i1.a esencialmente pura. Sustancias especiales que se ha
comprobado se convierten en vitamina Bg¢ por reaccion con una
sustancia que na ion cianuro comprenden las sustancias que
se han identificado como vitamina B”~a, vitamina B vita-
mina BMN y vitamina BggQq--

La vitamina Bg™a forma pura existe cono
cristales ortordmbico3 rojos, puede prepararse de la vitamina
Bgz haciendo reaccionar* esta con hidrégeno en presencia de
un cataliaac.or de nidrogenaciéon tal como Oxido de platino,
oxido oe paladio o niquel Raney. Rste procedimiento de hidro-
~onacion se describe detalladamente y se reivindica en la so-
licitud pendente con esta de Kaczka, “olf y Eolkers, ntmero
de serie 108.421, presentada el 2 de Agosto de 1.949. La vi-
tamina B, ofrece un coeficiente de distribucion caracteris-
tico de aproximadamente 1.48 (Oagua/C disolvente) en un sis-
tema de disolvente organico y agua, en el cual el disolvente
oigénico es una mezcla de 2.5 de o-cresol y tetracloruro ce
carbono. -

La vitamina Bg2b Puede prepararse de concentrados
de vitamina Bg¢ obtenidos de un caldo de fermentacion de Strep-

tomyces griseus por distribucion en contracorriente entre 2 : 5

O-cresol :tetracloruro de carbono y agua, sistema en el cual
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la vitamina Bl2b muestra wl coeficiente de disgtribucidn ca=-
reoboristico de unos 2.4 (Cw/Cs) al p.so gque la vitamina

ﬁld Muestra w: coeficiente de distribucidn ¢e casi cero,

m8todo Ge pregarar visamina Blab se uescribe mfs detva-—
lladauente en la solicitud pendiente con esta de Kaczka hg
Folkers, no de serie y Dresenvada el
{caso n¢ 2.04%).~

La vitanina B, 12¢ Puede preparsriae haciendo 1eac-—

cionar vitanina 514 con un exceso de uxn stliuro ionizable,
tal ccmo los slliurecs de mebrles slealinos, sdlfuro amdnico

v stiliuro de hidréAeno,-con preferencis e solucidn acuosa ©
alconblico-ucuosa. La reaccibn tiene lu sr a la basmeriturd
zipihenbe ¥ se coupleta enn ua breve peviodo de siesnso, ¥ la
vitawina 5120 puede racuperarse evinorando 2 seuedsna 1la
nezela ve reaceidn, disolviendo el residuo en asua y crista-
lizsado de una mezcla de a_ua ¥y scetona, Los crisbzales pue-
den purificarse mas por distribucidn en conbracorric ye satre
235 de o-—cresoli:tetracloruro de carbono y ajus, sisteaé en
el cuel la vitamina By, muestra un coer i iente s ~istribu-
cidn caractarissico « 2 unos U010 (Cv/Cs).-

Ls vitamina 81,5 puede preiﬂ arse haciendo reac-—
cionar vitamiaa By, con bidxido sulfdrico en solucicnes &cuo-—
sas alcohblicas o acuoso-slcondlicas, con preferencia esple—

4

a.do un sexceso considersble de bidxide sulfdrico y calentsn-

do suaveneance la mezcls e reaccidn para ass-urar la 2é
conversidn de vihamina ﬁlg en vitamina blEb' Bata (ltvima

pueds recuperarse eveporanco a seguedad la wemcls s reaccién
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disolviendo el residuo en agua y cristalizando de una mezcla
de.agua y acetona. Los cristales pueden purificarse mas por
distribucion en contracorriente entre 2:5 o-cresol:tetraclo-
ru.ro de-carbono y agua, sistema en el cual la vitamina
muestra el coeficiente de distribucidn caracteristico de
-unos 1.63 (Ow/0s).-

Aunque estudiando la reaccidn pereceria que se ne-
cesita un mol de ion cianuro por rol de sustancia analoga a
la vitamina ordinariamente preferimos usar un exceso
de i1on cianuro para asegurar que ssa. completa la conversion.
Tratando una solucion acuosa de sustancias analogas a B
con un exceso de mi cianuro metalico, Sal como cianuro sodi-
co o0 cianuro aménico que den por resultado una solucion al-
calina, se forma un complejo intermedio de color de purpura,
aste complejo de purpura parece ser la misma sustancia que
se forra cuando se aflade cianuro sodico a una solucion acuo-
sa de vitamina B"j. Después de acidificar una solucion nue
contiene este complejo de purpura, la solucién vuelve al co-
lor rojo que es caracteristico de la vitamina B~A- Sin em-
bargo, en la ausencia de un exceso de un cianuro metalico
o oe un pli alcalino, esta, acidificacion no es necesaria,
porque no se forma el complejo purpdreo. Guando se utiliza
cianuro de hidrogeno como fuente del ion cianuro, el comple-
Jo purpureo no se forma ni aun empleando un exceso conside-
rable. -

La vitamina B-" obtenida por esta, reaccién en en

todos respectos idéntica a la obtenida directamente de caldos
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paracion de los espectros de adsorcion ultravioleta, visi-
ble e infrarrojo, rotacién Optica, analisis elementales,
estructura cristalina, puntos de fusion o descomposicion,
solubilidad de fase, conducta polarografica y coeficiente
de distribucidn, asi como por la actividad nicrobioldgica y
clinica.-

Al realisar el procedimiento del presente invento
materias analogas a la vitamina , €n varios periodos de
recuperacion de caldos de fermentacion pu den hacerse reac-
cionar con una sustancia que suministre i1ones clianuro. Asi
por ejemplo, el caldo de fermentacidn pueoe tratarse con
una pequefa cantidad ne un cianuro adecuado, tal como cia-
nuro potasico o sodico; o alternativamente, concentrados de
los materiales anadlogos a la vitamina n , solos o en combi
nacion con esta vitamina, pueden tratarse con una sustancia
que suministre Iones cianuro.-

cuando un caldo de fermentacion que contiene la
vitamina y sustancias analogas se trata segun el presen
te invento, se afiade al caldo una cantidad de una sustancia
que da un exceso de iones cianuro para efectuar la conver-
sion de las materias analogas a la vitamina B™ en esta ul-
tima. La vitamina B~ se adsorbe luego de este caldo en un
adsorbente adecuado, tal como tierra de batan, carbdén 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
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pura.-

Pero al realizar el procedimiento del presente in-
vento, es preferible emplear un concentrado de las materias
analogas a la vitamina esto aminora el volumen
de materias a tratar y reduce al minimo la dificultad y pe-
ligros que implica el deshacerse del cianuro no reaccionado.
También es preferible tratar con concentrado que contenga
vitamina B~ y materias analogas a ella, porque, como se ha
indicado arriba, una de las ventajas précticas del nuevo pro-
cedimiento es la de eliminar los dificiles y complicados pro-
cedimientos necesarios para separar estos materiales.-

