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PATENTE DE INVENCION

a favor de
KERCH &CO*, IN5+ — de nacionalidad norteamericana - domici-
liada en liAHWAY (New Jersey, E.U+) 126 East Lincoln Avenue,
por:
" Procedimiento para separar las substancias activas en

vitamina B2 las impurezas que las acompafan

Memoria Descriptiva

Esta invenciéon se refiere al tratamiento de con-
centrados conteniendo substancias activas en vitamina &
fin de separar sus impurezas y conseguir un rendimiento o re-

cuperacion practicamente cuantitativo de las substancias ao—
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tivas bajo la forma de vitamina B”g* Mas especialmente se
refiere esta invencidn a procedimientos para el empleo de
productos de cambio anidnico en el tratamiento de concentra-
dos conteniendo substancias activas en vitamina B”g & fin

de efectuar la separacioén de las impurezas y obtener dichas
substancias activas bajo la forma de vitamina B”™p*

Se han descrito ya varios procedimientos para el
tratamiento de concentrados conteniendo substancias activas
en vitamina obtenidos a partir de higado o de los pro-
ductos de fermentacién producidos por el desarrollo de agen-
tes productores de la vitamina en medios de cultivo con—
venientem* Por ejemplo, se encuentran ya descritos en la li-
teratura procedimientos para la obtencidén de dichos concen-
trados a partir de la anahemina (un extracto de higado que
se encuentra en el comercio) asi como procedimientos para la
obtencidn de concentrados conteniendo substancias activas
en vitamina N partir de los productos de fermentacion
producidos por el S+aureofaciens y S,griseus+ Estos dlti-
mos procedimientos pueden igualmente aplicarse a la prepa-
racion de Concentrados de vitamina B-~ & partir de los pro-
ductos de fermentacion obtenidos en el cultivo de Mycobac—
terium smegmatis, Pseudomonas lumichroma, Alternaria ale—
vacca, Baoillus megatherium, Alkaligenes faecalis, Strepto-—
mices fradine y otros organismos productores de vitamina
BI2*

Bajo la denominacidén de substancias activas en
vitamina se sobreentiende la propia vitamina B"p, com-
puesto reconocido actualmente como un complejo de cobalto
conteniendo un grupo CN caracteristico, asi como complejos
de cobalto intimamente relacionados con 6l y a los que po-

demos considerar como analogos a la vitamina B”"g y que se
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distinguen de ella por contener algdn otro grupo caracterfs-—

tico o anidén en lugar del grupo CN., Los concentrados de

substazclas activas en vitamine B,, derivados del hfgado y

12
de los proiuctos de fermentaocidn contienen generalmente uno
o mds de los complejos o andlogos citados, ademds de la pro-
pia vitamine B,, y es tanbién posible comvertir por reaccio-
nes qufimicas lz vitamina Byo en los citados complejos y and-
logos.

Los procedimientos hasta ahora utilizables para
la obtencién de la vitemina By, & partir de los concentra-
dos conteniendo substancias activas en vitamina 312 sSon com-

plicados y engorrosocs y comprenden generalmente repetidas

extracciones con diferentes disolventes, concentracién de

extractos, distribuidén en contracorriente entre diferentes di-

solventes como el agua y el alcohol bencilico y precipita—
0ién repetida de substanciz activa de la solucién por medio
de disolvente, como la acetona, que no disuelven a la vi-
tamina Byo, antes de que se consiga un producto suficiente-
mente purificado para obtemner la vitamina Byo cristalizada,
En estos procedimientos Se multiplican los problemes poxr

la presencia de andlogos a la vitamina B;5 debidos & las ca-
racterfsticas de solubilidad de la vitamina By, ¥ de sus di-

versos anflogos., Es posible simplificar prdcticamente estos

- procedirientos tratando 1los concentrados conteniendo subs-

tancias actives en vitamina By, por una substancia que puede
faciliter el ion cianuro a fin de convertir prdcticamente to-
des las substancias activas a la forms de vitaudna 312. In-
cluso cuando toda la actividad del concentrado se debe a la

verdadera vitamina Blé la gran cantidad y la néturaleza cOome
plejé de las impurezas hacen que el procedimiento de recupe-

racién resulte engorroso y poco eficaz,e

/

/
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Hemos descubierto que es posible acortar y sim-
plificar en gran manera la obtencién de la vitamina B-" s
partir de concentrados de substancias activas en vitamina
N12 Por nuevos procedimientos que comprenden el tratamiento
de las soluciones de dichos concentrados por productos de
cambio anionico* Las substancias activas, es decir: la
vitamina y sus analogos que puedan encontrarse presen-
tes en el concentrado no son normalmente adsorbidos en can-
tidad apreciable por medio de los productos de cambio anio-—
nico, ada cuando se ha observado que una porcién de las
impurezas, entre 5 a 20% del sélido total puede ser adsor-
bida* Sorprendentemente, hemos descubierto, sin embargo,
que en presencia de un manantial de #on cianuro, cuando la
solucién de substancia activa se pone en contacto con el
produoto de cambio anionico, se produce una gdsorcion abun-
dante y a menudo casi cuantitativa del material activo*
Hemos observado ademas, que la substancia activa asi adsor-
bida puede recuperarse por lavado o levigacioén del produc-
to de cambio anionico con un agente de levigacion acido y
que las substancias activas presentes en el levigado se en-
cuentran principalmente en forma de la verdadera vitamina
/\12*

A pesar de que no se conoce el mecanismo exac-
to de esta adsorcidn parece que en presencia de cianuro se
forma un complejo, producto de cambio anionico-cianuro—
vitamina B-~* Parece también que pueden formarse al mismo
tiempo complejos andlogos* Simultaneamente, sin embargo,
el cianuro actda convirtiendo en vitamina B~ los analogos
de la vitamina B~ <&Re pudieran encontrarse presentes re-
sultando de ello que la mayor parte de las substancias ac-

tivas son adsorbidas como vitamina BN*
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El grado de adsorcién depende de diferentes fac-
tores incluyendo las caracteristicas del producto de cam-
bio anionico, la naturaleza de las Impurezas presentes en
la solucion y la forma de introducir el ion cianuro en el
sistema. Estos puntos se trataran luego con mayor detalle,
pero por lo que se refiere a la forma de introduccion del
ion cianuro en el sistema debemos observar que el cianuro
puede ser introducido o bien por un tratamiento previo del
producto de cambio anionico por un cianuro capaz de ioni-
zarse o por adicién de un cianuro capaz de ionizarse a la
solucidén de substancia activa antes de ponerla en contacto
con el producto de cambio anionico o por ambos medios a la
vez.

