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La producción de l.a vitamina B 12 pcr fermentaci6n, con 

microorgan~smos en cuitivas bajo·condLc~ones aerobias o anaer.2_ 

bias, ha creado un considerab1e ~nterés comercial-

Desde su aisl.amiento en 1.948, l.a producción de esta vi

tamina ha 1.1.egaño a ser una de l.as más import~ntes industrias

de l.a ferrnentaci61'. Or:i.ginal.mente l.a vitamina B 12 fué extraí

da del. hígado de buey, actual.mente se obtiene casi excl.usivame~ 

te come un producto de ferment3ción microbiol.ógica primaría o

simul.táneamente con~ciertos antibióticos. 

Las preparaciones al.tamente purificadas son usadas en -

el. tratamiento de ciertas anemias megal.obl.ásticas y con defi-

ciencias nutricional.es. En La actual.idad se empl.ea en forrajes 

y compl.ementos al.imenticios. 

En ei present~ trabajo Ee ha reunida in~ormac~6n acerca 

de l.os principal.e$ métodos para l.a obtención ~e l.a vitamina ,y 

se han investigado l.a mayoría de l.os procesos desarrol.l.ados 

con el. fín de aportar datos que puedan ser util.izados cuando -

se 1.1.egue a producir en nuestro país. 



2. - G E N E RA L -1 D A D E- S. 

2.i.- H IS TO R I A. 

Todavía a principios de este sigio se creía que basta-

ba una dieta balanceada de carbohidratos, grasas, proteínas y 

ciertas substancias mineraies para constituir un al.imanto co~ 

pieto o, dicho en otr~ forma, que ias enfermedades eran caus~ 

Uas ·únicamente por microbios y no por deficiencias en ia a1i-

mentaci6n. Pero subsecuentes investigaciones demostraron que-

existían a1gunas substancias org6nicas que eran esenciaies p~ 

ra mantener un buen estado de saiud en e1 horr~re y en 1os anJ:. 

maies, ·y de ias que antes no se tenía conocimiento debido en-

tre otras razones, a que intervenían en cantidades muy peque-

f"ias. A dichos compuestos se 1.es di6 e l. nombre genérico de "v2:,. 

taminas" y, dependiendo generaimente dei 6rden cronóiógico de 

su descrubrimiento, fueron siendo identificadas con 1.etras --

del. a1...Labeto, en orden progresivo 11 A•·, "Bº, ºC" .. _ ... etc. oes-

pu€s, poco a poco se iieg6 a conocer cada vez mejor su const_!. 

tuci6n química y, por 1o tanto, ia nomenclatura correspondie!}.. 

te, pero por razones de abreviación y debido a que muchas ve
-r 

ces se trata de compuestos diferentes con l.a misma actividad -

fis:Loiógica ( "-11.-- o(, f3 ';I ~ tocoferoies de ia vitamina E) o de 

un conjunto de sustancias distintas ( ei compiejo "B") han con_ 

servado su antiguo nombre. 
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Considerándose como un ente fisiológico más que un e~ 

te qui.mico se miden muchza.s veces en ••unidade3 de actividad 

fisio1ógiaa" y no en gramos aunque generalmente se puede es-· 

tab1ecer una correspondencia entre las dos unidades (v.gr .. 

una unidad de vitamina A equivale a 0.6 mg. de caroteno). 

La "vitamina B 12 fué obtenida en un principio de1 hí

gado de buey, e1 fraccionamiento de1 hígado y l.a obtencj.ón -

dei factor antianemia perniciosa fué 1ograda por Cohn y col~ 

horadares. (30) y su proceso l.l.eg6 q ser 1a base de cierto n~ 

mero de preparaciones comerciales de extracto de h~gado. 

La precipitación co~ al.cohol. al. 95% es efectiva en l.a 

extracción de l.a vitamina del. hígado crudo, el. principio ac

tivo pudo precipitarse con ácido fosfotúngstico. La1and y -

Kl.en en Noruega l.a extrajeron del. hígado desmenuzado con ac~ 

tona fría al. 50%. 

Más tarde con técnicas n~evas pudo ser extra~do el -

principio activo con una sol.uc~6n acuoe3 de fenoi (aproxi~a

damente con 1.5% de agua). 

Aún con l.os conocimientos h;1.3ta ahora disponibl.es es -

casi imposibl.e aisl.ar l.a vitamina B 12 incl.uso de l.as fuentes

más ricas sin emplear tecnicas cromatograficas. 

Fué en 1946 cuando Emery W.B. y Parker L.F.H. (41) pu

bl.icaron l.a purificación de una fracción de hígado. En 1.948 -

l.os l.aboratorios Merck publ.icaron el. ais1amiento de una subs-
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tancia rnja cristalina la cual llamaron vitamina B12 {107) .P2 

ce tiempo después ios 1aboratorios Glaxo anunciaron la separ~ 

ci6n de la misma substancia (129,130.131) las separaciones de 

Lester fueron reportadas también por Ellis, Petrow y Snook 

{39) y por Priece, Page, Stokst~rd y Jukes (104), la vitamina 

B1 2 está estrechamente ligada con el factor proteina animal -

descrito por Jukes y coLaboradores <~=>. 

El descubrimiento de que la vitamina puede ser separada 

del cultivo de Streptomicas griseu~ (109) hizo FOSible que la 

vitamina pudiera ser producida comercia1mente a escasos dos -

años de su aislamiento y a un costo menor que la obtenida por 

extracción del hígado. Actualmente el principal método de ob

tención de ésta vitamina es microbiológico. La vitamina B 12 -

se ha encontrado también en la naturaleza. Muchos microorga-

nismos solamente producen ~o suficiente pa=a sus propias nec~ 

sidades, pero algunas bacteri~s y acetomicetes producen más de 

1o que necesitan para su propio crecimiento bajo condiciones -

apropiada3 de cultive. 

Robbins, W. J. y co1aboradores encontraron, usando un -

ensayo muy sensitivo con Englera graciiis, en extractos acuo-

sos de suelo, en la leche y aún en el agua potable de algunos

lugares,. pequeñas cantidades de vitamina B12- cowey la encon-

tró en el agua de mar, observando que en invierno se obtenía -

mayor cantidad. 

Es probable que la vitamina este presente en forma 1ig~ 
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da dentro de las células de las plantas su?eriores. Se ha tr~ 

tado de obteneria de los extracLGs crudos, pero esto no se ha 

1ogrado sati8íactoriamcnte~ Se hicieron ensayos ana11ticos e.!!! 

pleando Lactobacillus leichmaniipero éste es sensible a la 

tiamina y a otros deoxirib6sidos, entonces se trataron los 

extractos con un álcali caliente con el cual se destruye la 

vitamina a 12 y por consiguiente 1a diferencia encontrada se 

debe a 1a 'vitamina a 12 , entonces se encontró que 1a vitamina-

provenía (p~e$umiblemente) de una fermentación ba~ter~al y --

fueron Robbins y Co1. (1l2) quienes detectaron trazas de vit~ 

mina B12 en las raíces de algunas plantas, en legumbres fué -

encontrada por M. Kliewer y Evans (79,80). 

J. Ford y Hunter (48) encontraron que las algas mari--

nas azul-verde, café y roja sintetizaban la vitamina B12 

también supusieron estos autores que un compuesto que contie-

ne coba1to con funciones metab61icas si~i1ares se encontraba-

en p1antas superiores. 