La solucion de concentrado so6lido que contiene ma-
terias anélogas a la vitamina B~ se trata con una sustancia
gue de un exceso de iones cianuro de manera que asegure el
intimo contacto de los reactivos, y la terminacién de la reac-
cion. Uon preferencia, la mezcla se agita a fondo y se deja
en reposo durante breve tiempo, por ejemplo, de unos 15 a 45
minutos. Puede emplearse cualquier sustancia que de un ex-
ceso de iones cianuro, por ejemplo, acido cianhidrico, una
sal metalica o amonica del mismo, o mezclas de un cianuro me-
talico y un acido que forme &cido cianhidrido in-situ. EI cia-
nuro metalico empleado en un medio neutro o alcalino solo ne-
cesita ser uno que de iones cianuro en las condiciones de
reaccién empleadas. Llenan este requisito los cianuros alca-
linos y los de metales alcalino-térreos. hemos descubierto,
por ejemplo, que los cianuros de sodio, po.tasio, bario, calcio

y estroncio pueden emplearse eficazmente.-
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Cuando un concentrado so6lido se trata con acido
cianhidrico liquido o gaseoso, hay suficiente ionizaci6n
del &cido para que la reaccion se realice en ausencia de un
disolvente, aunque el empleo de este puede ser ventajoso.
Sin embargo, la reacciéon entre las materias analogas a la
vitamina B™ y las sales de acido cianhidrico, se realiza
con preferencia en presencia de un disolvente que favorezca
la ionizacion de la sal, por ejemplo alcoholes de uno a tres
carbono y mezclas de disolventes orgéanicos y agua en los
cuales sean solubles las materias analogas a la vitamina
N2 y la. sustancia que da iones cianuro. En la operacion
en gran escala la reaccién se realiza con la maxima conve-
niencia y economia en soluciéon alcalina acuosa.-

Al decir que se emplea un exceso de ion cianuro,
debe entenderse que esto significa mas de la cantidad por
debajo de la cual empieza a disminuir el rendimiento de la
vitamina pura.- Esta cantidad se determina mejor expe-
rimentalmente para cada material de partida bruto, porque
es evidente que la composicion de varios caldos y concentra-
dos puede variar considerablemente. También puede obtener-
se una aproximacion a la cantidad de ion cianuro requerida
midiendo la densidad éptica de una muestra de material a
tratar, empleando la luz de 5.500 jL de longitud de onda,
uno de los picos caracteristicos dé adsorcion para la vita-
mina pura B”~. EI valor obtenido, que representa color de-
bido a la vitamina B-~* cuando esta presente, mas el debido

a fas sustancias analogas a la misma, se calcula como vita-
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mina B~ potencial, Por cada mg., de vitamina pdcencial
asi calculado, es preferible usar aproximadamente de 0.6 a
2 mg., de ion cianuro, lo cual parece ser exceso considera-
ble.-,

Se comprenderd que hay ordinariamente muchas impu-
rezas no identificadas junto con las materias analogas a la
vitamina-B”~2* Oomo estas impurezas pueden también reaccio-
nar con ion cianuro, es preciso emplear un exceso suficiente
del ion para satisfacer sus requisitos, asi como lo bastante
para asegurar la conversién completa de las materias anélogas
a la vitamina B-~*"

Uuando se realiza una reaccién en soluciéon acuosa
empleando un cianuro metalico a pR alcalino, la formacion
del mencionado complejo de pUrpura es una indicacion visual a.

adecuada de que se ha afiadido un exceso de cianuro. EI com-

piejo purplUreo que se forma se convierte en vitamina B” aci
dificando la mezcla de reaccién a un pH de unos 5 o mas bajo.
Para la acidificacion pueden emplearse acidos comunes tales
como el clorhidrido, el sulfdrico y el acético.-

Debe entenderse que la cantidad de ion cianuro a
emplear para convertir materiales analogos a la vitamina B~"
en esta vitamina, depende primariamente del tipo de producto
deseado, uomo la adicion de ion cianuro en cantidades meno-
res qué la cantidad equivalente sobre una base molecular a
la cantidad de materias analogas a la vitamina presentes
produce una conversion parcial y proporcionada de dichas ma-

terias en la vitamina B-~' sera evidente que cantidades de

L1} *kr.

I -



ajas como un. 10% aproximadaﬁéﬁﬁé‘de la canti-
‘ dad reouerlda para reacclqnar eon.todas las materlas andlogas’

‘a la v1tamina 812 presentes preducirén un ventajoso aumento

~en el contenido en vitamina B delspraductorresultante. Pgra '

12 _
efectuar la conver316n completa de dichas materias en dicha

;;vltamlna, es‘lmportante usax.por 10 menos una cantldad de 16n

’?;cianuro équivalentefsobre'uﬁa1baagfmdlecular a la centidad de
mé%erias anélogés a 1a:vifamiﬁéfBié??rééénﬁés. Uémo antes se
ha indicado, las ventajas del presénﬁé:ihvento aplicadas a la

‘producclén comercial de’ v1tamina Bla son de dos clases, que in-
vcluyen un notable aumento en la’ recuperacién de v1tumina 312
de concentrados que la contengan en asociaclén con materias
'anélogas a: 14 mlama y también la elimin3016n de operaciones
‘dlficiles que de otro ‘modo - serian necesarlas para segarar la'
vitamlna By, de materias anélogas a 1& misma asociadas. Vlaro

'es que la-ﬁltimévde éstas ventﬁjas.solo puede'bonseguirse ple- 

nsménte si la oantldad de 1on clanuro empleada en la reaccxén -

es bastante para reacclonar con todas las.materias anélobaa a
lla v1tamina,Bla que . estédn presentes.' En la practlca real, la
eant;dad.preclsa de,dlchas materias presentes en una mezcla
7 8010 puede.dete;minarsé pbr ﬁrqcédimientos cémplicados y len-
tos, 5 por tahto la forma preferida de realizar la reaccién

sobre una base de producelén es emplear un excesc definido de

1on'clanuro para asegurar que se conv1ertan en v1tamina 312

"ftfdas sus materlas anflogas: -

clon&do por evaparaclén parcial a un pH écldo.‘ La evaporaci&n
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puede realizarse a temperatura tan alta como 50-602 0., y
con preferencia a presidon reducida. La evaporacion conti-
nua hasta que se ha separado virtualmente todo el exceso de
Cianuro de hidrégeno. Cuando un concentrado sélido se hace
reaccionar con cianuro de hidrégeno liguido o gaseoso, el
cianuro reaccionado puede separarse por evaporacién al vacio
0 a la presién atmosférica. Por otra parte, cuando se hace
reaccionar una solucién con cianuro, es a veces aconsejable
emplear una corriente de nitr6geno o aire para acelerar la
separacion del cianuro no reaccionado.-

Después de tratar con cianuro, acidificar (cuando
sea necesario) y separar el cianuro no reaccionado como cia-
nuro de hidrégeno, la mezcla de reaccion se sigue tratando
para obtener de ella vitamina B” pura. Se conocen varios
procedimientos para tratar mezclas que contienen vitamina
J&12 y obtener esta pura, y el presente invento no se limita
el uso de un procedimiento particular de obtencién. Uno de
estos procedimientos que puede emplearse de manera practica
para recuperar vitamina B~ comprende saturar una solucidn
de la misma con una sal inorganica (entre otras sulfato
amonico, cloruro sodico, sulfato sédico y sulfato aluminico)
y extraer la soluciéon saturada con alcohol Bencilico, secar
el extracto de este, por ejemplo, calentadandolo en el vacio
a unos 75-302 0., y afadir, éter a la solucién seca de alcq-
hol bencilico para efectuar la precipitacién de vitamina 12
bruta. Luego el precipitado se disuelve en agua saturada

con alcohol bencilico y que contenga como un 2-3% de &cido
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acético glacial. Esta solucion y aproximadamente un volumen
equivalente de agua saturada de alcohol bencilico se colo-
can en recipientes adecuados y se extraen sucesivamente con
porciones aproximadamente equivalentes de alcohol bencilico
saturado de agua. Estas extracciones, pueden hacerse con-
tinuamente o extrayendo sucesivamente las dos soluciones
primeramente mencionadas con de 6 a 8 porciones de alcohol
bencilico saturado de agua. Los extractos de alcohol ben-
cilico combinados se secan luego y se tratan con éter para
precipitar vitamina E”~ purificada. -Este precipitado puede
disolverse en agua y cristalizarse para obtener vitamina B~"™
de $5% aproximadamente de pureza, que es la preferida para
el uso clinico. Puede efectuarse ulterior purificacién re-
cristalizando de agua.-