En la fase de adsorcién la mayor parte de impu-
rezas presentes en la soluciédn inicial o de partida se se-
paran con el liquido fluyente, pero algunas impurezas, es
decir: las adsorbidas por una resina de cambio anionico pue-
den ser tambidn adsorbidas en presencia de oianuro y la ca-
pacidad de la resina para la adsorcién de la vitamina B"g
puede ser reducida en la proporcidén en que dichas impurezas
son adsorbidas. Es preferible, por lo tanto, someter la
solucion de substancias activas, antes de la adicion de cia-
nuro, a un tratamiento previo con un producto de cambio anio-
nico a fin de adsorber de la solucidn las impurezas que pue-
dan estorbar la adsorcién de la vitamina B"g*

El contacto de la solucion de las substancias ac-
tivas en vitamina B”g con el producto de cambio anionico en
ausencia de cianuro, tal como se ha dicho, es iIndependiente-
mente ventajoso como medio para separar impurezas y especial-
mente impurezas coloreadas de la solucidén de substancias ac-

tivas en vitamina B“g. Se ha observado especialmente, que
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las fases finales en la obtencidn de cristales de vitamina
B, pueden simplificarse tratando una solucién de material
cristalizado en bruto con wn producto de cambio anionico =
fin de separar las impurezas perjudiciales y de color,
Desde otros aspectos mds auzplios esta invenoidn

se refiere a nuevos procedimientos para la purificacidn de

- la vitanina By, que comprenden el poner en contacto la so-

lucidn de substancias activas en vitamina By, e impurezas
con un producto de caubio anionico y separar de la solucién
residual los adsorbidos resultantes, efectuando asf, en au-
Sencia de ion cianuro, una separacidn parcisl de impurezas
en el adsorbido y, en presencia de ion clanuro, una separae
cidn de las substancias sctivas en vitamina By, en &1 ad-
sorbido, '

En la préctica de este nuevo procedimiento de pu—
rificacibén puede partirse de concentrados conteniendo subs—
tancias activas en vitamina 312 derivadas de diversos orige—
nes como el higado, productos de fermentacién, o soluciones
madre, aguas de lavado y otros sub-productos de los proce—
sos de obtencidn de la vitamina Bypoe Estos procedimientos

pueden emplearse ventajosamente con concentrados iniciales

de una rigueza relativamente elevada en vitamina By o, oomo

son los concentrados conteniendo de 25 a 50% o nés de sé-
lidos totales en forma de sSubstancies activas en vitemina
B,,¢ Sin ewbargo, se cbtienen mayores ventajes comercisales,
con este procedimiento, partiendo de comcentrados iniciales
conteniendo menos de 54 aproximadamente de ubstancias ac-—
tives en vitamina B,, sobre el peso de sélido total. Como
ejeiplo diremos gue se obtienen resultados muy satisfacto-
rios partiendo de concentrados derivados de productos de ferw

mentacibn en 108 cuales ls cantidad de substancias apotivasa
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en vitenmine B,, estd comprendida entre 0,5 y 1,5 % del peso
gélido total, Pueden también emplearse concentrados de
menor potencla por ejemplo: concentrados conteniendo 0,05
a 0,1 % sobre el sélido toial, de Substancias activas en
vitamina 312‘ Sin embergo si se emplean concentrados de
menor potencie la cantidad relativamente mayor de impurezas
tiende a reducir ligeramente la efioiencia del producto

de cambio anionico tanto en la fase de adsorcidén de la viw
tamina B12 en forma de complejo de ocianuro y producto de
cambio anionico oomo en la fase preliminar de adsorcién en
ausencia de ion oianuro,.

Adends de la cantidad relativa de impurezas
presentes debemos considerar la naturaleza de las mismas,
Las impurezas de color y las breosas, especialmente, pue—
den disninuir la eficiemncia del producto de cambio anioni-
co incluso en concentrados {e mayor riqueza, Por consi-
gulente cuando se sabe gque los concentrados cbntienen in-
purezas de color o productoras de breas es8 vecrtajoso so-
meterlos a un tratamiento previo para separar dichas im-
purezaé. Un procedimiento especialmente eficaz para ello
consiste en poner en contacto la solucidn de substancias
activas en vitaming_Blz con hidroxido de zinc y separar
el hidroxido de zinc junto con una gran cantidad de las
impurezas de color o productoras de breas de la Solucién
residual de substancias sctivas en vitamina Byoe

| Los conceutrados de substancias activas en vi-
tamina B0 se emplean, én este procedimiento, de preferen-
cia eh solucidn acuosa, es decir: en solucidén en agua o en
agua y disolventes orgdnicos, Pueden emplearse solucio-
nes en alcohol anhidro, ain cuando los resultados, es—

peclaimente en la primera fase de adsorcidm, en presencia
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de cianuro son algo menos eficientes, es decir: gran
cantidad de vitamina escapa a la adsorcién y debe ser

recuperada del liquido fluyente y de las soluciones de la-
vado. La proporcion de sélidos totales con relacién al
volumen de solucidén no es critica, exceptuando el hecho de
que es conveniente en la primera fase de adsorcion en pre-
sencia de cianuro evitar todo exceso indebido de volumen

de la solucidon. Se ha observado, por ejemplo, que se ob-
tienen buenos resultados cuando las soluciones tratadas con
resinan de cambio anionico contienen en un principio aproxi-
madamente 1 a 5" de sélido total. Pueden obtener solucio-
nes de esta concentracion en los procesos preliminares de
obtencioén de la vitamina 0 bien pueden disolverse en
agua o extraerse con agua u otro disolvente acuoso concen-
trados sé6lidos de actividad conveniente en vitamina pa-
ra obtener las soluciones de partida empleadas en este pro-
cedimiento.

Tanto en la adsorcion de substancias activas en
vitamina B™ en presencia de i1on cianuro como en la adsor-
cion de impurezas en ausencia del mismo se emplea el mismo
tipo general de producto de cambio anionico. Los produc-
tos de cambio anionico mas eficaces en este procedimiento
son los organico-nitrogenados cuya capacidad de intercambio
deriva esencialmente de grupos amonio cuaternarios y que
se emplean generalmente en forma de resinas fuertemente ba-
sicas de cambio anionico. Estas resinas pueden como es na-
tural, contener otros grupos de intercambio activos como
grupos amiha primarios, secundarios y terciarios, grupos
guanidina y analogos. Ademas de la basdeidad de la resina,
es importante que esta sea de estructura relativamente po-

rosa, debidéndose tener en cuenta en la seleccién de la re-
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sina para ser usada en el procedimiento, tanto su basici-
dad como su porosidad*

EI maximum de adsorcién y purificacion de la
vitamina se obtiene con resinas de intercambio fuerte-
mente fasicas y altamente porosas, mientras que se obtienen
resultados satisfactorios pero algo menos eficientes con
resinas fuertemente basicas y poca porosidad y con resinas
menos basicas y altamente porosas* Asi pues las resinas
apropiadas para este procedimiento son las de basicidad
moderada hasta elevada y de porosidad moderada hasta ele-
vada*

Un buen némero de resinas de cambio anionico que
pueden efectivamente emplearse en este procedimiento pueden
adquirirse del comercio* Entre ellas encontramos por ejemplo
las resinas de cambio anionico fuertemente basicas y alta-
mente porosaa "Amberlite XE 75" y "Amberlite XE 98" (pro-
ductos de,Rohm & Haas Company) la resina fuertemente basi-
ca y moderadamente porosa "Amberlite IRA 400" (de Rohm &
Haas Company) y la resina moderadamente basica y sitamente
porosa "lonac A 293" (producto de la Permutit Company*). Con
las f&imberlite XE 75" y Amberlite XE 98" se ha obtenido nma
adsorcion y recuperacién de 90% y mas de vitamina B~y mien-
tras que con la "Amberlite IRA 400" y "lonac A 293" se ha
obtenido una adsorcidn y recuperacioén de vitamina de
aproximadamente 80%+ Otras resinas que han sido empleadas
si bien con alguna menor eficacia son la "Amberlite IR 48"
y "Amberlite XL 58" (de Rohm & Haas') y la "Permutit S (de
la Permutit company)*