La vitamina B1 2 se ha encontrado prácticamente en to-

dos 1os tejidos y productos anima1es, sin embargo, esta no se 

origina en e1 organismo sino que a1gunos anima1es 

a1 ingerir agua o a1gún a1imento que 1a contiene 1 

la adquieren 

T 
otros como-

1os roedores 1a pueden extraer de1 sue1o, 1os seres humanos -

ingieren la vitamina s 12 ya sintetizada y en e1 intestino oc~ 

rre 1a absorción. La s~ntesis natura1 se presenta en 1a panza 

de los rumiantes. Aunque se ha detectado en los tejidos se e~ 
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contr6 que el. h:f.gado es el. principal. depósito de al.macenaje -

en l.a mayor:r.a de l.as especies. 

En estos casos el. aisl.amiento ha sido l.~grado por ero-

matograf:f.a pero no ha podido aisl.arse compl.etamente pura y, 

además, por l.as cantidades tan pequefias en l.as que se encuen-

tra, no es costeab1e p~ra su obtención en esca1a industria1. 

En l.a siguiente tabl.a se encuentran al.gunos productos-

animal.es que contienen l.a vitamina B 12 • 

Múscul.o de res 

Rii'!.ón 

Corazón 

H:f.gado 

Cerdo 

Ternera 

P.ierna de carnero 

Leche (vaca) 
(cabra) 

Queso 

H:f.gado de pol.l.o 

Yema de huevo 

el.ara 

Arenque (teta l.) 
(fil.ete) 
(hígado) 

_,,qg/}OOg de proa. 

2-8 

20-50 

25 

50-"l.30 

O.l.-5 

2 

8 

0.2-0.6 
0.01. 

l..4-3.6 

l.. 2 

8 

(por 

o 

l. l. 
1.3 
34 

fresco 

yema) 



l.O 

Harina de pescado 

_,.<\.'3"/l.OOg de prod. fresco 

l.0-25 

Sustancias sol.ubl.es de pescado 

Carne deshebrada 

1.5-40 

3.5 

Se ha encontrado l.a vitamina Bl. 2 en el. l.odo de drena

je municipal. (debido, posibl.emente. a l.a materia fecal. (l.0,-

1.l., 22) también se han encontrado anál.ogos de l.a vitamina en 

materias fecal.es de pol.l.os y puercos. 

La necesid~d de obtener un mayo~ rendimiento de 1a vi

tamj.na ha hecho que se desarrol.l.e el. cul.tivo de microor<;Janis

mos aumentando as~ l.a fuente de l.a vitamina. 

La vitamina Bi2 es 1a única vitamina que se obtiene -

por microorganismos, principa1mente bacterias y actinomicetes, 

y no por extracción de pl.antas superiores. se han publ.icado-

un gr~n número de art~cul.os que describen procesos de fermen

tación que uti1izan una gran variedad de organismos pero s~ 

l.amente al.gunos géneros han probado tener uao industrial. para 

l.a obtención excl.usivamente de vitamina B 12 o, conjuntamente-

con otros antibióticos. 
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Por anál.isis de emisión espectrofotométrica se mostró-

que l.a vitamina Bi2 es un comp1ejo de coordinación que conti~ 

ne cobal.to. nitrógeno y fósforo (l.08) y cono en 1a mo1écul.a -

l.a parte esencial. es el. cabal.to se l.e dio el. nombre de coba].~ 

mina,,y más particul.armente cianocoba1amina debido al. grupo -

ciano que se encuentra coordinado al.. cobal.to (76. 69) 

Los resu1tados combinados de1 trabajo de degradaci6n ~ 

aportan.l.os siguientes datos del.a vitamina s 12 • el. factor a~ 

tianernia perniciosa tiene como f6rrnul.a parcial. (Fig. I) l.a 

fórrnul.a mol.ecu1ar corresponde a c 61_ 64H 84_ 92oi3 -i4 N 14Pco, de

acuerdo con l.os datos publ.icados por Brink. Wol.f, Kaczka, Ko-

nuszy, wood y Fol.1l;:ersi (2, 21). 

Me ... 

FIG. X 

r-º--i. 
CH CH.CH CH - CHz-OH 

~ HO O O 

~CH ""- / N p 
_./ .......... 

o o . i 

una parte principal. de l.a estructura (I) es el. residuo 

de 5,6 dimetil.-1-( ~ -D-ribofuranosil.) benzimidazo1 (ó 3) fo~ 

fato, el. cual. puede estar compl.etamente esterificado. 
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La vitamina contiene grupos ácidos iibres, ei nucieót.!_ 

do benzimidazol ha sido aislado de ios productos de 1-a hidró-

lisis ácida de 1-a vitamina s 12 (24) como sai de bario y como-

ácido libre (78). 

El. punto de unión del. fosfato a 1-a cadena del azúcar,-

el nucleosido correspondiente, ha sido ai~lado de 1-a hidróli-

sis ácida (19) y la estructura del 5,6 dimetil-1- (o< -D-rib..2_ 

furanosil) benzimidazol. ha sido conf~rmada por síntesis (66); 

y e1 5,6 dimetil. oenzimidazol ha sido separado de l.os produc-

tos de 1-a hidró~isis ácida de 1a vitamina (8, 18). 

El. amoniaco y el Dg-1 aminopropan-2-ol (151) son taro--

bién producidos por hidrólisis ácida y, según Chargaff, Levi-

ne, Green y Krean (29), dos mol.es de a1cano1amina y 4-5 mol.es 

de amoniaco se forman de cada mol.e de vitamina después de 1a-

hidrólisis ácida con ácido clorhídrico 6N durante 6 h. a 100ºC 

en un tubo seiiaao. Por otro 1ado, cooiey, Davies, E1ii~, Pe-

trov y Sturgeon (31) encontraro11 so1üme.-..te una mo1e de amino-

propa.nol. y 6 r>ol.~s de amoniaco. Bajo condici.ones ae hi.dr61i--

sis específica coo1ey y colaboradores habían obtenido result.!!_ 

dos similares, pero usando ácido 11N, obteniendo aproximada-
ir 

mente 2 mol.es de aminopropanol. por mo1écu1a. Aunque actua1meE_ 

te no se tiene una explicación satisfactoria de 1as anomalías 

de 1os resultados con ácidos fuertes, se 11.ega a 1-a conclusión 

de Cool.ey y colaboradores de que sol.amente está presente un -
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residuo de aminopropanol. La hidrólisis de la vitamina con h~ 

dróxido de bario saturado de 5 moles de amoniaco por molécula. 

De las otras fracciones de la estructura parcial (I), 

1a presencia del grupo ciano fué deducido de los resultQdos de 

oxidación con permanganato (20) ~ y la ligadura coordinada en-

tre e1 nitrógeno (3) del núcleo de benzimidazol y el átomo de

cobalto fué supuesta por espectroscopía (9) • La vitamina Bl2 

puede ser convertida en otras sustancias de 1a serie de coba1.5!_ 

minas, vitamina Bl 2 b (hidroxocobaL:·.a1ina) y vitanina B12c (ni-

tritocobalamina) al reemplazar el grupo ciano (77, 126). 

Los grupos ácidos son esterificados cuando se emplean

soluciones alcohólicas de ácidos para la hidrólisis de la vi

tamina. El coeficiente de partición ha sido empleado por Shmed,, 

Ebn~ther y Karrer (12l) en una prueba para separar los compo

nentes de la mezcla de pigmentos esterificados obtenida de la 

hidrólisis de vitamina B12 con ácido clorhídrico. 