Si el precipitado obtenido después de la extrac-
cion con alcohol bencilico no fuera lo bastante puro para
dar vitamina E de 95% o méas de pureza al cristalizar, el
precipitado puede purificarse més disolviendo en metanol,
adsorbiendo la vitamina E” de la solucién en una columna
de alimina activada, y desarrollando y lavando la columna
con metanol. EI rico efluente, al tratarlo con eter, da un
nuevo precipitado de vitamina Ei2 purificada. Alternativa-
mente, la ulterior purificacion puede hacerse repitiendo el
procedimiento de extraccién con alcohol bencilico. Debe en-
tenderse a este respecto que los residuos acuosos de la ex-
traccién con alcohol bencilico y las fracciones de lavado

bajas en vitamina E” contenidas en la operacion de purifi—
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cacion cromatografica pueden tratarse de nuevo con ion cia-
nuro como aqui se describe y someterse a nuevo procedimiento
para producir cantidades adicional.es de vitamina B "™ .-

La extraccion con agua y alcohol bencilico en con-
tracorriente arriba descrita se describe méas detalladamente
y se reivindica en la solicitud pendiente con esta de Rri&k
y-wiolf, n° de serie , presentada el

(caso n2 2782). Para comprobar la ca.ntidad de vita-
mina presente en varios concentrados intermedios y deter-
minar la misma antes y después del tratamiento con cianuro,
es necesario disponer de un procedimiento de ensayo. Hemos
descubierto que es ventajoso emplear una modificacién de la
extraccion con agua y alcohol bencilico en contracorriente *
como procedimiento de ensayo. Este se basa en un coeficien-
te de distribucion determinado experimentalmente para la vi-
tamina de 1.2 para el sistema aguaialcohol bencilico.-

Al realizar el procedimiento de ensayo, material
de contenido desconocido en vitamina se somete a una
distribucién en contracorriente de ocho placas entre porcio-
nes de igual volumen de agua y alcohol bencilico. Se ha
descubierto que las sustancias anélogas a la vitamina R”™ vy
otras interferentes tienen coeficientes de distribucién mu-
cho mas altos, y se hallardn en las tres primeras placas de
la distribucion. Adicionalmente, se encuentran presentes
en algunos casos sustancias de coeficiente de distribucidn
méas bajos, que se hallaran en las tres Gltimas placas de la

distribucién. La curva de distribuciéon de la vitamina,



en la placa cuairta. La densidad oprica
del contenido de la cuarta (o quinta) placa se mide a 5.500
i, y el valor obtenido representa color debido a la vitamina
t*12* Por comparacién con la densidad Optica de vitamina 0
pura * 63) puede calcularse el contenido en vitamina
de la placa. La placa CUarta contiene 29.1% (24.2% en
la quinta placad de la total vitamina presente en el ma-
terial desconocido. De esta manera se puede calcular la can-
tidad total de vitamina presente* Este procedimiento de
ensayo ordinariamente da un valor absoluto para la vitamina
*°12 ciando el material desconocido es alto en dicha vitamina,
esto es, superior a un 75% aproximadamente, segln la natura-
leza de las impurezas. Al disminuir la pureza, el procedi-
miento es menos seguro para determinar valores absolutos, de-
bido a las impurezas interferentes adicionales; el procedi-
miento de ensayo entonces indica la cantidad méaxima de vita-
mina presente. Materias brutas muy bajas en dicha vita-
mina yque contenga color interferente puede someterse a dis-
tribucidn en contracorriente con subsiguiente ensayo de LLD
la cuarta(o quinta) placa, en vez de medicion de color, y
la cantidad méaxima de vitamina B” presente se calcula luego
a base de 11.$00.000 de unidades LLD por mg., de vitamina
El siguiente es un método de realizar el procedimiento de en-
sayo anterior:
A cada uno de ocho tubos centrifugos de 15 mi., se

afiaden 5 mi. de agua saturada de alcohol bencilico. Al pri-

mer tubo se le afiade material sé6lido a ensayar en cantidad
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calculada para que contenga como 1-10 mg de vitamina B "™ .-
Luego se afiaden al primer tubo $ mi de alcohol bencilico satu-
rado de agua, se agita el tubo y las fases se separan por cen-
trifugacion. La fase mas baja (alcohol bencilico) se trans-
fiere al segundo tubo, donde el procedimiento se repite. EI
procedimiento se continua en cada tubo sucesivo hasta que la
fase de alcohol bencilico estd en equilibrio con el agua del
octavo tubo. Una segunda porcién de 5 mi de alcohol benci-
lico saturado de agua se hace pasar luego por cada tubo suce-
sivamente de igual manera, hasta que esta en equilibrio con
el agua del tubo séptimo. Este procedimiento se continla
con seis porciones mas de alcohil bencilico, después de lo
cual los ocho tubos contienen dos fases en equlibrio. Al
contenido del cuarto (o quinto) tubo se afiaden 10 mi de cloro-
formo, para transferir la vitamina B2 a la capa de agua. La
densidad d6ptica de la capa de agua se determina luego a 5.500
A en una celda de 1 cm. La cantidad total de vitamina Bp2
presente se calcula luego partiendo de este valor como se ha
descrito arriba.-

Los siguientes ejemplos muestran varios procedimien-
tos para tratar materiai similares a la vitamina B-~ con- idn
cianuro para convertirlas en ella, asi como indican el mayor
rendimiento de vitamina B~ obtenido al someter a reaccidn
con i6n cianuro mezclas que contienen vitamina Bgqg Y materias
analogas a ella. Paro debe entenderse que estos ejemplos se

dan con caracter ilustrativo y no limitativo.-

-16 -
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EJEMPLO l.

Preparacién preliminar de concentrado de vitamina B”"?.-

Unos 10.000 litros de caldo de fermentacién obtenido
de la elaboracién de una raza de S. griseus, y que da en el
ensayo 4.630 unidades por mi de actividad LLD se acidificaron
a pH 2.5 con acido fosférico, se sometieron a filtracién de
clarificacion preliminar con tierra de diatomaceas, se neu-
tralizar6n a pR 7-8 con hidroxido soédico y se filtraron de
nuevo con tierra de diatomaceas. Luego el filtrado se traté
con unos 44 kg de carbén vegetal activado para adsorber fac-
tores activos. Después de.separar por filtracién, el carbon
vegetal se agité con unos 200 litros de n-butanol durante 13
minutos. Se afadieron a la mezcla unos 150 litros de agua
y 12,3 kg de ayuda de filtro y la mezcla se agité 43 minutos.
Este lavado de agua y n-butanol se describe mas detalladamen-
te Yy se reivindica en una solicitud pendiente con esta de
Rriggs, Denkewalter y Hughey, de serie , presentada