Puede emplearse la misma resina o resinas di-
ferentes en la fase de adsorcién primaria y en las fases de

absorcioéon preliminar y purificacion, del proceso* Parece,
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sin embargo, existir una ventaja manifiesta en emplear
la misma resina en ambas fases de adsorcion* Esta ven-
taja se considera debida al hecho de que las impurezas
que se separan en la fase preliminar de adsorcién son
adsorbidas en diferente grado por las diferentes resihas*
Como que una funcidén de la fase de adsorcidén, preliminar
consiste en separar las impurezas que puedan dificultar
la adsorciodon de la vitamina B-~ en la fase de adsorcion
primaria se deduce que has iImpurezas que mas facilmente
puedan dificultar dicha adsorcidon se separan mejor em-
pleando la misma resina en la fase de adsorcién prelimi-
nar*

Antes de emplear la resina elegida en cualquier
fase de adsorcidon, debe convertirse previamente a la forma
de sal lavandola con una solucidn capaz de suministrar
el anién deseado* 3i bien para el tratamiento previo de
la resina pueden emplearse efectivamente aniones de un
gran numero de &cidos iInorganicos y organicos como sul-
furico, clorhidrico, fosforico, acoético, citrico y glu-—
tamico, los mejores resultados han sido obtenidos por un
tratamiento previo con acido acoético o clorhidrico, con-—
virtiendo la resina al estado de acetato o de cloruro*

En este sentido debe observarse que parece ser especial-
mente ventajoso emplear en las fases de adsorcién pre-
liminar y primaria una resina en forma de sal del &cido
empleado para la levigaciéon* Por ejemplo, sidespuds de
la fase de adsorcidn primaria se desea levigar con acido
acotico, la resina en ambas fases de adsorcidn se emplea-
ra inicial y preferiblemente bajo la forma de acetato*

Es posible tambion emplear la resina en forma

de hidréxido y utilizar una base como el hidréxido sédico
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de adsoreidén primaria., Este procedimiento es sin embargo

para el levigado de la vitamina B., subsiguiente a la fase
nenos eficaz tanto para la adsorciémn como para el leviga-
do de la vitamina B12 que el procedimiento antes descrito
enmpleando la resina en forma de sal y levigando con un £ci-
doe

Como ya se ha dicho, la fase de adsorcién pri-
maeria se efectda poniendo en contacto la resina con una
solucibn yue contiene substancias activas en vitamina B ,,
presencia de ion cianuro, ZEste ltimo puede ser introdu~
cido o bien por tratamiento previo de la resina para cone
vertirla total o parcialmente en cianuro o afiadiendo a la
solucién un cianmuro capaz de ionizarse o bien combinando
anbos procedimientos, Para el tratemiento de concentra-
dos muy ricos en substancias activas en vitamina By, pue-
den obtenerse resultados satisfactorios empleanio una re-
sina totalmente convertida al estado de cianuro, sin afja-
dir nueva cantidad de clanuro en la solucién. Con cencen-
trados de menor rigueza, sin embargo, es decir con concen—
trados que contengan gran cantidad de impurezas es generale -
mente conveniente afiadir ion cianuro a la solucidn,

Cuando se aflade ion cianuro a la golucién de
Substancias activas en vitamina Bio ¥ lz resina se encuen-
tre total o parcialmente en estado de sal diferente del
ciahuro, el cianuro primeramente afiadido actda convirtien-
do la resina en cianurc y los andlogos a la vitamins By,
en vitamina By, permitiendo asf 1la adsorcifn de las sSubsw
tencias activas en forma de complejo resina-ClN-vitanine 312'
Puede también tener luger la formacién de algin complejo
resina-CN¥-andlogo de la vitamina Byge 51 la resina se en-

cuentra en forma de sal diferente del cianuro y se intro-
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du.ce el ion cianuro totalmente en la solucidon de substancias
activas en vitamina B”g puede pasar parte de las substancias
activas antes de que el ion cianuro haya reaccionado sufi-
cientemente con la resina para desarrollar su capacidad adsor-—
bente. 3e ha observado sin embargo que si la. resina se trata
previamente con cianuro para convertir por lo menos un 30%

de la misma al estado de cianuro se produce una buena adsor-
cioén y pasa muy escasa cantidad de las substancias activas

en vitamina Bg*

Se ha observado también que cuando se ha afadido
a la resina la cantidad deseada de solucidon de substancias
activas en vitamina B”"g es ventajoso suspender la adicién
de solucidén dejando en contacto y en reposo la resina y la
solucidén durante un periodo de 2-3 horas durante las cuales
tiene lugar una mayor adsorcion por la resina de substancias
activas en vitamina BYg. La resina se lava luego con agua
antes de proceder al levigado acido y se ha observado que
con el periodo de reposo la oantidad de substancias activas
separadas con los liquidos fTluyentes es muy pequefia llegan-
do sinicamente a 2-10% aproximadamente en lugar de 5-20% al
prescindir del periodo de reposo. Los liquidos fluyentes
que contienen substancias activas se recogen para ser someti-
dos a nuevo tratamiento.

En la fase de adsorcion preliminar, una solucién
conteniendo substancias activas en vitamina BYg e impurezas
se pone en contacto con la resina previamente tratada por
acido, preferiblemente haciendo pasar la solucién a través
de una columna de resina, dependiendo la cantidad de solucioén
de la capacidad de adsorcién, de la resina para las iImpure-
zas contenidas en la solucidén, que se determina experlmen—

talmente. La solucidon que va fluyendo se separa hasta que
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la primera aparicién de color indica la presencia en ella

de substancias activas en vitamina B~g* En este momento se
reooge el Iiquido continuando la adicién de solucién o de
agua de lavado, o de ambas a la vez, hasta que la solucion
fluyente cambia su oolor del rojo al rosa palido o amarillo.
ElI volumen total de liquido recogido en esta forma puede ser
de 4 a 5 veces el volumen de la solucién inicial suministra-
da, pero contiene 95% o mas de substancias activas en vita-
mina B¥2* EI lavado se continua hasta que la solucién flu-
yente queda de nuevo practicamente incolora y este liquido
recogido aparte pasa a una fase inicial del proceso para ser
tratado de nuevo.

La regeneracion de la columna puede efectuarse

facilmente lavandola primeramente con acido tal como se ha
descrito y luego con agua para separar el exceso de acido.
A este respecto debe hacerse notar que las porciones Iinicia-
les del &cido de lavado pueden contener también trazas de vi-
tamina SU cuyo caso se recogeran estas porciones para So-
meterlas a un nuevo tratamiento.

El Itquido fluyente rico obtenido en la forma
antes descrita puede ser usado como solucidon de alimentaciodn
en la fase de adsorcién primaria o bien la substancia acti-
va puede ser separada del mismo como concentrado sélido par-
cialmente purificado y este concentrado puede ser empleado
a su vez para preparar la solucion de alimentacion para la
fase de adsorcion primaria.