Mediante una medición de la suceptibilidad magn~tica -

{35, 54 y 144) y estudios polarográ~icos (34, 128), SG ha de

mostrado que e1 cobalto se encuentra en forma trivalente en 1a 

vitamina a 12 y la estabilidad del complejo, por ejemplo a ageE_ 

tes tales como sulfuro de hidrógeno (77), a la hidrólisis áci

da y al cambio con cobalto radioactivo (43,5,13), indican que

el cobalto está unido muy estrechamente. La posibilidad de que 

la vitamina B12 pudiera ser una cobalto-porfirina fué conside 
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rada por Mcconnel., Overel.1.. Petrow y Sturgeon '(90a), pero el. 

espectro de absorción ul.traviol.eta de la vitamina no da la -

banda de soret característica de 1.as porfirinas (87). Oxida

ciones controladas de porfirinas con ácido cr6mico se conoce 

que producen mal.einimidas (93, 1.48, 1.49, 94), pero no fué·p..Q. 

sible obtener estas por oxidaciones simi1ares de ia vitamina 

(El. Dr. J.G. Buchanan, trabajando en Cambridge, demostró que 

las ma1einimidas pueden ser detectadas convenientemente sobre 

cromatogramas de papel., por exposici6n del. papel. al el.oro o -

rociándoLo con agua de bromo en soiuci6n acuosa saturada, re

moviendo el. exceso de hal.ógeno y después.tratándolo con una 

sol.ución de ioduro de potasio-almidón. un método similar de ~ 

detección de péptidos y compuestos similares ha sido descrito 

por Rydon y smith (1.16). 

La estructura completa fué conocida cerca de 60 afias -

después de su ~isl.amiento, por cristalografía de rayos x. por 

1.a Dra. Dorothy c. Hodking {60, 61, 62, 63), quién recibió el. 

premio Nobel. en Química por su trabajo real.iza-do entre 1.os 

anos 1.950 - 1.96 2. 

La mol.écul.a se puede dividir en-dos grandes porciones. 

reconocidas como "grupo pl.anar" y .. nucl.eativo .. _ (Fiq_ ::tl:) _ 
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Fi9. U :- Clonocobelocni-

El. úl.timo se encuentra en un pl.ano cas·i en ángul.o re~ 

to con respecto al. primero. el. cual. soporta un anil.1.o p~reci-. 

do al. de 1.as porfirinas. La configuraci6n en el. espacio se o.E. 

serva mejor en 1.a Fig. III. el. átomo de cabal.to está unido a-

cuatro anil.1.os reducidos de pirrol. formando un macroanil.1.o, 
T 

tres de 1as cuatro uniones entre ani1Los toman 1a forma meso-

o de un puente de átomos de carbono, caracter~stico de 1.as --

porfirinas, en e1 cuarto 1ugar se tiene una uni6n directa en-

tre 1.os dos átomos o( de 1.os anil.1.os D y A. 



Fl-g. :m Cicnocobalamln!l en el espocio. 

EL macroaniiLo contiene seis dobies Ligaduras conjuga-

das que constituyen el. único sistema resonante, s·e:is de 1-os 

diecinueve átomos de carbono que forman eL macroaniLLo están-

compietamente substitu~dos por grupos metiio o cadenas más --

1argas, 1-as cua1es son residuos de acetamina o prop~onamida. 

Las cadenas 1argas y cortas se encuentran en e1 mismo orden-

que en eL caso de ias uro-porfirinas III. 
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La diferencia entre 1os nuc1eótidos de1 ácido nuc1eico 

y ei que se encuentra en este caso consiste en que este úitimo 

no contiene una purina o pirimidina, sino que ia base en 5,6-

dimeti1 benzimidazo1. Ei azúcar es ribosa, pero 1a unión g1u-

cosido es O'( , diferente de 1os ~cides nuc1eidos (1os cu~les 

contienen ligadura 1~ ) • La riboAa estA fosfori1ada a C3¡ e1 

fosfato está también unido, a través de un~ 1ig~dura de amida, 

con 1a cadena de1 ácido propiónico sobre e1 ani11o o. Fina1--

mente, se encuentra coordinado a uno de 1os átomos de nitróge

no de1 benzimidazo1, haciendo as~ un segundo puente entre Las

dos partes de 1a mo1écu1a. La tEorcera función hj.dróxido de1 -

grupo fosfato no está esterificada. 

La vitamina Bi 2 es, de hecho, una sai inerte: 1a carga 

negativa sobre e1 átomo de fosforo se neutra1iza por una car

ga positiva sobre 1a coordinación de1 coba1to de1 complejo. 



2.2.1.- NOMENCLATURA. 

La primera comisión reunida durante e1 primer Simposium 

Europeo sobre vitamina B12 y el factor intrinseco en la ciudad 

de Hamburgo en mayo de 1956, publicó un reporte sobre un sist~ 

ma tentativo de nomenclatura. Los comités de la Sociedad Quim~ 

ca y Bi.oqui..mica adoptaron e1 sistema de "Hamburgo" con algunos 

cambios -?n los nombre!; tri-via1es y en 1.a numeración de los ca~ 

puestos; 1.a comisión sobre NomencJarura de Qu~mica Orgánica de 

la Unión Internacional de Quimica Pura y Aplicada, celebrada -

en ju1io de 1957, adoptó este sistema para la vitamina a 12 , e~ 

cepto por cambios en 1a numeración basados en ei Indice univeE_ 

sa1 de sistemas de ani11os. Este sistema presentó desventajas

al ap1icarlo a las moléculas complejas del grupo de la vitami

na a 12 • Se hizo una combinación de números relacionándolos --

aproximadamente, a 1as porf~rinas de origen biogenético simi-

lar. Por otra parte, una ligera modificación de1 sistema de la 

vitamina a 12 pudo se~vir para ambos grupos de compuestos, cua~ 

do 1a Comisión de nomenclatura dio por terminadas las reglas 

en septiembre de 1959, cambiando nuevamente 1a numeración. 

El resultado final fué que la numeración empieza en el 

anil.l.o 11 A• 1 en e1 punto donde está unida directamente al ani--

110 "D" y continúa en los carbones siguientes alrededor del -

macroanillo hasta el 19: finalmente, los nitrógenos de los -

anillos llevan los números del 21 al 24. 
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La omisión del número 20 se explica por la necesidad -

de guardar este número para el. carbono meso adicional de las-

porfinas. 

Las reglas definitivas fueron publicadas en l96o70 , en 

donde se le dá el nombre de cianuro de o<. (5,6-dimetilbenz~ 

midazoil) cobalamina a la cianocobalamina o vitamina a 12 • 

En 1.os comp11estos derivados de ·l.a vitamina B1 2 sa usan 

6 nombres trivia1es. Estos compuestos contienen e1 grupo "co--

rrin~ y se denominan corrinoides. 

(IV) Corrina 

(V) Acido cobirínico. 

(VIb) Acido Cobínico 

(VIIa) Acido Cobámico 

(VIIIb) cobamida 

El núcleo de la corrina y sus derivados se numera de -

l.a siguiente m3nera. 

Corrlna 

FIG. :::CZ: 

Nucleo porfirina 
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La numeración del. núcl.eo de l.as porfirinas es simil.ar 

al. de l.a corr.Lna, en el. que se omite e1 número 20. 

Los grupos caroxilo terminales en sustancias del. tipo 

II, III, IV, v. VI y VII son designados con l.etras de a a 

l.a g. 

(b) 

(o) 

(9) ~e-e".? 