(caso Ro 2.783).-

El s'lido se separdé por filtracién en una cesta cen-
trifuga y luego se lavdé varias veces en la centrifuga con un
total de unos 180 litros de agua que previamente se habian
saturado de butanol. El filtrado y los lavados se combina-
ron y se separaron las capas de butanol y agua. La capa de
agua, que contenia practicamente todo el material activo LLD

se filtr6 para separar las particulas finas de carbdn.-

A unos 220 litros de capa de agua filtrada obteni-

217 -
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dos se afadieron unos 60 litros de alcohol bencilico y 212,5
kg de sulfato aménico.; La mezcla se agité 15 minutos y lue-
go se dejé en reposo durante una hora. La capa de agua se
separ6 y se volvio a extraer con unos 38 litros de alcohol
bencilico. Los extractos de alcohol bencilico se combinaron
y secaron sobre sulfato sédico anhidro. El volumen de los
extractos secos era de unos 125 litros (el aumento de volumen
de debia a la presencia de butanol.-

La solucion de alcohol bencilico se cromatografio
luego en 20 kg de alimina activada. Cuando se hubo suminis-
trado toda la solucién a la columna, ésta se lavé con una mez-
cla de 1:2 de metanol y acetona hasta que el fluente era cla-
ro como agua. Luego la columna se desarrolld6 con metanol,
recogiendo todo el efluente que contenia coloraciéon roja como
fraccién rica. Se obtuvieron de esta 52 litros.-

El efluente rico sé concentré en el vacio a menos
de 353 0., hasta unos 2 litros y precipité por la adicién de
un volumen de acetona y cuatro volimenes de éter.-

El precipitado se extrajo a porciones con metanol
hasta que qued6é un residuo blanco. La densidad 6ptica de la
solucién de metanol, medida a 5*500 A, indicé un maximo de
416 mg de vitamina y materias analogas. Una parte ali-
cuota de la solucion de metanol se traté con éter para efec-
tuar la precipitacion y el precipitado se sometié a distribu-
cién en contracorriente de ocho tubos en el sistema alcohol
bencilico-agua. La cantidad méxima de vitamina presen-

te, determinada por el ensayo en contracorriente, fud de
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187 mg.-

Oonversion con cianuro de materias andalogas a la vitamina B/™MW-

El resto de la soiucién se dividiéo en dos partes y
una mitad se traté con éter pana precipitarla. El precipi-
tado se disolvié en unos 100 mi de agua. Se afiadieron 8 mi
de una soluciéon acuosa de cianuro potasico al 1%, agitando,
y la solucién se dejé en reposo unos 15 minutos. La solucién
se tratd luego con acido clorhidrico a un pH aproximado de 4.
Se afladieron 70 g de sulfato amoénico y la mezcla se extrajo
con porciones de 20 mi, 10 mi y 10 mi de alcohol bencilico.
Los extractos de éste se secaron calentando a 75-803 C., en
el vacio, y la solucién resultante se filtré y tratd con éter
para precipitarla.-

El precipitado se disolvié en 20 mi de agua previa-
mente saturada de alcohol bencilico y a la cual se habian
afladido 0.5 mi de &cido acético glacial. La solucion se
puso en un tubo centrifugo de 40 mi. A un segundo tubo cen-
trifugo de 40 mi se afiadieron 20 mi de agua saturada de alco-
hol bencilico. Luego se hicieron pasar por los dos tubos
en contracorriente siete porciones de 20 mi de alcohol benci-
lico saturado de agua, empledndose cada porcion de alcohol
bencilico para extraer primero el tubo -N2 1 y luego el tubo
N2 2. Luego las soluciones de alcohol bencilico se combina-
ron, se secaron calentando en el vacio y se trataron con éter
para precipitarlas. (Se observara que este procedimiento de

extraccion en contracorriente es equivalente a la distribu-

cibn en contracorriente para separar la vitamina Bp2 de cual-

- 19 -
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guiera materias analogas residuales. No es necesario mante-
ner separados los Ultimos tubos de la distribucién en contra-
corriente, porque en este punto todos contienen vitaminas B-"
esencialmente pura).-

El precipitado obtenido se disolviéo en 1.1 mi de
agua y se dejo cristalizar. Los cristales se separaron por
centrifugacion y se recristalizaron disolviéndolos en 10 mi
de agua, afiadiendo acetona (unos 120 jmi) hasta la turbiedad
y dejando en reposo la solucion. El peso de los cristales
obtenidos fuel2? mg (secos a 1003 O en el vacio)y mostré
una pureza de 95% en el ensayo de distribucién en contraco-
rriente. La identidad de estos cristales con la vitamina

~N12 autentica se comprobé por comparacion de las propiedades

fisicas Yy quimicas.- Los resultados se ven en el siguiente
cuadro:
t
i Comparacion del producto del procedimiento de cianuro con vitamina [
**12 autentica.- t
4
t Producto del ! !
i procedimiento ! Vitamina !
! del cianuro.- ! n I
Agua/ alcohol
1 !
bencilico ! 1.2 ! 1.2

S
t
I

t
!

: Absorcién

I
!
!
Indice de refraccién: i
i
!
!

| ]
Espectro de absorcién, nax. (A) 12780,3615,5500 12780,3610,5500
| |

infrarroja Ambos m aterialés cotresponden

en detalle
I

1.618 + 0.002 ;! 1.616 + 0.002.

1.650+ 0.002 ! 1.652 _+0.002

Y ' 1.668+ 0.002 1 1.664 +0.002



Fi\:

~95338

*

— AN n AB=9W533gaB?aKWisK ataanai?3fchsiaab53a=:"=:3asas:=:=y=3"s33B 3tsns535: = =:Machs=sMi=i=:0sh
N |

I, Comparacion del producto del procedimiento de cianuro con vitamina!

.Bi- auténtica.- !
12 [

11 ! !
1 Producto del ! !
1 procedimiento ! .Vitamina R." !
| a6 biamires ! <
! ' !
‘ Reaccién 6ptica -612 +9 ' 502 +9 .
. Comparacion de solubilidad La determinacién de la solubi- '
t lidad absoluta en solucion acuo!;
I sa asi como la solubilidad 1
! mixta en una solucion saturada !
de vitamina ~2 auténtica indi-!-
carén que ambos m ateriales eran!
idénticos.- ’
IH——j =330 3
La solucién acuosa restante de la distribucion en
contracorriente modificada que arriba-se describe se volvié
a tratar con cianuro potasico acuoso. La soluciéon se acidi-
20 fico de nuevo y luego se extrajo con solucién de 2:1 de tetra
cloruro de carbono y cresol (segun se describe y reivindica
en una solicitud pendiente con esta de Denkewalter, Malcolmson,
y Hughey, n2 de serie , presentada el
(caso n2 2779), y los extractos se trataron con
25 eter para precipitarlos. EI precipitado se disolvid en una

pequefia cantidad de metanol y se traté de nuevo con eter para

efectuar la precipitacion. EI precipitado se disolvio luego

- 21 -
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en 0.13 mi., de agua y se dejo6 cristalizar. Los cristales se
recristalizaron en una mezcla de agua y acetona. EIl peso de
los cristales obtenidos fua 47 myg., (secos a 1005 C., en el
vacio). Se comprobd que los cristales eran vitamina pura
al 73% en el ensayo de distribucién en contracorriente.-

Asi se obtuvo el equivalente de 153*3 mg., de vita-
mina B2 puré de unos 5*000 litros de caldo de fermentacion,
empleando el nuevo procedimiento.-