La resina se prepara para la adsorcioéon de la vi-
tamina B2 haciendo pasar una solucién que contiene preferi-
blemente de 3 a 6 gramos aproximadamente de cianuro potéasico
0 sodico por 100 gramos de resina a través de la resina la-

vada con acido a Fin de convertir parcialmente la resina a
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la foria de cianuro,. Al 1fguido fluyente rico procedente

de la Tase de adsorcidn preliminar o a wa solucidn prepa—
reda con dicho fluyente rico se afiade una cantidad de cia-
nuro soluble como el S8dico o potdsico en cantidad que os-
cila entre 0,1 a 3,0 gramos por gfamo de substancias acti-
vas en vitanina B,, contenidas en la solucidén de alimentaw
cién, es decir de 2 & 6 wols, de cianuro por mol, de substanw
cias zotivas en vitamina Byo (caloulado sobre un peso molecu~
lar medio de 1400), Después de 1la adicién de olamuro se deja
en reposo la solucién de alimentacién durante 10 & 15 mimu-
tos pasdndola luego @& través de la columna de resins, siguiéne.
dole de agua, ILa cantidad de solucidn de alimentacién gue
puede afiadirse a la resina sin que pase substancia activa
varia en determinadas proporciones dependiendo de.la potencia
relative o grado de pureza de la solucidn de alimentacién y
de la capacidad de adsorocidn de la resina, En general, sin
embargo, con las resinas preferi das fuertemente bdsicas y
altamente porosas es posible afadir una cantidad de solucién
de alimentacidn equivalente aproximadamente a 1 gramo de
sSubstoncia sctiva en vitawina 312 por 100 gramos de resina
(peso seco) empleada, antes de que se produzca un paso apre—
cisble de la 3ubstancia activas

Durante el posaje de la solucidén de alimentacién
¥y agua a través de la resina, la solucién fluyente que con-
tiene la masa principal de impurezas incluyendo algunas im-
purezas de color puede ser separada a menos de que la apari-
cién de un color anaranjado rojizo o purpura indiqug que el
fluyente contiene una pequefia cantidad de vitamins By, que
no ha sido adsorbvida, en cuyo caso estas porciones de fiue
yente pueden ser recozidas para Someterlas a um nuevo tra-

tariento, Una vez ha sido afiadida a la resina la cantidad




N I\
15 - 1Ju
SO 41114

deseada de sdacidén de alimentacién, se dejan ambas en
contacto, preferiblemente durante 2-3 horas tal como se

ha dicho para permitir que se establezca el equilibrio en el
sistema. A continuacion se lava la resina con agua des-
tilada para separar la solucién residual e impurezas que

la acompafian continuandose el lavado hasta que el liquido
fluyente es practicamente incolora y que el contenido en
solido total en el mismo es menor de 0,05 mg/co. Durante
el lavado debe recogerse para un nuevo tratamiento cual-
quier porcion de liquido que presente un color anaranjado
rojizo o purpura indicador de la presencia de vitamina B"N*
En este momento las substancias activas en vitamina B”™ li-
bres de sus impurezas quedan fijadas a la resina aparente-
mente bajo la forma de complejos vitamina-CE-resina*.

Para recuperar la vitamina B~ adsorbida por la
resina se emplea preferiblemente para la levigacién una so-
lucidn de un &cido ya que el &cido descompone aparentemente
el citado complejo vitamina—cianuro-resina. Pueden emplear-
se también para ello soluciones salinas pero estas son me-
nos eficaces que las soluciones &acidas. Como agentes para
la levigacion se lian empleado un gran inimerode acidos in-
cluyendo el sulfldrico, clorhidrico, fosférico, y acefico,
todos los cuales separan por lo menos 90%, y en la mayor
parte 3e casos el 100%, de vitamina B~* Otros acidos co-
mo el glutamico y el citrioo, otras sales como les fosfatos
monobasicos de sodio y potasio, los cloruros sédico y pota-
sico y los sulfatos sédico y potasico asi como otras bases o
mo el hidrato sédico stran cuando son razonablemente eficaces
separan en general menos del 90% de la vitamina B~ adsor-
bidas. La levigacidén con una base parece separar la vita-
mina B~ su forma de cianuro complejo que debe ser sometido

a un tratamiento por acido para dejar la vitamina B” sn
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libertad.

Lévconcentracién_del doido empleado para la levi-
gaoién depende como es natural de las caracterfsticas del
dcido, Con dcidos fuertes y muy ionizados como el olorhi-
drico, sulfﬁrico y fosférico pueden emplearse concentraciones
de aproximadamente W,/1 debiéndose evitar concentrasiones me-—
yores a fin de evitar toda posible alteracién de la vitamina
B,, durante la levigacidne Con dcidos debilmente ionizados
pueden emplearse, sin ewbargo, concentraciones mucho mayores
y como ejemplo diremos gue el £cido acéticé puede ser empleado
en cualquier conceatracidn incluso en'forma de dcido acéti-
co glacial, sin gue perjudigue & la vitauina 312‘

Resulta préctico emplear pars la levigacién una
solucién del mismo £cido empleado en el tratamiento previo
de la resina de modo gue la fase de levigacidn ejerza al
mismo tiempo la funcidn de regezeracidn de la resina para
ser usada de nuevo en el siguiente oiclo de adsorcién. En
este sentido se consideran preferibles como agentes de levi-
gacidn las sdluciones acuosas a 5% de dcido acético o de £~
cido clornhfdrico,

Durante la levigacidén se desprende dcido cianhi-
drico y cebe procurarse exista la convesniente ventilacién,
La solucién fluyente se separa hasta gue aparezea ma sSolu-
cién 4e color rojo purpura. En este momento Se recoge la
solucién rica fluyente hasta que csubia sSu color al anarane

Jado ligero o amarillo en cuyo momento Se empieza & sepgrar
la solucidn hasta que sale completamente incolora, Esta
d1ltima solucién que puede contener de 2-3% de vitamina B,

puede sSer usada de nuevo sometiéndola a un nuevo tratamiento

para recuperar la vitamina,

e SBEEE e i e L
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L& solucion fluyente rica en vitamina puede
ser tratada por los procedimientos ya conocidos para recu-
perar la vitamina su ella contenida, por ejemplo afa-
diendo aproximadamente 10 volumenes de acetona y dejando
la mezcla en reposo, cristaliza la masa de vitamina di-
rectamente de la mezcla y los cristales asi obtenidos pre-
sentan a meaudo una pureza de 90% o mads. Es tambidn posi-
ble extraer la solucidn rica, dos o tres veces con cloro-
forma: cresol 1:1 empleando cada vez aproximadamente 0,1
volumen de la solucidn rica. Despuds de afadir aproxima-
damente dos volumenes de eter y dos volumenes de acetona
al extracto resultante se precipita vitamina con una
pureza de aproximadamente 80-90%. Pueden obtenerse pro-
ductos de mayor pureza recristalizando en agua el producto
a 80-90%.

La posibilidad de recuperar directamente de la
solucioén rica un producto con una pureza de 80-90% depen-
de hasta cierto punto de la velocidad de levigacion y de la
forma de separar las poroiones ricas de la soluciéon fluyen-
te. La solucion Fluyente conteniendo la maxima rigueza en
vitamina puede tratarse frecuentemente para obtener
un producto de 80-90% de pureza. Por otra parte, sin em-
bargo, si se separan grandes 'porciones ricas'" de la solu-
cion fluyente que permitan una recuperacion mas aproxima-
damente cuantitativa de vitamina la pureza del producto
directamente recuperado sera algo menor.