,-" 

( f) 

f"z 
HOzC-CH2 -CHz 

COzH 

1 
CH2 
1 

GHz 
' 

Cffs 

Flg. ][.,.- Acido cobirlnico 

(e) 

e•> 
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Para nucle6tidos de esta serie, el nombre de1 radical 

het~roc~ciico adicional termina en -il, ej. Cianuro de 

(5,6 dirneti1benzirnidazoi1) cobarnida. )vitamina B 12). 

e b> 
co .. 
1 
CH2 

1 

(Ci) 

-CHz - CHz - COlt. (d) 

.Roe -HZ:: 
e~ 

'CH5 

. 
CH2 

(f) 1 <•> 0<¡=-CH2 CH2-COR 

Nlt 
1 
CH2 
1 
CHOX FIQ. "3ZI :-1 
CH3 

(llia) R =OH } R• H Acido co!:-lnlco 

(:lll:b) 
Re •H2 J Cobinamida 
X: H 
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(Vl\o) R • o H l. A c\do cobÓM,CO )( • J 

R .. NHz 

)( - } Cobamldo 

En 1as mo1écu1as formadas por 1os iones mencionados, 

1a 1igadura unida a1 meta1 se nombra por e1 método usado en 

qu~mica inórgánica, y no por un prefijo, por ejemp1o ácido di:_ 

nitrito carbámico, ="<-(5·,6 dimeti1ben_zimidazoi1) acuocobaia-

mina o vitamina B12b. 
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2.3.- QUIMICA DE LA VITAMINA _!!12 

PROPIEDADES FISICAS.-

La vitamina B 1 2 (cianocoblamina) cristaliza en agujas o 

prismas rojos obscuros, el color varía según el tamaffo de los

crista1es~ ios cua1es obscurecen a 210-220º pero no funden --

abajo de 300º. Los índices de refracción son: ne>(.=l.616: n¡!l-

1.652' n((= 1.664 (107). Las medidas cristalográficas indican 

que e1 sistema es orto-rombico y Los crista1es norma1mente 

prismáticos (43,64). cristaliza de acetona acuosa, pero se 

presenta una considerab1e cantidad de agua de crista1izaci6n

(ésta se puede eliminar por calentamiento bajo presión reducl:_ 

da). El material deshidratado de nuevo absorbe humedad hasta

un 10-12°,{.. 

La vitamina B12 es soluble en agua (aprox. 1.2%. a la 

temperatura ambientP-) y también en alcoholes de bajo peso m~ 

lecular, ácidos al~fáticos y fenoles. Es insoluble en p~ridi 

na y por otras aminas terciarias. pero es soluble en algunas 

amidas líquidas ~ fundidas, tales como acetamida o dimeti1 -

formamida. 

Las so1uciones acuosas presentan una absorción máxima7 

a 278, 361 y 550..,...... El espectro en el infrarrojo fué regis

trado por Fantes y colaboradores. La vitamina s 12 presenta un 

fuerte efecto cotton con una rotación dextro máxima a 400 mp.. 

(no presenta desviación a 525 mj4 y una rota.ción levo .máxima 
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a 575 m_r.(38). Esto exp1ica 1as discrepancias en su rotación -

a: diferentes 1ongitudes de onda (21, 107) - La vitamina Bi2 es 

diamagnética, indicando ésto que eL cobaLto esta en estado 

trivaLente (35, 54). Las sustancias extrechamente reLaciona

das también son diamagnéticas (L28, 144} (BL2 b y BL2c>· :r..a -

situación eLectromagnética y Las mediciones de conductividad 

mostraron La ausencia de cualquier grupo fuertemente ioniza~ 

te (43), (Fantes y coLaboradores). También se han registrado 

mediciones poiarográficas (Fantes y coLaboradores) (2). EL 

peso molecuLar fué determinado por ~L método de eLevación -

del punto de ebuLLición y se encor-tró entre L490-L50 (Brir.k y 

co1aboradores}(3). Por cristalograf~a de rayos x se determi

nó entre L360 y 1575, siendo la diferencia debido aL difere~ 

te grado de hidratación de los cristales. 

Las mayores contribuciones a la qu~mica de esta vita

mina fueron Logradas por Los equipos de cuatro instituciones: 

Laboratoriocl Merck, Brithish Drug Houses, GLaxo y La Univer

sidad de cambridge. 

Las primeras observaciones qu~micas se encuentran e-

nunciadas en eL inciso anterior, se obtienen productos de d~ 

gradación por hidróLisis ácida o alcaLina de la vitamina, b~ 

jo diferentes condiciones. Estas reacciones dieron informa-

ción valiosa acerca de La estructura exterior de La molécuLa, 

complementándose con las reacciones de oxidación. 
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Al tratar l.a vitamina B 12 con agentes reductores se 02_ 

tuvieron derivados tal.es como ia vitamina B 12r, de color café, 

que contiene el. cabal.to dival.ente. Esta al contacto con áto--

mas de oxígeno, se transforma en vitamina B
12

a Kaczxa y col.a

boradores (76, 77, 118) fué el primero que indicó que al.gunos-

reactivos 11evan la reducción hasta la obtención de un compue§!_ 

to gxis verde llamado B
12

s y el. cual 

del hidruro de cobalto. 

parece ser un derivado-

Una reducción reversi.bl.e puede hacerse al adicionar --

ácido tiogl.icól.i.co a una sol.ución al.calina de l.a vitamina Bi2 • 

El. cambio de col.oración es l.ento, de rojo a café naranja. Ag.:!:_ 

tando el contacto con aire se -VUel.ve instantáneamente rojo. 

La el.oración vigorosa de ia vitamina Bl.
2 

da un pr odu_g_ 

t0 que contiene 300/o de el.oro Garbers y col.aboradores (Sl-, 52, 

1-01) describieron varios productos provenientes del tratamie.u_ 

to de ]_a vitamina Biz con el.oro o cl.oramina T, l.os cual.es pu

diere~ ser separa~os por cromatografía. 

Estudios de halogenación más detal.1ada fueron logrados 

por l.os equipos de 1-a Gl.axo y Cambridge (1-2). 

Frederick y Bernhauer (1-l.), investigaron l.as condicio-

nes bajo las cuales ]_a posición N3 del. benzimidazol. puede ser 

al.quil.ado. Es.ta reacc:i.ón fuá estudiada para ver e1 comporta--

miento complejo de1 factor III, anál.ogo de l.a vitamina, el --

cual. puede ser metil.ado por una reacción con sulfato de dime-

ti1o en sol.ución acuosa de cianuro a pH 8.3. aprox. 
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2.4.- METODOS Q§_ ANALISIS. 

Loa métodos de aná1isis disponib1es para 1a determina

ción de 1a vitamina B12 caen dentro de tres grupos: bio1ógi-

cos, microbio1ógicos y qu~micos. Los métodos bio1ógicos emp1~ 

an m~cho tiempo, no se emp1ean frecüentemente, aunque, por -

otro 1ado, 1as respuestas de 1os anima1es pueden dar una medi:_ 

da espec~fica de 1a cantidad de vitamina aprovechab1e en ia -

sustancia probada. Los méto~os microbic1ógicos son más scnsi

b1es, emp1eari menor tiempo y requiere~ r--rsona1 menos capaci

tado una vez que e1 método ha sido estab1ecido. Los métodos -

qu~micos son menos sensib1es que cua1quiera de 1os métodos 

bio16gicos pero son más rápidos y, generaimente, más reprodu

cib1es. 

Los métodos bio16gicos emp1ean dos anima1es diferen-

tes: ratas (destetadas) y po11os. Los métodos que emp1ean p_g_ 

11os usan directamente ia reacción de crecimiento para medir-

1a actividad de ia vitamina a 12 (92, 137). Los ensayos que em 

p1ean ratas jóvenes se dificu1tan a veces debido a un trata-

miento anterior por caseína iodada o sustancia tiroidea (40). 