La segunda miCad de laenlucioh metandlica 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 omitid el cianuro, indicando que el tratamiento de cianuro
dié por resultado un aumento del triple en la cantidad de vi-
tamina B2 aislada.-

Ouando el procedimiento anterior se repite usando
cianuro amonico, borico y calcico en vez del potasico, los re-
sultados en cada caso muestran aproximadamente un aumento
triple en la cantidad de vitamina recuperada, debido al

tratamiento de cianuro.-

EJE_MP_L_O_I1~-

Un concentrado intermedio obtenido de la propaga-
cién de S. sriseus que contenia vitamina y sustancias
analogas a la misma, se purifico por distribuciéon en contra-
corriente entre agua y alcohol bencilico, empleando dos tubos
de agua y haciendo pasar por cada uno de ellos en sucesion,

en total de siete porciones de alcohol.bencilico, del modo



descrito en el ejemplo H- EI concentrado no se habia tra-
tado previamente, con cianuro. Luego el material purificado
en los extractos de alcohol bencilico se traté de nuevo para
obtener vitamina B-~ pura. Las capas de agua, que contenian
m aterias analoga a la vitamina B-_2 pequefia cantidad de
esta e impurezas desconocidas se combinaron y trataron con
éter, y se formdé un precipitado amorfo que se separd6 y secé.
Operando segun los métodos anteriores, este precipitado se
volvié a elaborar normalmente con otras fracciones agenas
para ofrecer una pequefia recuperacion adicional de vitamina

después de muchas operaciones de purificacion. Sin embar-
go, habia aun considerable pérdida de las sustancias activas
presentes.-

Una porcion del precipitado amorfo se tratdé para
fines comparativos y varias partes se trataron con cianuro
como sigue:

a) Una porcién del precipitado se disolviéo en agua
y se analizdé espectrograficamente.. Se observaron tipos de
absorcion a 3.610 & y 5.800 A. La solucién se sometié luego
a distribucién en contracorriente entre agua y alcohol ben-
cilico en la forma descrita en el procedimiento de ensayo.
Las mediciones de densidad Optica, en el quinto tubo de la
distribucidn en contracorriente.indicaron que Un maximo de
51% del total de vitamina y sustancias analogas presentes
era realmente vitamina Bg2' representando 0.112 mg., de vita-
mina por mg., de sélido originario.-

b) 10.5 mg., del precipitado amorfo se disolvieron



en 3 ml., de agua §lse aﬁaaieron 0.2 ml., de cianuro de hi-
drézeno 1£§gid9. La solucibn se dejdé en reposo corto tiem-
po ¥ luego sé'calentﬁ a 50-609 C., para separar el exceso éi
de cianuro de hidrégéﬁo. Los anélisis espectrogréificos de %
5 'la‘soluCién resultante mostraron'picos de adsoréiép a(3.610
%, 5.200 & y 5.500 &, indicando un cambio hacia elmésﬁeétro

de la vitaminé Bise. La solucibn se sometid a distribucién

en contracorriente entre sgua y alcohol bencflico. ILa medi-
cién de la densidad éptica de la solucién en el quinto tubo
10 - mostré que el 83.3% del total de vitamina ‘B, 5 y sustancias
’ anflogas preéentes era vitamina Bl2’ representando 0,220 ng.,
“de vitamina 312 por!mg., de,material'de partida; 0 sea un
aumento de 96%.- ‘ 7
c) 9,6 mg., del precipitado amorfo se disolvie-
151 ron en 2 ml.,*dé metanol y-aé afladieron 0.2 ml., de cianuro
de hidrégeno enhidro lfquido. DLa solucién se dejé 15 minu-
tos en reposo en un bafio de hielo y luego se éalent& a se-
quedad a 50-602 ¢.y El residuo se disolvié en agua y 16s
anflisis espectrogréficos mostraron picos de adsorcidn a

20 3.610 &, 5.200 & y 5.500 &, indicando un cembio hacia el

espectro de la vitamina B,,.-
La solucién acuosa se sometid a distribucién en I
contracorriente entre agua y alcohol bencflico., La medicidn

de la densidad éptica del material en el gquinto tubo mostré

25 - que el 81% del total de vitemina B, ¥ sustancias andlogas

era dicha vitemina, répresentando 0,219 mg., de vitamina

By, por mg., de material de partida, o sea un aumento de 95.5%. {

34 -
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Ratas partes adicionales del precipitado amorfo
se trataron con cianuro de hidrégeno anhidro liquido en eta-
nol, alcohol bencilico y solucién de cresol respectivamente,
en vez de en solucién de metanol. Se obtuvieron aumentos
del contenido en vitamina en todos los casos, siendo los
aumentos del mismo orden de magnitud que los obtenidos em-

pleando metanol.-

d) 10,8 mg., de precipitado amorfo se mezclaron

a fondo con 2.2 mi., de cianuro de hidréogeno anhidro liquido
y se dejaron, en reposo hasta que el cianuro de hidrégeno se
hubo evaporado. EI residuo se disolvié en agua Yy los anéa-
lisis espectrogréaficos de la solucion resultante mostraron
picos de adsorcién a 3*610 R, $.200 A y 5.300 A, indicando
un cambio hacia el espectro de la vitamina 8*2* La solucién
acuosa se someti6 a distribucién en contracorriente entre
agua y alcohol bencilico, La medicién de la densidad 6pti-
ca del quinto tubo indicé que el 81% del total de vitamina
B2 Y sustancias anélogas era dicha vitamina, representando.
0.178 mg., de vitamina B-.2 por mg., de material de partida,

0 sea un aumento de 77%*-
EJEMPLDO .-

Unos 13.500 litros de caldo de fermentaciéon de
varias tandas obtenidas de la propagacion de una raza de
3. griseus se sometieron al tratamiento mediante adsorcién
con carbéon vegetal, lavado con butanol y agua, extraccidn

con alcohol bencilico, cromatografia y precipitacion como
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Q,se describe en el eje Pl 9,"Los sﬁlidos'precipitadds se

'extraaeron con’ metanol haaﬁa Qque: quedé un residuo blanco.

La den31dad éptica de. la solucién metanélica obtenida, medi-
da a 5. 500 ﬂ ¥ comparada con el valor de la V1tam1na pura
812 1nd1c6 que habla presentes 540 ng., de V1tam1na B
sustancias anélogas. A la solucién metandlica se aﬁadlé ace-
tona y.eter para precipitarla hasta que los liquldos no te-
nian coloraclén T0S8 .~

El preolpitado se disolvi& en 300 ml., de agua y

se ajustd a pH 8 aproxlmadamente con solucidbén acuosa de hi-

: ‘dréiido,SSdico. A esta solucién se ailadieron 2.7 g., de

.cianuro sédico .y la solucibn se dejé en reposo, con alguna

agitacién, durante 45 minutos. . (La solucidn tenfa color de

plrpura que indicaba haberse aﬁadido un exceso definido de

.cianuro)ﬁ Luégo la SOIuciGn ée aéidifi¢6 a pH 3 aproximada-
' ‘menue ‘con éC1do clorhidrlco y se hizo pasar nitrégeno por la
; - solucidn para separar el cianuro ‘de hidrééeno. Se aﬁqdleron,

210 g., de sulfatOsaménleo a la solucién, y se extrajo cohv_’

porciones de 50 ml., 25 ﬁi., e5 ml., 25 ml,, y 10 ml., de
alcohol bencilico,_los.extractos se secaron calentando a