Otro factor que influye en la posibilidad de
recuperar directamente de la solucién fluyente un produc-
to de elevada pureza es el grado y naturaleza de la puri-

ficacion efectuada antes de la fase de adsorcidn primaria.

En este sentido, sin embargo, debe observarse que el pro-
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cedimiento antes descrito gue comprehde la adsorcién de
la vitamina Byo en forma de complejo vitemina B, ,-CN-
resina oconstituye un procediniento manifiestamente ven-
tajoso en la prdctica, incluso cuando el producto direc-
tamente recuperado de la solucién fluyente resultante pre.
Senta una pureza tan baja como 20=30%

iiientras que la obtexncidn de vitamina By, con
una pureza de 80-90%, incluso a pértir de 1la solucién ob.
tenida en la fase de adsorcién primaria con uma rigueza de
dnicomente 20-307 puede llevarse & cabo generalmente Se-
parando de dicha solucién el dcido cianhidrico y sometien.
do la vitamina By, & repetidas precipitaciones y crista-
lizcviones de scuerdo con procedimientos ya conocidos para
obtener productos de pureza creciente, la purificacién
de lz vitomina By, @ 80-90% para cbtener un producto con
una pureza de 99% es a menudo mucho mds dificil de Pragte—
ticar por cristalizacién ﬁnicamente.‘/Se ha observado, sih
embargo, que sometiendo la solucién preparada a parbir
de un producto conteniendo 40-50% o mds de vitamina Bys
sobre el sélido total, a un tratamiento suplementario con
una resina de carbio anionico en ausencia de ion cianuro,
Se obtienen por los procedimientos ya conocidos para la
cristalizacién de la vitanina Byp productos cuya rigueza
alcanza e incluso excede del 99%, Ello es debido aparen—
temente a la separacidén por la resina de las impurezas que
izpiden obtener por cristalizaoi6n vitaming B12 de uvna pu-
reza tale

Debe hacerse notar también, en ‘este sentido,
gue el procedimiento antes citado, como tratamiento su~
plementario de las soluciones de vitamins By, con resinas

de cambio anionico es de una aplioacidn general aparte de
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ser aplicable para la adsorcidédn descrite de la vitamina

Byoe 48f pues otras soluciones de vitamina By, ouyo sé-

1lido total contiene 40-50% o més de substancias activas en

vitasina 312 tanto si han 'gido obtenidas por los procce-

dimientos descritos como por otros métodos, pueden ponerse

en contacto con una resina de cambio ani6nic6 en ausencia de

cianuro efectuando asf su purificacién por adsorcidén de las

inpurezas asociadas a las substancias activas en vitamina B
Los ejenplos sigulentes muestran la forma en

que puede llevarse a la préctica el prboedﬁniento objeto

de esta patente pero Se comprenderd gue estos ejemplos se

exponen Ynicamente como ilustracién y sin sentido alguno

de limitacidne

EJHLPLO le- : ~

Separacidn de impurezas por la resina,

Se prepafa una colunna de resina en la forma
siguiente; 10 1litros de resina ”Auberlite XE-75” se colo—
can en un tubo o columna de vidrio de 10 centfmetros de -
didmetro interno y 245 cerntfmetros de altur#. Se hacen
pasar hacia abajo a través de la resina unos 36 litros de
uns solucién acuosa de hidrdxido sédico a 3% a la veloci-
dad de unos 500 co. por minuto, Se hace pasar luego agua
@ través de la resina para separar el exceso de hidréxi-
do sddico y a continuacidén se pasan a través de ls resi-
na unos 25 litros de dcido acético acuoso & 25% a la velo-
cidad de uvnos 300 cc. por minuto, seguidos de un lavado
con agua destilada para eliminar el £cido acético, dejan—
do en la columna agua destilada en cantidad suficiente pa—
ra cubrir la resina. En este momento la resina contenida
en la columna e encuentra en forua de acetato.

Se toman 500 gramos de un concentrado sélido
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obtenido por concentracidn y purificacioéon de un caldo de
fermentacién producido haciendo fermentar un medio nutri-
tivo conveniente con uU*griseus y conteniendo aproximada-
mente 150 gramos de harina fosil como auxiliar de la fil-
tracién y una cantidad maxima de substancias activas en
vitamina B~ 3e unos 20 gramos, determinada midiendo la
intensidad de absorcidon de la luz de una muestra en solu-
cion acuosa bajo una longitud de onda luminosa de 5500X,
se extraen con agua hasta obtener un extracto incoloro y
se filtran los extractos* Son necesarios para ello unos
4 litros de agua* Los extractos mezclados se hacen pasar
hacia abajo a través de la columna de resina, de 10 litros,
a la velocidad de unos 100 cc* por minuto haciendo pasar
luego agua a igual velocidad* Se separa la soluciéon Fluyen-
te hasta la primera apariciéon de una soluciéon de color*
Je recoge luego el Itquido como porcidén rica hasta que se
obtiene un cambio de color del rojo al rosa claro o ama-
rillo en cuyo momento se empieza la recoleccidén por sepa-
rado del liquido fluyente la que se continua hasta que el
mismo es practicamente incoloro* ElI liquido recogido por
separado, unos 20 litros en volumen, contiene una pequefia
fraccidén de substancias activas en vitamina y se hace
pasar a una fase anterior del proceso para su recupera-
cién*

Del primer liquido fluyente recogido (porcion ri-
ca) , unos 20 litros en volumen, y conteniendo aproximada-
mente 90-95% de substancias activas en vitamina se se-
para el material activo por extraccién por dos o tres ve-
ces con cresol-tetracloruro de carbono 1;1 empleando cada

vez 0,1 volumen aproximadamente de-disolvente* La capa acuo-

sa agotada es practicamente incolora* A los extractos mez-

/
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ciados se afiaden agitando unos 100 gramos de harina foésil
para mejorar la filtracion, unos 2 volumenes de acetona

y unos 2 volumenes de eter etilico. La mécela resultan-
te de precipitado y auxiliar de la filtracion se filtra
por un filtro revestido previamente con unos 50 gramos de
auxiliar de la filtracion. EIl residuo sélido se lava con
unos 4 litros de acetona y a continuacién con 1 litro apro-
ximadamente de Oter etilico y se seca al aire a la tempe-
ratura ambiente. EI s6lido seco, unos 400 gramos se ex-
trae con agua hasta obtener un extracto incoloro y se fil-
tran los extractos. Son necesarios unos 2 litros de agua.

Separacion de la vitamina B-" por la- resina.

Se prepara una segunda columna de resina tal
como se ha dicho para la '"'separacién de las impurezas por
la resina”. Se disuelven unos 120 gramos de cianuro pota-
sico en aproximadamente 1 litro de agua y se hace pasar
esta solucidn a travos de 10 litros de resina a la velo-
cidad de unos 5-10 ce. por minuto. En este momento la
resina de la columna se encuentra parcialmente en forma
de acetato y parcialmente en forma de cianuro (aproxi-
madamente 63% de acetato y 37% de cianuro).