Aunque 1os métodos microbio16gicos han tenido un rápi

do desarro11o, muchos de e11os no han tenido éxito. E1 actob~ 

ci11us 1actis (Dorner) fué sugerido ai fina1 de 1os a~os cua

renta como un organismo apropiado (53,122), sin embargo, si-

mu1táneamente surgieron métodos usando 1actobaci11us 1eichmanii 
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(99, 123, 138). Este es actual.mente el. microorganismo prefe-

rido por l.a Asociation of Official. Agricul.tural. Chemists de-

l.os E.E.U.U. (92). cuando es cul.tivado en un medio semi-sin-

tético el. l.actobacil.l.us usa pseudo-vitamina s 12 , trimidina y

otros deoxirribósidos, con variación en l.a sensibil.idad con-

rel.ación al. medio sin vitamina s 12 (l.20, l.35, l.36, l.50). Sin 

embargo el. L. l.eichmannii provee un ensayo rápido y sensibl..e-

para co·bal.aminas total.es y deoxirribosidos, puesto que pequ~ 

ñas cantidades de deoxirrLbósidos pueden interferir con l.a -

vitamina Bl..
2 

l.o suficien~e para nul.ificar el. anál.isis,l.a in

terferencia debe ser removida dil.uyendo el. ribósido a menos-

de l.mcg/ml. de ia solución ensayo. Las substancias que ínter-

fieren también pueden ser removidas por extracción y purifi-

cación anterior al. análisis (91). Para medirl.o se emplea un-

ensayo diferencial. (47, 49, 59) 

En muestras de productos animal.es que han sido purilfi::i.~ 

cadas por cromatograf~a sus cabal.aminas total.es pueden ser --

anal.izadas con Escherichia col.i (25). Este organismo proveé -

un ensayo rápido (l..6-24 h). Sin embargo éste también responde 

a ia metionina y al.. Factor B, 

an-tes de l. ensayo. 

l.os cual.es deben ser el.iminados ... 

La vitamina s 12 puede ser anal.izado con una sensibil.i

dad igual. al.. de Lactobacil..l.us l.eichannii con el protozoario -

fagoc~tico,Ochromonas mal.hamensis (49). Este organismo respo!!_ 

de sol.amente a l.a vitamina Biz verdadera y no a los tipos pseB_ 
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do. Los ensayos con el protosoario se correlacionan bien con 

la actividad clínica de la vitamina B
12 aunque algunas for-

mas de coenzima no dan respues ':a (7).El suero de pacientes en-

fermos del hígado, pueden contener formas activ~s para el o. 

malhamensis, pero que no dan respuesta al ensayo con Euglena 

gracilis (95). El alga Euglena gacilis es muy usada P"lra el

ensayo de cobalqminas puesto que no se conocen factores de -

crecimiento que substituyan las necesidades de B12 , (96), e~ 

cepto en l..as for!nas 11 pscudo". :r.z .j,asventaja de emp1ear estos 

mic~oorganismos es el tiempo empleado para la incubación 

(4-7 días), pero los resultados son bastante aceptables. 

Los métodos bioautográficos con los cuatro microorga

nismos L.- leichmannii, E. coli, o. malhamensis y E. gr.acilis 

permiten la indentificaci6n de compuestos activos obtenidos -

en pequeHas cantidades. Tales métodos de placa son usados en

unión con la cromatrografía pero no para ensayos de rutina de 

vitamina B12 • Han sido reportados 

de ensayo. (84, 85). 

los cuatro procedimientos-

Los primeros métodos para los análisis químicos de -

ª12 están basados en degradaciones químicas y físicas, se--

guidas por la determinación de uno o más productos de reacción. 

Los métodos usuales para la determinación de s 12 están basa

dos en el análisis del cobalto de las cenizas o de la fusión 

de la muestra. Antes de aclarar la estructura de la molécula 
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de s
12 

se encontró que por hidro1isis ácida se obtenía e1 --

5, 6 dimeti1benzimidazo1, (14). Un método coiorimétrico y f1u.e_ 

rimétrico combinado se emp1ea para comprobar ei contenido de 

5,6 dimetii benzimidazo1 en e1 hidro1izado ácido. La cantidad 

de ácido cianhídrico 1iberado de una so1uci6n ácida de 1a vi-

tamina fué también reiacionado con ia concentración, (14, 15, 

isa, 16). 

La absorción en ei infrarrojo ha sido usada para dife--

ranciar 1as cantidades de varias coba1aminas, pero soiamente-

pueden ser datectadas concentraciones eievadas. (3, 43). 

Un método espectrofiuorimétrico en fosfato buffer a -

PH 7 ha demostrado tener una sensibiiidad de 0.003 mg de Bi2 

por mi, (36). Ei desarro1io de espectrofiuorímetros más mo--

dernos, capaces de registrar a1 mismo tiempo ia actividad y-

1a emisión de radiación, podría resuitar en una apiicaci6n -

basada en este tipo de medición. 

Fantes K. H. y coiaboradores (42), seguidos 

por Heinrich H.C. (58), desarroiiaron exitosamente un método 

anaiítico basado en 1a formación y determinación subsecuente 

de un esteroctíiico de ia vitamina. 

La cianocoba1amina puede ser determinada. directamente 

por medida espectrofotométrica a 550 mA y/o a 361 m.J"- Fig. 

i% 
VIII. E1 Ei cm de estas 1ongitu.des de onda son 64 y 207 re.!!. 

pectivamente. Este método tiene 1imitaciones pero pueden usaE_ 

se convenientemente para comprobar ia concentración de ias --
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so1uciones puras. 

coo1ey G y co1aboradores (32) describieron ia existe!!_ 

cia y formación de un comp1ejo diciano de1 cabal.to de l.a vi-

tamina; y Rudk:in G. o. Jr. y Tay1or R. J. (11.3.l apoyaron ex.!_ 

tosamente e1 primer método química directo para l.a determin~ 

ción del. dicianuro colorido, Fig. IX. De Cñrneri y más tarde 

Janicki J. y co1aboradores (72, 74), recomendaron modifica--

cionec del. rnismo inétodo para l.os exi::ractos d<= hígado y ca1dos 

de cu1tivo. cuando un exceso Ue cianuro se añade a una sc1u--

ción aical.ina de s 12 se forma el. comp1ejo diciano acompañado-

por un cambio de co1or rojo a púrpura y un cambio en el. máxi-

mo de absorción a 582 mm, terminando ia absorción a ia mues--

tra con un exceso de cianuro, y ajustando e1 pH a 9.5-l.o. De~ 

pués de estabiiizar el. comp1ejo diciano, se estrae con alcohol. 

bencíl.ico y después se reextrae con agua. E1 extracto acuoso-

se divide en dos porciones, una conteniendo exceso de cianuro 

a pH 10 y ia otra ajustada a pH 5-6. La diferencia en 1os dos 

espectros 8S un máximo a 582 ~m con c1 
l.% 

El. cm = 54. Se em--

pl.ea esta diferencia para el. análisis de l.a vitamina s 12 en 

l.a cual. se corrige automáticamente l.a gran interferencia de 

absorción encontrada en l.as preparaciones crudas. 

Fisher R. A. (46), propuso una modificación en el. pro-

cedimiento de dicianuro, en l.a cual. se l.e extrae de1 cultivo-

secado con alcohol. bencíl.ico caliente en presencia de cianuro 

a pH 7-8. Otros investigadores (27), encontraron que l.os pig-
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mentes "pseudo" de la a 12 formados también forman el complejo 

diciano y causaban interferencia. 

Las resin~s de intercambio se probaron para eliminar -

la interferencia de cierte>s pigrnentoos rejos (90), V un método 

se basa en el color del complejo diciano (139) formado des--

pués de que la muestra se ha pasado a través de ras columnas

de intercambio. 

La vitamina a 12 ha sido marcada con c-14 (15a. 117. 

146) y con fósforo-32 (125, 127) pero ninguno de estos métodos 

ha probado ser superior al método que emplea cobalto marcado

para 1as determinaciones ana1~ticas. La cianocoba1amina marc~ 

da con cobalto radiactivo 60 (vida media 5.2 afias) y con ca-

balto-SS (vida media 72 días) ha sido sintetizada por fermen

tación. 