75-80¢2 C., en el vacifo, y los extractos secos se filtraron

‘por un embudo de vidrio concrecionado. Se afiadib eter al

~ filtrado para precipitarlo.-

El precipitado se disolv16 en 100 ml., de agua a
la que sé.habian.anadldo 2 mlx,_de écldo écetlco zlacial, ¥
en un segundo tubo sg pusieron 100 ml., de agua saturada de

alcohol bencflico. Se realizd un procedimiento de ?urifica—-
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ciéon por distribucién en contracorriente modificado, haciendo
pasar siete porciones de 100 mi., de alcohol bencilico satu-
rado de agua por cada tubo en sucesién, como se describe en
el ejemplo I, y los extractos de alcohol bencilico se combina-
ron después de separarlos del segundo tubo. Los extractos
combinados se secaron calentando a 75-80% C., en el vacio.
Se afadio eter a los extractos secos para la precipitacion.-
El precipitado se disolvio en metanol y se cromato-
grafio sobre alimina activada, desarrollando la columna con
metanol. EI rico efluente se traté con eter para efectuar la
precipitacion. Las fracciones de cola de la cromatografia,
que contenian color a 5*500 A, que calculado como vitamina
era equivalente de unos 90 mg., de la misma, se separaron,
para nueva elaboracién. EI precipitado se disolvié en 1,9 mi.,

de agua y se dejo cristalizar. Los cristales rojos se disol-

vieron en 20 mi., de agua y la solucién se filtr6. Se emple-
aron 20 mi., mas de agua para lavar* el equipo y se afiadieron
a la solucién. Se afadieron 520 mi., de acetona y sobrevino

cristalizaciéon. Los cristales se separaron por centrifugacién,
se lavaron con acetona y se secaron a 569 O., en el vacio.
Se obtuvieron 324,7 me., de cristales rojos. Una muestra de
los cristales perdié el 5% de su peso al secarse a 100° U.,
Se vié que la muestra seca era vitamina B~g pura al 94%, por
el ensayo de distribucién en contracorriente, indicando una
recuperacién de 290 mg., de vitamina B” pura.-

Se descubrié que se obtenian virtualmente los mismos

resultados cuando el tratamiento con cianuro se realizaba en
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solucion acuosa de metanol y de etanol.-
JEMPLO 1v.-

El tratamiento de cianuro para convertir én vita-
mina IsLS materias andalogas a ella se aplicé a caldo de
fermentacion y se hizo una evaluacion de la conversién usan-
do el procedimiento de ensayo en contracorriente. 3 litros
de caldo de fermentacion obtenidos de la elaboracién de una
raza de S. Oriseus se trataron con 2.1 g., de cianuro sédi-
co disuelto en una pequefia cantidad de agua. La soluciéon se
agité durante dos horas y se llevé a pH 4 con 4acido clorhi-
drico concentrado. Se aplic6 vacio de modo que el aire bur-
bujed por la solucién durante la noche. Se afiadieron a la
solucién 2.150 g., de sulfato amdnico y 30 mi., de alcohol
bencilico. La mezcla se agité y dejo sedimentar y se extrajo
la capa de alcohol bencilico. La capa acuosa se volvio a
extraer con una porcion de 20 mi., y 3 porciones de 10 mi.,
de alcohol bencilico. La capa de agua agotada que no* conte-
nia actividad LLD se desechd. Los extractos de alcohol ben-
cilico combinados se diluyeron con 2 volimenes de cloroformo
y se extrajeron con tres porciones de agua de 5 mi., 10 mi.,
de la solucién acuosa, que contenian unas 300.000 LLD unida-
des por mi., se sometieron a una distribucién en contraco-
rriente de ocho placas con alcohol bencilico, usando fases
de 10 mi. Los resultados de la distribucién en contracorrien-

te se ven en el cuadro siguiente:-

Idéntico tratamiento se realizé con tres litros del
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m$smo caldo, salvo que no se afiadid cianuro sodico. La solu-
cion acuosa primitiva obtenida por extraccién con alcohol ben
cilico se sometidé de nuevo a distribucidon con contracorriente
de alcohol bencilico. Los demas resultados se ven en el cua-

dro

Efecto del cianuro sodico en la conversion de la actividad
LLD en caldo den vitamina #12**" (Resultados del ensayo de
distribucién en contracorriente en el sistema alcohol ben.ci- !

lico y agua.)

i

Distribucidén por ciento !

!

------- !

! Caldo 6aldo ' Vitamina !

Tubo No sin ! !
i tratar . —tratado. : B12 pura t

atas ! a*.s g:satlsa*)wa*atoaste s,asa,SSS"!SE’\ !

1 ! 28.7 1 ! 1.4 !
1 - 1 A

I * ] 1 :

2 : 19*1 i 6.1 { 8.3 i
3 i 23.4 ' 29.0 : 20.9 t
l 1 1 -
4 ) 15.5 ! 29.2 { 291 t
5 ) 5.4 gy 20.9 ! 24._2 f

6 i 3*9 1 11.2 i 12.1

1 1 i )

7 ! 2.6 % 2.6 ! 3-3 i
: ! i I

8 : 0.7 0.9 L 0.4

*st3*S13as&s*3*=*ct*3Bilt;*3H<at*!*:zw *sta:*cz attnn

El cuadro anterior muestra un marcado cambio en la
conducta de distribucion en contracorriente de la actividad

LLB hacia la conducta tipica de la vitamina 8™2 después de

- 29 -
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tratar el caldo con cianuro sédico. Por los datos anteriores
no es posible calcular exactamente las cantidades de vitamina
contenidas en los caldos tratados y sin tratar. Sin em-
bargo, se vera que la distribucién del caldo tratado es dife-
rente de la del caldo sin tratar y muy similar a la de la vi-
tamina pura. Ademés, es evidente que la actividad del
caldo tratado en el cuarto tubo (que muestra un contenido
méaximo de vitamina es casi doble que la del caldo sin

tratar.-
EJEMPLO V.-

Se obtuvo un caldo de fermentacién en la propaga-
cion de una raza de S.griseus. 100 litros del caldo se aci-
dificaron a pH 2.5 empleando &4cido clorhidrico. Luego el
caldo se tratdé con 220 mg., de cianuro sdédico, y la tanda se
agité durante 10 minutos. Se afiadieron 100 g., de tierra de
batan y 100 g., de tierra de diatoméaceas. EI lodo resultante
se agitdé 30 minutos, y el adsorbido se separdé por filtracién
y secé a 503 0.- Este adsorbido mostré6 una actividad de -
483.000 unidades por g., cuando se comprobd sobre 1. lactis
Dorner por el ensayo de taza y se comprobd que favorecia el
crecimiento de los pollos.-

Virtualmente todo el material activo del caldo es
adsorbido por el tratamiento con tierra de batan en las con-
diciones descritas, domo el contenido en vitamina B~ del
caldo aumenta notablemente por el tratamiento con cianuro,
como se ve en el ejemplo IV, aumenta proporcionalmente el

contenido en vitamina Bp2 del adsorbido asi preparado del cal-
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do tratado.-
EJEMPLDO TI.-