A los extractos acuosos mezclados del precipi-
tado obtenido del liquido pasado por la primera columna
de resina se afiaden unos 60 gramos de cianuro potasico y
se agita la solucién durante unos 15 minutos. Esta solu-
cion se anade luego a la parte superior de la columna de
acetato y ciamuro de resina a la velocidad de unos 5-10 cc.
por minuto pasando luego unos 2 litros de agua destilada
a igual velocidad aproximademente. Se lava luego la co-
lumna con agua destilada a una velocidad de unos 100 cc.

por minuto hasta que el liquido pasa practicamente inco-—
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loro y que la cantidad de s6lido total contenido en el
mismo es menor de unos 0,05 mg# por ce# Poco después
de aparecer en el liquido fluyente la primera parte del
precedente extracto tratado con cianuro aparece una frac-
cion de color anaranjado rojizo o purpura anaranjado que
contiene una pequefia cantidad de substancias activas en
vitamina BM* E3ta fraccidén se recoge por separado para
ser sometida a un nuevo trataiaiento# (Si se sigue el mis-
mo procedimiento pero dejando un periodo de reposo de 2-3
horas entre la adicidon de los extractos tratados con cia-
nuro a la columna y el lavado de la misma con agua, se eli-
mina practicamente el paso inicial de pequefias cantida-
des de substancias activas en vitamina B™"# Este reposo
de 2-3 horas parece permitir una adsorcidén mayor, casi
cuantitativa, de las substancias activas en vitamina B”™p
por la resina)#

5e hace pasar* luego a través de la resina lavada
con agua acido acético acuoso aproximadamente a 5%, prefe-
riblemente enfriado a unos 5° C# (durante la levigaoidn se
desarrolla calor) y a una velocidad de unos 75 co. por mi-
nuto, para levlgar la vitamina BA* EI liquido fluyente se
separa hasta que aparece un color rojo purpura# Esta so-
lucidén se recoge entonces como porcidn rica hasta que su
color osmbia al,anaranjado claro o amarillo, en cuyo momen-
to se empieza la recoleccidn por separado hasta que el Ii1-
quido fluyente es practicamente incoloro# EI liquido dl-
timamente recogido por separado, unos 8 litros, contiene
solo una pequefia fraccion de vitamina B~ y es devuelto a
una fase iInicial del proceso para ser tratado de nuevo#

De la porcioén rica, unos 8 litros en volumen,

se separa la vitamina por extraccion por tres veces
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con cresol-tetracloruro de carbono 1:1, primeramente con
0,1 volumenes de disolvente y luego con 0,05 volumenes
de disolvente, cada vez hasta que la capa acuosa agotada
es practicamente incolora. A los extractos mezclados se
afiaden agitando, 2 volumenes de acetona y 2 volUmenes de
éter etilico. Se forma un precipitado que se separa por
filtracion por un filtro recubierto de auxiliar para Im
filtracién, se lava con acetona y se seca al vacio ala
temperatura ambiente.

Obtencidén de la vitamina B~ para*

El sé6lido seco se extrae con agua hasta que se
obtiene un extracto incoloro, se filtran los extractos y
se diluyen a una concentraciéon de aproximadamente 5-10 mi-
ligramos de vitamina por centimetro cabico que se de-
termina por absorcion de la luz a 55001. La cristaliza-
cion de la vitamina B”"g se efectda afadiendo lentamente y
con una ligera agitacién 7-10 volumenes de acetona. Un
rendimiento optimo de vitamina B-~ se obtiene dejando la
mezcla en reposo durante 16—24 horas, después de lo cual
se separan los cristales por filtracion, se lavan con ace-
tona y se secan. Los cristales asi obtenidos estan cons-
tituidos por vitamina B~ con una pureza de 85-90%. Este
producto se purifica por recristalizacién en agua para ob-
tener una vitamina B~ con una pureza superior a 95%+

La repeticion del anterior procedimiento con
diferentes concentrados iniciales ha conducido algunas
veces a la obtencién como producto inicial de una vitami-
na B~ con una pureza algo inferior a 85%* Estos produc-
tos de menor pureza se purifican ventajosamente pasando
una solucidn acuosa de los mismos a través de una capa de

resina tal como se ha dicho en "separacion de las impurezas
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por la resina". Después de este nuevo tratamiento por
resina la adicion de acetona al fluyente rico produce a
menudo una precipitacion directa de vitamina B~ con una
pureza de 99% o mas*
EJEMPLO 2 .-
Separacion de las impurezas por la resina*

Se prepara una columna de resina en la forma
siguiente: 230 cc* de resina "Amberlite XB-75 se colocan
en un tubo o columna de vidrio de 2,5 centimetros de dia-
metro interno y 60 centimetros de altura* Se hacen pasar
hacia abajo a través de la resina unos 700 cc. de solu-
cién acuosa al 3% de hidrato sédico a la velocidad de unos
5 cc* por minuto, haciendo pasar a continuacién una solu-
cion acuosa de cloruro soédico a igual velocidad hasta que
el liquido fluyente presenta reaccién neutra* Se lava lue-
go la resina con agua destilada a igual velocidad hasta que
el ITquido que pasa esta exento de ion cloro y se deja en
la columna agua suficiente para que la resina quede cubier-
ta. En este momento la resina se encuentra al estado de
cloruro*

41 gramos de concentrado de vitamina con-
teniendo un maximum de unos 3,5% de substancias activas
en vitamina B~ se disuelven en unos 115 cc* de agua y se
separan por filtracion los sélidos no disueltos. EI fil-
trado se hace pasar a través de la resina a una velocidad
de unos 4 cc* por minuto pasando luego agua a igual ve-
locidad* EI liquido fluyente se separa hasta que empieza
a salir una solucion de color* Se recoge entonces esta
porcioén rica mientras sale de color* Se obtienen unos

475 de solucion rica*

Separacion de la vitamina por la resina*



10

15

20

25

30

B 204114

La resina empleada para la separacion de las
impurezas se regenera en la misma forma que se ha dicho
en el ejemplo anterior# Unos 3 gramos de cianuro soédico
se disuelven en 30 co. de agua y se hace pasar esta solu-
cion a travos de la resina a la velocidad de unos 4 cc#
por minuto# En este momento la resina se encuentra parte
en forma de cloruro y parte en forma de cianuro#

A la porcién rica procedente del primer tra-
tamiento por resina se anaden unos 3 gr# de cianuro soé-
dico y se agita la solucion durante unos 10 minutos# Se
afade luego esta solucidn a la parte superior de la co-
lumna a la velocidad de unos 4 cc# por minuto haciendo
pasar a continuacién unos 450 cc. de agua destilada a
igual velocidad# de lava la resina con agua destilada a
la velocidad de unos 12-15 cc# por minuto hasta que el Ii-
quido sale practicamente incoloioy que la cantidad de so6-
lido total contenida en el mismo es menor de 0,05 mg.
por cc#

de hace pasar luego a travos de la resina una
solucién a % de acido acOtico a la velocidad de aproxi-
madamente 1 cc# por minuto, separando el liquido fluyente
hasta que aparece una solucidén de color rojo purpura# EI
Ifquido fluyente se recoge entonces en porciones de 50 cc#
como solucidn rica hasta que el liquido que sale es prac-
ticamente incoloro. Se recogenunas cinco porciones de
Ostas# Las primeras dos fracciones contienen la masa
principal de vitamina B~ Y se diluyen con unos 10 volu-
menes de acetona dejandolas luego en reposo para que ten-
ga lugar la cristalizacion# Los cristales (unos 1#383 gra-
mos en estado htimedo} obtenidos estan constituidos por vi-

tamina 90% de pureza (en base anhidra). Las frac-
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ciones restantes de menor pureza se sSometen a wn nuevo
tratamiento,