Barker F. A. Boley A. E. y Shonk C. E. describieron -

una técnica de 3ilución isotópica. En 1954 se.estableció un -

Comité en E.E.U.U. para estudiar esta nueva técnica.(23). El.

comité concluyó que el método era realmente específico para -

la vitamina s 12 y subsecuentemente recibió el reconocimiento

oficial en la Farmacopea de E.E.u.u. NºXV Primer Suplemento -

p.l. (1956) y en el Formulario Nacional XI (p.419(1960) com'E> 

un ensayo estandard para la cobalamina. La Farmacopea Mexica

na adoptó también este métoao. 
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FIG. VIII curva de absorción espectrofotométrica para 
cianocoba1amina (48.3 /g/m1 en KCN o.2N a·
pH 6" 
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FIG. IX curvas de absorción espectrofotométrica para vi
tamina B

12 
(línea) y ei complejo diciano (punte3! 

da ) compiejo diciano: B1mg/m1. Vitamina s 12 : 
81 mg/m1. 
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Después de las primeras publicaciones de la separación 

de I.a vitamina B
12 

se hicieron 1nucl1os estudios de los cuales -

se vio la necesidad de obtenerla en grandes cantidades. Los e~ 

tudios de ].a biosíntesis de la vitamina n
12 

han logrado progr~ 

sos considerables en los últimos años para encontrar los posi-

bl.es orígenes de l.a misma, se: han hecho investigaciones para -

encontrar organismos apropiados para la producción industrial-

de antibióticos, en la que el medio contiene un bajo nivel de-

cobalto ... En los culti"l:_1os d.e Streptomices griceus y Strcptomi--

ceg aurefacit.!ns se obtuvo la vitainina I3 
l2 

como subproducto, 

aunque este método no es el más económico se logró que la vit~ 

mina a
12 

no quedara simplemente como curiosidad científica o 

muy costosa, corno lo era cuanto se obtenía por la extracción 

del hígado y del estiércol. 

Han recibido atención especial los actinomicetos. Den-

tro de este grupo se encuentran los que producen estreptomici-

na, neomicina y clorhidrato de tetracilina (71, 73, lOS, ll9). 

narken es una amplia revisión (33) enlistó un gran nú-

mero de microorganismos que producen cianocobalamina, princi--

palrnente por actinornicetos y bacterias. Los actinornicetos re--

portados que son capaces de producir vitamina B
12 

o derivados

(compuestos con actividad de vitamina Bl
2

) incluyen una espe-

cie de Nócordia y .1.as siguientes especies del género de Strep-

tornyces: albidofavus, antibioticus, aureofaciens, colombiensis, 
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gr~seus, ol~vaceus y roseochromogenus. Entre las bacter~as se-

incluyen Aerobacter, aerogenes, nacillus megatherium, -ª..- ~-

~, Clostridium butyricum, Cl. cochl.carium, _9_!.. 1-abeJ_1if1erurn, 

~- tetcron1orphos, Escerichia coli; las especies de Flavobacte-

~, acctvlicum, acidificum aquatile, arborescens, devorans,-

estcroaromaticum,flavescens, solare y suareolens, Lactobaci---

llius arabinosus,~. casei, Mvcobactcrium phlei, M· srnegmatis, 

1':1.· tuberculosUm,propionibacter:l_um freunderichii,R_ ... shermani..i,-

P. ~, Proteus vulgaris; Especies de Pseudomonas, serramatia-

rnarcescens, staphyloccocus aureus y Streptococcus feacalis. Tª.!!! 

bj_én ciertas especies de Rhizobium pueden llegar a sintetizar-

v~tam~na e 12 tBB). 

A continuación se describen algunos procesos para la -

producción de vitamina B
12 

en escala industrial. 

3.1.- PRODUCCION DE VITAMINA B POR MEDIO DE 
12 

STREPTOJ1ICES GRISEUS. 

Después de lo~ primeros d~scubrimientos de Rickes (107) 

al ais1ar1a del hígado en rorma cristalina y shorb (122}, en--

centró que la vitamina era un promotor para el crecimiento del 

Lactobacillius lactis con lo cual se logró que fué investigada 
,,. 

en un gran número de posibles orígenes, Rickes y col. (109) hi:. 

cieron un estudio comparativo entre la vitamina B obtenida 
12 

del hígado y la del nuevo origen, Streptomices griseus. 

Rickes E.L., Rahway wood R.T. (llO) preparan la inocu-
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1aci6n empleando un medio b~sico de crecimiento consistente en: 

1% de Extracto de levadura; Difco 

0.02% de jugo de tomate; 

1% de dextrosa anhidr.a; 

l. 5% de agar. 

Las células de inoculación así obtenidas se lavan con

agua destilada, y se secan y estirilizan por calentamiento a -

120° C durante 13 min., posteriormente se enfrian a la temper~ 

tura ambiente. Después los tubos son ~noculados con una gota 

de suspensión estandarizada de Lactobacillius leicharnnii. 

Medio de fern1entación: 

Extracto de carne (75% sólidos) 43 Kg. 

Ce saína 141 Kg. 

cloruro de sodio 72 Kg. 

Sulfato ferroso. 7H2 o 720 g. 

Aceite de soya 20 lt. 

Agua (Aprox.) 13,000 lt. 

I.a solución se esteriliza durante 30 min. a l20°C, po~ 

teriormente se enfría a 28ºC- Esta solución se inocula con 

J.000 .l.. de un cultivo de strptomyces. griseus. El medio inoculado

se fermenta a 28ºC durante 28 hrs. agitando con un agitador m~ 

cánico de turbohélice y con aereación contínua aprox. 500 

~ro de aire por hr. Al final de período de fermentación el ca~ 

do de cultivo se acidifica a pH 3 con ácido fosfórico y se fil 
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tra# se l.ava y se alcaliniza l.igeramente con hidróxido de so--

dio. El. caldo de fermentación resultante presenta un pH de 7,8. 

La vitamina B
12 

producida por Streptomyces griseus p~ 

de ser aislada tratando con una resina de intercambio i6nico -

(89) en la que los grupos polares son carb6xido los que absor-

ben la estreptomicina y retienen la vitamina s
12

_ Posteriorrne~ 

te se trata con ca-cb6n activado, a1úrnina activad~ o símil.ares-

(se emplean extracciones acuosas cuando se emplea carbón acti-

vado, y para las co.Lu..h1nas de al.úmina se emplean alcoholes al~ 

fa.tices miscibles en agua); la so1u6i6n es purificada y poste--

riormente se precipita la vitamina con un solvente no miscible. 

El producto se saca durante dos horas ai vacío a 100°. 

E1 equipo necesario es semejante al utilizado para ia-

producción de antibióticos fig x. Es necesario que 1os reci---

pientes no sean de acero, pero puede ser producida en reactores 

recubiertos de esmaite 

j!¡~ x.- DIAGfiAMA DE FLUWO 

HARINA aLUCOSA 
c .. coa 

P'ILTRO P'AENS.A 

AIRIE 
~ILTRAOO 
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Russe11-UCLAF. (11.5) 1-a produce en un medio nutritivo-

que contiene mono sodio Co (iii) EDTA. 

Du1aney E.L. y Wi1-1iams J?.L. (37) encontr.aron que ia -

feni1amina estimuia 1-a producción de vitamina B 12 obtenida por 

Streptomices griseus. 

3.2 PRODUCCION DE VITAMINA B 12 POR MEDIO DE STREJ?TOMI-

CES or~IVACEUS • 

Los Streptomices NRRL B-1125, han sido usados para 1-a-

producción comercia1- de vitamina B
12

• Fue ais1ada por ei Nor-

then Util.ization Research and DeveJ_opment Di•rision of the De--

partament of Agricuiture (57, 58a, 1-02) y otros. 