4 mg., de vitamina B-"a* mostraban maximos en
el eapectro de adsorcién a 2.750 A, 3.520 Ay 5,300 A, y 42
mg., de cianuro potasico se disolvieron en un mi., de agua.
La soluciéon roja cambié inmediatamente a una solucién de co-
lor de purpura al afadir el cianuro potéasico. EI espectro
de absorcién de esta solucién mostr6 méaximos a unos 2.780 &,
3.700 &, 5.400 &y 5.800 &, lo cual es lo mismo que el espec-
tro dado por una solucién de vitamina cuando se trata con
cianuro potésico. Al cabo de un minuto aproximadamente la
soluciéon de color de purpura se ajusté a pH 4-5 con 3-4 gotas
de &cido clorhidrico diluido, con lo cual el color de la so-
lucién cambié a rojo.-

Esta solucién se equilibré con 1 mi., de una solu-
ciébn de o-cresol y tetracloruro de carbono (2.5 de volumen)
saturado con agua. Después del equilibrio sola se encontré
un vestigio de color en la capa de cresol y tetracloruro de
carbono. Esta solucion de cresol y tetracloruro de carbono
se extrajo luego nueve veces con porciones de 1 mi., de agua
saturada de o-cresol y tetracloruro de carbono, lo cual sepa-
ré6 una cantidad muy pequefia de material coloreado. Luego la
solucioh de cresol y tetracloruro de carbono se diluyd con
10-12 voliumenes de dicho tetracloruro y el producto se extra-
jo agitando con tres porciones de 1 mi., de agua. Los extrac-

tos acuosos se combinaron y lavaron cuatro veces con porciones
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de n mi., de éter para separar vestigios de disolventes. La
solucién acuosa resultante de vitamina B~ se evapordé a se-
quedad en el vacio a 25-302 O. EI residuo se disolvié en
unos 0.25 mi., de aguay la solucién se diluyé luego con unos
100 volimenes de acetona. Después de menos de media hora,
empezaron a formarse en la solucion finas agujas rojas de vi-
tamina B-~* La solucion se dejé en reposo unas 20 horas y
los cristales se separaron por centrifugacién, se lavaron 3-4
veces con porciones de 1 mi., de acetona y se secaron; ren-
dimiento 2.4 mg. EI espectro de absorcién de estos cristales
de vitamina B~ mostr6 maximos a 2.780 A (E - 112,
3.610 A = 193) y 5.500 A (E - 60). EI material

era vitamina B~ esencialmente pura.

EJEMPLO VII.-

4 mg., de vitamina Rp2b ~ ~ mg., de cianuro pota-
sico se disolvieron en 1 mi., de agua. A cosa de un minuto
la solucién purputrea se regulé a pH 4-5 con 3—4 gotas de acido
clorhidrido diluido. Esta solucién se equilibré6 con 1 mi.,
de una solucién de o-cresol y tetracloruro de carbono (2-5
de volumen) saturada de agua. Después de equilibrar, solo
un vestigio de color se encontré en la capa de cresol y te-
tracloruro de carbono. Esta solucion de eresol y tetracloru-
ro de carbono se extrajo luego nueve veces con porciones de
1 mi., de agua saturada de o-cresol y tetradloruro de carbono,
lo cual quitdé una cantidad muy pequefia de materia coloreada.

La solucién de cresol y tetracloruro de carbono se diluyé

RUENTS
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luego con 10-12 voliumenes de tetracloruro de carbono y el pro-
ducto se extrajo agitando con tres porciones de 1 mi. de agua.
Los extractos acuosos se combinaron y lavaron cuatropees con
porciones de 1 mi. de éter. La solucion acuosa de vitamina
R™2 se evaporé a sequedad en el vacio a 25-305 u. EI residuo
se disolviéo en unos 0.25 mi., de agua y luego se diluydé con
unos 10 volimenes de acetona. Después de menos de media hora
empezaron a formarse en la solucion finas agujas de vitamina
~N12* N solucion se dejé en reposo unas 20 horas y luego los

cristales se separaron por centrifugacién, se lavaron 3-4 ve-

ces por porciones de 1 mi., de acetona y se secaron; rendimien-
to, 3*3 mg., Los enpectros de absorcion de los cristales de
vitamina mostraron maximos a 2.780 A (E = 115), 3.610
A E = 188) y 5.500 A (E N **59).  Si producto era
vitamina virtualmente pura.-

EJEMPLO VIll.-

3v4 mg., de vitamina B~c y 38 mg., de cianuro pota-
sico se disolvieron en 1 mi., de agua. Oosa de un minuto des-
pués la soluciéon purpirea se regulé a pH 4-5 con 3-4 gotas de
acido clorhidrico diluido. Esta solucién se equilibré con 1
mi., de una solucion de o-cresol y tetracloruro de carbono
(2:5 de volumen) saturada de agua. Después de equilibrar, se
encontré6 en la capa de cresol y tetracloruro de carbono solo
un vestigio de color. Esta solucion de cresol y tetracloruro
de carbono se extrajo luego nueve veces con porciones de 1 mi.,

de agua saturada de o-cresol y tetracloruro de carbono, lo cual
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separd una cantidad muy pequefia de material coloreado. Luego
la soluciéon de cresol y tetracloruro de carbono se diluydé con
10-12 volumenes de tetracloruro de carbono, y el producto se
extrajo agitdndolo con tres porciones de 1 mi., de agua. Los

extractos acuosos se combinaron y lavaron cuatro veces con

porciones de 1 mi., de éter. La solucion acuosa resultante
de vitamina B 2 evaporé a sequedad en el vacio a 25-309 0.
El residuo se disolvié en unos 0.25 mi., de agua y se diluyé

con unos 10 voliumenes de acetona. Después de menos de media
hora empezaron a formarse finas agujas rojas de* vitamina

en la. solucién. Esta se dejo en reposo unas 20 horas, y los
cristales se separaron por centrifugaciéon, se lavaron 3-4 ve-
ces con porciones de 1 mi., de acetona y se secaron; rendi-
miento: 2.3 mg.. Los espectros de absorcién de los cristales
de vitamina mostraron maximos a 2.780 A (E - 115),
3.610 i (E . 198), y 5.500 A (E - 61). EIl material,

era vitamina B~ esencialmente pura.-

EJEMPLO 1X.-
2 mg., de vitamina B~d ~ mg.) Ue cianuro pota-
sico se disolvieron en 1 mi., de agua. A cosa de un minuto

la solucién purplrea se ajusté a pH 4-5 con 3-4 gotas de acido
clorhidrido diluido. Esta solucién se equilibré6 con un mi.,
de una solucion de o-cresol y tetracloruro de carbono (2-5 de
volumen) saturada de agua. Después de equilibrar, no se en-
contr6 en la capa de cresol y tetracloruro de carbono sino

un vestigio delcolor. Esta solucién de cresol y tetracloruro
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de carbono se extrajo luego nueve veces con porciones de 1 mi
de agya saturada de o-cresol y tetracloruro de carbono, que
separé una cantidad muy pequefia de material coloreado. La
solucién de cresol y tétracloruro de carbono se diluyé luego
con 10-12 voliumenes de tétracloruro de carbono y el producto
se extrajo agitando con tres porciones de 1 mi de agua. Los
extractos acuosos se combinaron y lavaron cuatro veces con
porciones de 1 mi de éter. Las soluciones acuosas de vita-
mina Bg2 se evaporé a sequedad en él vacio a 25-303 c,, EI
residuo se disolviéo en unos 0.25 mi de agua y luego se dilu-
yo6 con unos 10 volimenes de acetona. Después de menos de
media hora se empezaron a formar en la solucién finas agujas
rojas de vitamina ~12* La solucién se dejo en reposo duran-
te unas 20 horas y luego los cristales se separaron por cen-
trifugacion, se lavaron 5-4 veces con porciones de 1 mi de
acetona y se secaron; rendimiento, 1.1 mag. Los espectros de
absorcion de los cristales de vitamina mostraron mAaximos
a 2790 & (Ej-~ , no), 3,610i (]~ =196) y 5500 R (E