La distribucién de las substancias activas
en vitarina 312 en las diferentes fases del proceso se
indica en la tabla siguiente, Los valores en gramos de
color total constituyen una medida de la concentracidn
en substancias activas en vitauina By, basados en cdlcu-
los derivudos de la medicidén de la densidad dptica de
soluciones a 55008 coriparados con el valor para larvi-

tanina 312 purs es decir: E%ﬁo = 64,

.Componente : Gramos de color total
Columna I

Suministrados 1,350

Porcidn rica pasada 1,310

25

(para alimentar la
columna II)

Poreién de cola 0,023
Lavado con doido acético 5% 0,062
Coluuna II

Susinistrados 1,310

Porcién pasada - 0,126

Levigado rico 1 0,630 {0,750 gr. cristales)
” 2 0,425 {0,633 gr. cristales)
x 3 0,136
» 4 0,029
» 5 0,008

Debe bbservarse que los valores indicados en
lo tabla precedente, en gramos de color total estén fun-

dados en mediciones de densidad Sptica que en su verda-

dera nsturaleza son aproximadas, Con relacidn 2 108 d@

tos referentes a la columna II el hecho de que el color

total en las fracciones de le vigado exceda al color total
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en el alimentado es debido a la presencia de analogos
de la vitamina B"g* como la vitamina B~g”™ su si sumi-
nistrado* Las mediciones de densidad Optica se han efec-
tuado a 5500R a la que la vitamina B”~g presenta . ab-
sorcion maxima* Sin embargo, a esta longitud de onda
la absorciodon de los andlogos a la vitamina B™g es tan
elevada y por consiguiente los calculos efectuados em-
pleando el valor = 64 que es caracteristico de la
vitamina B”g dan solo un valor aproximado de substancias
activas en vitamina B”g algo inferior a la cantidad de
substancias activas en vitamina Bg contenidas en el su-
ministrado* Con esta explicacion resultara evidente que
los datos referentes a la columna 11 indican que se ha
efectuado practicamente una conversion de analogos de la
vitamina B~g como la vitamina en vitamina B~g en la
fase de adsorcién primaria (columna 11)*
EJ3MPLO 3*-

Una solucidn acuosa de vitamina B-~ contenien-
do unos 10 mgr* de vitamina B~g y compuestos analogos a
la vitamina B*g y 90 mgr* de impurezas no identificadas
por cc* se trata con 60 mgr. de cianuro potasico por co*
y porciones de 5 cc. de la solucidon resultante contenien-
do cada una de ellas 51*5 mgr* de color de vitamina B™g
(medido a 5500.S), se pasan a través de columnas de resi-
na "Amberlite XE-98" conteniendo 25 cc* de resina bajo
la forma de hidréxido, acetato y cianuro—acetato respec-
tivamente* Se lavan las columnas con agua y se levigan
con acido acético en solucidén acuosa a 5%* Este proceso
corresponde al descrito en '"separacion de la vitamina B/g
por la resina" del ejemplo 2* Se ha comprobado que en

cada caso tiene lugar la adsorcién de la vitamina B"g, que
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la levigacion se efectia facilmente y que se consigue
una notable purificacién. Los datos comparativos indi-
can que tanto la adsorcioén por unidad de resina como la

purificacion varian segun la forma en que se halla la

resina

mgr, de vitamina B? (color)
f&rma de en el levigado en el levigado adsorcion % (X)
la resina. mas pasado pri-

mero.
Cianuro—ace-
tato 41 56 80-90%
/

acetato 37 54 60—80%
hidroxido 24 48 menos de 50%#

() Suponiendo una levigacién de 100% de la vitami-—
na adsorbida.
EJEMPLO 4.-

A travOs de una columna de resina "Apberlite

XE-98" conteniendo 25 cc. de resina en forma de cianuro se
pasan aproximadamente 5 cc. de una solucidn acuosa conte-
niendo unos 10 mgr. de substancias activas en vitamina B~/
y 90 mgr. de impurezas no identificadas. Se lava la colum-
na con agua y se leviga con solucidén a 5% de &cido acoético.
Este procedimiento corresponde al descrito en "Separacion
de la vitamina B”g por la resina" del ejemplo 2. Se ha
observado que tiene lugar la adsorcién de la vitamina B"g,
que la levigacion se efectua facilmente y que se obtiene
una notable purificaciéon. En la levigacién, el levigado
(porcidn rioa) contiene 39 mgr. de vitamina B”"g mientras
que el levigado mas el primeramente pasado, contienen 51
mgr. lo que indica que la adsorcidén es de 70-80% (suponien-
do una levigacion de 100%)+

EJEMPLO 5.-

Una solucidn de concentrado de vitamina B~g en
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mnetanol tratala con ciamuro potdsico se hace pasar a tro-—
vés de una columna de resina ”Amberlite XE-98” bajo 1a
forua de clanuro-acetato y llena de zetanole Ta columna
se lava sucesSivamente con metanol, agua, y metanol, Se
leviga luego la columna con solucidn a 5% de Zoido acético
en metanole El procedimiento corresponde por otra parte
'al descrito en ”Separacidn de la vitamina B12 por 1a resi-
na” del ejemplo 2, e ha observado gue tiene lugar la ad-
sorcién de la vitamina B,,, que la levigacién se efectia
fdcilnente y que se consigue la purificacién, La adsorcidn,
en este cuso, a base de la proporcidén de vitamina By, en el
levigado (porcién rica) y vifamina By, en el levigado junto
con el liquido primeraﬁente pasado, es decir: 23 mgr/37 mgr,
es de 60-80% aproximadamente, '

Una solucién acuosa de concentrado de vitamina
By, tratada con ciamuro potdsico se hace pusar a través de
una columna de resina ”Anberlite XE-98” bajo la forma de
cianuro-acetato y llena de zgcua. La columa se lave suce—
Sivaxente con zgua y wetanol, JSe ieviga luego la columna
con solucibn a 5% de Zcido acético en metanol, El pmcedi-
niento corresponde por otra parte al descrito en ”Separa-
cién de 1la vitamina By, por la resina” en el ejemplo 2. Se
ha observado gue tiene lugar l1la adsorcidén de la vitaming By,
gue la levigacidn se efectda fdcilmente y gue se comsigue 1la
purificacién, La adsorcidn, en este caso, es de mds de 90%
es decir: 47,7 mgr. de vitanina By, en el levigado {porcidén

rica) por 49,7 mgre en el levigado junto con el 1fquido pri-

meramente pasado indicando gue es preferible emplear una so-
lucidn acuosa gue una solucién en aloohol metflico o metanol.
EJIMPLO 6o~

' Una solucién acuosa de concentrado de vitamina

By, tratada con cianuro potésico se divide en fres'partes
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iguales y estas se regulan a pir4, 7 y 9 respectivamente

y se trata cada una de ellas en la forma descrita en "Se-
paracién de la vitamina por 1- resina" en el ejemplo
2* Se observa que se obtienen practicamente los mismos
resultados de adsorcién, levigacion y purificacién con los
diferentes valores pH*

EJEMPLO 7*-

Se repite el procedimiento descrito en el ejem-
plo 2 con la diferencia de que se emplea la resina de cam-
bio anionico "Amberlite INA-400'"* Se observa que las im-
purezas son separadas por el tratamiento por la resina
en ausencia de cianuro y que en presencia de este, tiene
lugar la adsorcion de la vitamina la levigacion sub-
siguiente se efectda facilmente y se consigue la purifi-
cacion* La adsorcion en este caso es de 60-80% es decir:

ligeramente menor que la obtenida con "Amberlite XE-75" o
XE-98.