Preparación del. cu1-tivo.- E1- cu1tivo se mantiene expo-

ru1ado en agar de Bennett. (Janes K.L. 

Estracto de l.evadura 

Extracto de carne 
_.,.__ 

N-Z Amina A 

G1ucosa 

Agar 

Agua dest. 

Se ajusta el. pH a 7.3 con NaOH 

(56, 1-41) -

l.. O g. 

i.. O g. 

2.o g. 

l.0.0 g. 

is.o g. 

l.,000.0 mi. 

* hidro1izado enzimático de case~na. 

Las esporas para eJ_ cul.tivo se preparan por crecimien-

to del. organismo sobre el. agar de Bennett durante 4 a 6 d~as a 

2SºC. Estas pueden ser usadas inmediatamente o pueden ser guai;:_ 
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dados por varias semanas en refrigeración. 

Se puede empiear una gran variedad de medios para cui-

tivo. pueden contener i% de sóiidos dei iicor dei procesamien-

to dei maíz (0.5% de sóiiaos y 0.5% de dextrosa.) 

Medio de cuitivo y Fermentación: 

Medio i 

Dextrosa 0.5 

s6iiuos dei iicor de proces. dei 
maíz. 0.5 

soiubies de destiiería e harina
de soya 

cioruro tle cobaito (Coci2 • 6H2 o)ppm 

Carbonato de calcio 

Aceite de soya % 

pH ajustado a 

2.0 

o.i 

7.0 

k Pfeifer y coi. Ind. Eng. Chem. 46.843 (i954) 

Medio 2i\X 

i.o 

4.0 

2-io 

0.5 

o.i 

7.0 

Ei medio iíquido se inocuia con ias esporas y se aerea 

y agita durante 48 hr. a 28°C. Para ia fermentación ei cuitivo 

puede ser desarroiia con agitación rotativa o recípro=a en tan 

ques de fermentación. 

Diagrama de flujo.- La Fig XI muestra ei diagrama de -

fiujo para ia producción de vitamina ªiz con Streptomyces oii

vaceus. Ei pH se ajusta a 7J-7.5 antes de ia esteriización y -

puede ser controiado durante ia fermentación¡ ia gráfica Fig.-

XII muestra ios cambios de pH. azúcar y vitamina Biz durante -
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una fermentación tipica en 1a que e1 pH no fue contro1ado. 

AG. 'XI Diagrama de t'lujo. 

e 
8 
~ -

.... 
1.0 

o.a 7'.0 

~ "á. 
g. o.• ... 
C OA &O 
ci 
~ o.a 
<.> 

_, 
L4~ 

L 

l.Z "' 
1.0 8 ::; 
o.e z 

"' a.e IG!:L 

Q.4 ... 
;;; 

--......::A::Z:.UC=.::A~R:...._....:jc>.2 

O _, 40 90 _, IDO t11D 
TIEMPO FE!tMENmCION,HRS 

Flg. Xlt Cambio• tlplco• en la fMmentacldft de Biz 
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Esteri1izaci6n.- Los medios y materia1es emp1eados pa-

ra 1a producci6n de vitamina s 12 deben ser esteri1izados, as~

como también los tanques de fermentación, 1íneas y conexiones

relacionadas. 

La esteri1ización continua o en 1otes (intermitente) 

puede ser usada en e1 medio, Pfeifer y asociados encontraron 

que es necesario calentar e1 medio durante 1.5 a 2 hr a 2SOºC

pa=a efectuar 1a esteri1izaci6n en 1a operación. Es necesario

ajustar el pH del medio a 7.0 antes de1 calentamiento para ob

tener resulta~os satisfactorios. El empleo de esterilización -

continua a 30°C y con un tiempo de retención de 13 min. se --

efectuaba siempre a bajo pH en un fermentador de cobre, acero

inoxidab1e o acero. 

Temperatura.- Se obtuvieron rendimientos óptimos de la 

vitamina s
12 

de Streptomyces olivaceus NR.RL B-1125 a 80°F, aun 

que el rango óptimo es de 78° a 82ºF. 

Acreaci6n y agitación.- Para obtener buenos rendimien

tos se req-~iere de una agitación vigores~ en la fermentación.

El aire estéril debe ser inyectado a una velocidad cercana a -

0.25 a 0.5 volumen a volumen del medio por minuto. De acuerdo

con Pfaifer y colaboradores, la velocidad rn~nima de absorción

del o
2 

determinada por el método de oxidación del sulfito debe 

ser 1.0 m1. de ox~geno absorbido por minuto. 

Recuperación.- La vitamina s 12 está asociada con los -
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miceiios de Streptomyces o1ivaceus durante las primeras 60 --

hr s. de fermentación (fig. XI), consecuentemente ia mayor par

te de actividad puede ser recupérada de1 micc1ium por centrif~ 

gación o fiitrando ei caido de fermentación de 70 a 90 hrs. 

Los só1idos obtenidos en esta forma pueden ser secados direct~ 

mente en un secador a 120°F dando un rendimiento de 95%. 

Otro método para 1a obtención de un concentrado es re-

duciendo ei pH dei caido a 5 con H 2 so4 • ca1entando ia mezcia a 

ebui1ici6n para separar ia vitamina¡ centrifugando 6 fi1trando 

para separar ios s61idos, y evaporando e1 centrifugado o fi1-

trado a vacío y secando e1 jarahe. Ei su1fito de sodio en con

centración cercana a ioo ppm pueda afiadirse a ia mezcia (des-

pués de reducir e1 pH con objeto de protejer a ia vitamina du

rante 1os procesos subsecuentes). Un concentrado preparado dc

esta manera iiega a contener de 5 a io mg_ de vitamina a
12 

por 

ki1o. U&ando ei mice1ius separado dei ca1do de ma1ta fresca ~

suspendido en agua. reduc~endo e1 pH a 5 con H
2
so

4
• ca1entando 

a ebu1Lición, centrifugan~o o fiitrando, evaporando e1 1íquido 

hasta jarabe a bajo vacío y secando se obtiene una concentra-

ción que contiene 50 mg- de vitamina a 12 por ki1o. 

La vitamina a
12 

se ha obtenido uti1izando e1 por Strep

tomyces o1ivaceus a partir de ios desperdicios de a1gunos ---

otros procesos· como de 1os mostos de 1a producción de acetona-

y butano1 (119a). E1 mosto de1 iíquido restante después de 1a-
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destilación de la acetona y del alcohol contiene 2.1-2,5% de -

sustancia seca, compuesta de 5-39°~ de sustancias nitrogenadas-

y 3.2-38% de sustancias reductoras. 

La vitamina B
12 

se determinó en Esche~ichia ~. dan

do un rendimiento d.e 0.03 a 0.09 g/ml. 

Una gran parte de la vitamina fue producida en la se--

gunda fase del r.recimiento del micelio (81). Se indica que ade 

más de la vitamina s
12 

y otras vitaminas de complejo B se en-

cuentran en el caldo de cultivo, ni-:cina, ácido pantoténico, 

biotina, pirodixina, tiamina y riboflavina (57). 

También ha sido obtenida por medio de Streptomyces _.21á. 

vaceus en las fábricas de vodka y licor de MoscG (82). 

Se ha estudiado el efecto de algunos compuestos orgán_;h 

cos sobre la s~ntesis de Streptomyces olivaceys (4) en la cual 

el ext. de frijol castor secado logró el máximo rendimiento --

i.o- .J. -1.2 mg/ml. 
4 
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3.3 PRODUCCION DE VITAMINA B POR BACTERIAS PRODUCTORAS DE -
l.2 

ACIDO PROPIONICO. 