60). El producto era esencialmente vitamina B~ pura.-

EJEMPLO X.-

Se prepar6 una solucién acuosa de cianuro de hidré-
geno destilando una solucién de 50 mg., de cianuro sodico en
20 mi., de &cido sulfdrico al 5%. El destilado se afiadi6 a
una solucién de 4.2 mg., de vitamina B-"~a(“isjLn.ariamente el
material mostré maximos de absorcion 2.750 R~j5,540 R y 5.300

R) en 3&1.* de agua. Al cabo de unos cuantos minutos a la
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temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se concentro a
sequedad. El residuo, disuelto en 0.3 mi., de agua y trata-
do con 5 mi*! de acetona deposité6 3*4 mg., de tipicos crista-
les aciculares rojos de vitamina Eg2' Que mostraron maximos
de absorcién a 2.780 A, 3.610 y 3.300 .-

Ouando las vitaminas -B-"b' y Bi2d se hicieron
reaccionar con cianuro en la forma descrita en el eje~lo 10
se obtuvo un producto cristalino rojo que mostraba los espec-
tros de absorcién caracteristicos de la vitamina esto es,
méaximos a 2.780 i, 3.610 i y 5500

Varios cambios y modificaciones en los procedimien-
tos anteriores se les ocurrirdn a los profesionales; y en la
medida en que dichos cambios y modificaciones estdn comprendi-
das en las reivindicaciones anexas, debe entenderse que cons-
tituyen parte de nuestro invento.-

La presente solicitud que corresponde a la presenta-
da en los Estados Unidos de América con fecha 13 de noviembre
de 1.949, bajo el namero 127.319) se acoge a los beneficios
del articulo 31 del vigente Estatuto-Ley sobre Propiedad In-

dustrial

-ROTA

Los puntos de invencidon propia y nueva que Sse presen-
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tan para que sean objeto déuésta solicitud de Patent; ¢e Inven—
cién en Espafia por VEINTE afios, son los siguientes: ‘

10.,- Unm. prooedimiento que comprende hacer reaccio—
nar~materiqs anélogas a la vitaming 312 con una sustancia que
dé iones. cianuro para convertir diches materias en vitamina
Bloem

28.- Un procedimiento gue comprende hacer reaccio-
nar uné,mezcla que contiene vitamina By, y materias anéiogas
a ella, obteﬁidas por la propaggdién de un microérganismo que
produce vitamina By, en un medio de cultivo adecuado con una
sustancia que da iones cianuro, para convertir asi en mis vi-
tamina Blom las citadas materias anilogas a ella.-

39.- Un procedimiento segin se reivindica en el
punto 22, en el cuai la mezcla de bartida es el caldo fermen-
tado producido en la propagacién de dicho microorganismo.-

4o,- Un procedimiento segin se reivindica en el
punto 22, en el cual la mezcla de parti&a es hna solucién con-
centrada de v1tam1na B1,> y materias andlogas a ella.-

50,- Un procedimiento segin se reivindica end
punto 22, en.el cual_la mezcla de partida es un concentrado
s6lido de vitamina Bj, y materias andlogas a ella.-

60,- Un procedimiento segin se reiviﬁdica en el
punto 1¢, en el cual se emplea un exceso de las sustancias qﬁe
‘da.iones cianuro.-

7¢ .- Un pfocedimiento segin se reivindica en el
punto 12, en el cual se emplea un exceso de la sustancia gme

da iones cianuro, y después de terminéda la reaccibn se dis-

-'37 -




pO

15

20

25

190 195333

pone un pH acido en la mezcla de reaccién y el cianuro no reac-
cionado se separa como acido cianhidrico gaseoso.-

8°.- Un procedimiento segun se reivindica en el
punto 12, en el cual se emplea una soluciéon acida de la mezcla
de reaccién para recuperar de ella vitamina Bpg.-

93.- Un procedimiento segin se reivindica en el
punto 12, en el cual la sustancia que da iones cianuro es una
sal ionizable del &cido cianhidrico.-

100.- Un procedimiento segln se reivindica en el
punto 13, en el cual la sustancia que da iones cianuro es un
cianuro de metal alcalino.-

119.- Un procedimiento segin se reivindica en el
punto 1°, en el cual la sustancia que da iones cianuro es cia-
nuro sédico.-

129.- Un procedimiento segin se reivindica enél
punto 19, en el cual la sustancia que da iones cianuro-es cia-
nuro amoénico.-

133.-  Un procedimiento segtn se reivindica en el
punto 19, en el cual la sustancia que da iones cianuro es Aaci-
do cianhidrico.-

143.- Un procedimiento segin se reivindica en el
punto 19, en el cual la sustancia que-da iones cianuro es &aci-
do cianhidrico formado in situ por reaccién de un cianuro me-
talico y un acido.-

159.-  Un procedimiento segin se reivindica en el
punto 19, en el cual la reaccién se realiza en presencia de

un disolvente que favorece la ionizacion de la sustancia que
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da iones cianuro, disolvente seleccionado de la clase compues-
ta por agua, alcoholes de uno a tres de carbono, y mezclas di-

solventes acuoso-orgénicas en las cuales son solubles las ma-

terias analogas a la vitamina y la sustancia que da iones
cianuro.-

162.-
punto 1°, en el

173:-

punto 12, en el
holico.-

182.-
punto 12, en el
anhidras usando
analogas a la v;

19° .
punto 1°, en el
vitamina hp2a*"

202.-
punto 12, en el
vitamina Bl2b-*

212 .-
punto 12, en'el
vitamina g|2c*-

222 .-
punto 12, en el

vitamina gjod .-

23° .-
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nar materia"anédloga a la vitamina Bl12 con una cantidad de una

sustancia que da iones cianuro virtualmente equivalente, sobre
una base molecular’, a la cantidad .de materia analoga a la vita-
mina B12 empleada”™ para convertir asi dic”o materia en esta 0l-

tima vitamina.-

24s .- Un procedimiento seguin se reivindica en el
punto 235, en el cual la materia analoga a la vitamina es
suministrada como una mezcla que contiene vitamina y mate-

rias andalogas a la misma, obtenidas por la propagacién de un
microorganismo que produce vitamina B12 en un medio de cultivo
adecuado.-

i 233.- Un prodedimiento segun se reivindica en el
punto 233, en el cual la reaccién con una cantidad virtualmen-
te equivalente de sustancia que da iones cianuro se asegura
empleando un exceso de dicha sustancia, y luego el cianuro no
reaccionado se separa disponiendo una mezcla de reaccion aci-
da y descargando de ella acido cianhidrico gaseoso.-

26°.- Un procedimiento que comprende hacer reaccio-
nar materia anéloga a la vitamina con una sustancia que da
iones cianuro para convertir asi dicho material en vitamina
i*12 y luego adsorber esta Gltima en un adsorbente sélido.-

2y~ .- Un procedimiento para la produccién de vita-
mina

Tal y como se ha descrito.en la Memoria que antecede

y para los fines que se han éspacificado.-
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La anterior Memoria consta de cuarenta hojas y la

presente escritas a maquina por una sola de sus caras.-
Madrld1q“evw
| ¢ 7P, a,

» Flzobury
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