EJEIPLO 8*-

Se repite el procedimiento descrito en el ejem-
plo 2 en tres operaciones separadas empleando "‘Amberlite
XB-58", "Amberlite IR-4b™ y "Permutit 3" en substitucidn de
la "Amberlite XE-75"# Se observa que las iImpurezas son
separadas por tratamiento con la resina en ausencia de
cianuro y que en presencia de cianuro tiene lugar la ad-
sorcion de la vitamina B-~* la levigacién subsiguiente se
efectda facilmente y se consigue la purificacién* La ad-
sorcion con estas resinas, resulta sin embargo, relativa-
mente baja es decir se adsorben y recuperan en el levi-
gado (porciodn rica) menos del 50% de substancias activas*

EJEMPLO 9*-

Se repite el procedimiento descrito en el ejem-



pio 2 empleando la resina de cambio anionico "lonac A-293**
Se observa que por el tratamiento con la resina se separan
las impurezas en ausencia de cianuro y que en presencia de
este dItimo tiene lugar la adsorcidén de la vitamina B"g, se
eiectda facilmente la 3evigaciéon subsiguiente y se ccnsi—
gue la purificaciéon* La adsorcion con esta resina resulta
relativamente elevada es decir se adsorben y recuperan en

el levigado (porcidn rica) aproximadamente 70-90% de las

substancias activas*
EJEMPLO 10.-

Se repite el procedimiento descrito en "Separa-
cién de la vitamina B”g por la resina" con la diferencia
de que se levigan y adsorben separadamente partes alicuotas
de la resina con una solucioéon de acido sulfurico, acido olor
hidrico, acido fosférico, acido glutamico, &acido citrico,
fosfato potasico monobasico, e hidréxido sédico* Con las
tres primeras soluciones se obtiene una buena levigacioén
(90% o mas), una levigacién menor (60-90%) se consigue
con las tres soluciones siguientes y con la solucioén de
hidréxido sodico se consigue una levigacién mas bien po-
bre (menos de 50%)*

Se repite el anterior procedimiento levigando
y lavando el adsorbido de la resina alternativamente con
solucién acuosa de cloruro sédico, agua, solucién de clo-
ruro soédico, agua, fosfato sédico monobasico, agua, sul-
fato soédico y agua, en cada oaso hasta que el liquido flu-
yente sale practicamente incoloro* En todas las fracciones
se encuentra vitamina B”"g, en proporciones variables y se
leviga practicamente toda la vitamina B"g*

EJEMPLO 11*-

Por el mismo procedimiento se obtienen varios
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concentrados acuosos conteniendo substancias activas en
vitamina B-~ y se purifican pasandolos a travos de una
columna conteniendo 45 litros de resina "Amberlite XE-98"
en forma de acetato. Los concentrados presentan un volu-
men de 18 - 27 litros. Su paso a travas de las columnas
y la recoleccién de fracciones se eiectaa de una marera
general por los procedimientos descritos en "Separacion
de impurezas por la resina" de los ejemplos 1y 2. En
cada caso las mediciones de color muestran que tiene lu-—
gar una practioa eliminaciéon de las impurezas de color.
Los demas resultados se indican en la tabla siguiente:

Ensayo N2 Substancias activas en Solido total, gramos
en vitamina B,p

gramos +
Suministra- Fluyente Suministrado Fluyente
do a la co- rico a la columna rico
lumna
1. 87,3 76,7 8140 5200
2. 64, 64, 5100 4270
3. 77,6 72, 6730 5200
4* 64,3 59,5 4470 3133
5* 38,2 35,9 6500 5550
6. 48,4 48,8 8050 5950
+ Determinado empleando vitamina radioactiva como tipo

Se reivindica como objeto de esta patente:
1#- Procedimiento para separar las substancias

activas en vitamina de las impurezas que las acompafian,

que consiste en tratar* una solucién conteniendo dichas subs-

tancias activas e impurezas con un producto de cambio anio-
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nico en presencia de iones cianuro,

24— Procedimiento segdn la reivindicacién 1, en
el cual el producto de cambio anionico esS uns resina de
cambio anionico.

3¢= Procedimiento segin la reivindicacién 1, en
el cual el producto de cambio anionico es una resins de
cawbio anionico ligera o fuertemente bdsica y ligera o
fuertemente porosa,

4¢— Procedimiento segin la reivindicacién 1, en
el cual el producto de cambio anionico es una resina de
cambio anionico fuerteuwente porosa y fuertemente bésica,
cuya capacidad de intercambio deriva esencialmente de gru—
pos amonio cuaternatios,

5= Procediniento segin cmalquiers de las rei-
vindicaciones anteriores, en el ocual el producto de cambio
anionico se emplea bajo la forma de sal,

Ge~ Procedimiento segin cualquiera de las rei-
vindicaciones anteriores, en el cual la resina empleads
para la adsorcidn de la vitauina Ble.se encuentra por lo
menos parcialmemte bajo la forma de cianuro antes de poner-
Se en contacto con dicha solucidn,

7e— Procediniento Segin cualquiera de lazs rei-
vindicaciones anteriores en el cual los iones cianuro son
Suninistrados por lo menos en parte por adicién de un ori-
gen de iones cianuro a la solucidn de partida.

8.~ Procedimiento segin cualyuiera de las rei-
vindicaciones anteriores en el cual el producto de la adsor-
cifn se leva con un agente de levigacidn para recuperar 1a
vitamina 312 purificada,

9.~ Procedimiento segun la reivindicacién 8, en

el cual como ogente de levigacidn se emples una solucién
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acida.

10. - Procedimiento segiin cualquiera de las

vindicaciones anteriores, en el cual la solucidon de subs-
tancias vitaminicas e impurezas es scshnetida a un tratamien-
to previo con un producto de cambio anionico para separar

una parte de dichas iImpurezas.

rei

11. - Procedimiento segtin la reivindicacién 10,

el cual el producto de cambio anionico empleado es una re-

sina de cambio anionico.

12. - Procedimiento segiin las reivindicaciones

u 11 en el cual el producto de cambio anionico es una re-
sina de cambio anionico fuertemente basica, en forma de sal,
cuya capacidad de intercambio deriva esencialmente de grupos
amonio cuaternarios.

13#— En un procedimiento para la recuperacioéon y
purificacién de vitamina B-~ & partir de concentrados que
contienen substancias activas en vitamina 3 impurezas,
las fases que consisten en poner en contacto una solucioén
de dichos concentrados con una resina de cambio anionico
en forma de sal y en ausencia de ion cianuro, para separar
una parte de dichas impurezas en forma de adsorbido por la
resina, de las substancias activas en vitamina y otras
impurezas de la solucién™ poner luego en contacto dicha so-
lucidén con una resina de cambio anionico en forma de sal y
en presencia de ion cianuro, para adsorber las substancias
activas en vitamina B”2 &n forma de un complejo vitamina
Bl2-cianuro-resina y recuperar la vitamina del adsor-
bido por lavado de la resina con un agente de levigacion.

14*— Procedimiento para separar las substancias

activas en vitamina B~ de las impurezas que las acompafan*
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