Se ha empl.eado un gran número de medio para el. creci--

miento de estos microorganismos, a1gunos contienen una gran V-ª. 

riedad de originadores naturales incl.uyendo harina de soya {un 

subproducto del.a producción de aceite de soya). desperdicios-

de pesca y harina de pescado, preparaciones de fermentoS, es--

tractos de carne. macerado de maíz {un subproducto de l.a fabr~ 

caci6n de al.mid6n de maíz) hidrolizados de proteina o caseína-

y residuos de otros procesos de fermentación por ejempl.o. Sol.B_ 

bles de destil.ería. l.evadura de cerveza etc. En l.a mayoría de-

l.os procesos de fermentación l.os rendimientos de l.a vitamina -

B han sido correl.ativos con los rendimientos cel.ulares. Una-
1.2 

adición contínua de carbohidratos o vegetales fermentables o -

aceites de anima1es {usadas amp1iamente comú an~iespumantes en 

ias fermentaciones aereadas) han promovido ei crecimiento de -

las células y por consiguiente también l.os rendimientos. 

Los procesos de Speedie J. D. y Hull G.W. (133) han s~ 

do l.os más productivos. l.os cultivos de Propionibacteriuin ere-

cen anaerobicamente durante 2 6 4 días y entonces se aerean v_!!: 

gorosamente de 3 a 4 días. Es una fermentación contínua de dos 

pasos. el primer paso es anaeróbico y el. segundo aeróbico. Ri-

ley A!:>raham Levitan y Hargrove R.E. (l.ll) efectuaron la fer--

············---~-"""'__. 
.·,¡,_.e_ •..... , ... • .... ,.,.,, •. •Wliiiiill••••••liml----
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mentaci6n usando un gas inerte en una escala de 4 a 20 1. con-

agitación a 240 rpm, una aereación adecuada y la introducción-

aséptica de 1os materia.1esº Los experimentos se realizaron a -

30°C, la esterilización se realiza a 120°C durante 15-60 min. 

El microorganismo empleado fué el Propionibacterium freunrei--

chii (ATCC 6207). En estos experimentos se observó que la agi-

taci6n es un factor importante para ei buen rendimiento de la-

cobalamina. 

Speedie y colaborddores (l?"l efectuaron la fermenta--

ción bajo condiciones anacróbicas y continuan la fermentación-

con oxígeno. En un reactor de fermentación con 2500 litros de-

un medio nutriente con la suiguiente composici6n. 

Licor de maíz = 41/2% de peso por volumen del medio 
(=315 miligramos de nitrógeno por mi.
de medio). 

Glucosa (anhidra esterilizada) = lD°fe w/v de medio 

Cobalto (como CoC12 "6H2 0) = 5 ppm de medio. 

El medio fue inoculado con un cultivo de Propionibacte 

rium freundereichii y se pasó nitrógeno a través del medio --

por un anillo ape~sor. La fermentación se realizó a 30°C duran 

te 82 h bajo una atmósfera de nitrógeno a una presión baja. D_g_ 

rante la fermentación el pH del medio fué mantenido a 7 por 

adiciones de amoníaco conforme fué siendo necesario. Después 

de las 82 hrs. de fermentación, el medio fue aereado pasando 

aire a través del medio a razón de 0.05 v/v de medio por minu-
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to hasta completar la fermentación a 140 hrs. 

El medio fermentado fué analizado usando Ochromonas --

malhamensi~ determinando un contenido de 24.3 microgramos de-

cobalamina por ml. de medio. 

De acuerdo con otra patente (83), se encontró que el -

rendimiento de la vitamina B
12 

se aumenta cuando se agrega gl.á,_ 

cina, en e1 medio nutritivo, como originador de nitrógeno. La-

cantidad que se añade está sujeta a algunas variaciones; la m~ 

nor cantidad efectiva empleada es alrededor de 0.05% del pe~o-

del medio de fermentación y no aportan ninguna ventaja cantid.!:! 

des arr:ilia del 2%. 

El pH del merlio de fermentación fue controlado prefe--

riblemente entre 7.0 a 7.5 y la temperatura mantenida a 30°C. 

Una fer:rnentaci6n en medio acuoso se prepara con la si-

guiente composición: 

Medio de cultivo Pa.rtes 

E~tracto de levadura 20 

Glucosa rnonohidratada 25 

º·ººª 
Agua de la llave 1000 

... 
El pH fue ajustado a 6.0 con ácido sulfürico concentr~ 

do y entonces se aBadieron 40 parte~ de carbonato de caicio. -

La esterilización se realizó durante 15 min. a 12lºC y poste--

riorrnente se enfrío a la temperatura ambiente. Se inocula el -
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medio de cul.tivo a 30°C con un cul.tivo l.íquido de Propioniba--

cterium freudenreichii (ATCC 6207), creciendo durante dos días 

en e1 mismo medio bajo condiciones anaerobias con una agita---

ción continua a l.35 rpm. Después de l.a fermentación durante 6-

días se obtuvieron l.os siguientes resul.tados (que varían de 

acuerdo con l.a cantidad de gl.icina af'iadida) 

Ejempl.o Partes de gl.icina. Vit. Bi2 Ag/l. 
af'iadidas. 

l. o l.3. l. 

2 o.os l.5.6 

3 O.l.O l.6.8 

4 0.20 23 

s 0.30 22 

Se ha estudiado el. efecto de l.a l.uz en el. metabol.ismo-

del.a bacteria del. ácido propiónico, (42), en un medio de cul.t~ 

va que contenía: ácido l.áctico-2%. 

CoCl.2 -l. mg, biotina p.g/l., pantotenato-500 pg/1-. 

La suspensión bacterial. fué preparada en fosfato l./l.SM 

a pH 7.3, a esta sol.ución se l.e agrega l.a sol.ución de ácido l.á~ 

tico al. l.% neutral.izada previamente con bicarbonato. 

El. efecto de l.a l.uz de l.ámparas incandecentes con dif~ 

rentes intensidades se expresan en l.a siguiente tal::>l.a, l.a tem-

peratura se mantuvo a 30°. 



Intensidad l.uminosa 

l.0
3
erg.cm2 /sec 

Control. (obscuridad) 

7 

1.5 

30 
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Medio Peso seco 

~g/ml. ,u.g/g 

2.B 2.6 

l.. 7 2. l. 

l.. 2 l.. 5 

Fig. XIII.- Contenido de Vitamina Bl.
2 

dependiendo de l.a il.umi

naci6n de l.os cul.tivos. 

Cuando ios cu1tivos de Propionibacterium son i1umina--

dos decrece 1.a cantidad de vitamina B 
l.2 

También se estudió el. efecto de MnSO~l.41.) en un medio -

que contiene ácido 1.áctico-3.o. K
2

HP0
4
-2.o. 

cocl.-l. mg% MgS0~-0.02. Feso
4
-o.ooi. 

(NH ) SO -0.3, 
4 2 4 

Todos l.os material.es fueron recristal.izados y pasados-

a través de resinas de intercambio i6nico: El. cati6nico SDV-3-

y el. ani6nico AN-0 (obtenidas en el. Instituto Qu~mico-tecnol.6-

gico Mendel.ew) • 

El. efecto del. Mnso4 en el. crecimiento de l.a vitamina -

B se muestra en l.a siguiente tabl.a. 
l.2 
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tiempo MnS0
4 en % Peso de cél.ul.as Vit ªi.2 Vit B 

l.2 
hrs. afl.adido secas g/l. A/l. ~/I 

72 0.01 0.33 332 l.006 

No 0.33 587 í.780 

96 O.Ol. 0.46 535 l.l.60 

No 0.504 700 l.400 

l.44 O.Ol. 0.84 l.G4l. l.950 

No l.. l.04 l.836 l.660 

Fig. XIV.- Efecto del. MnS04 en el. crecimiento de Bl.
2 

nuye l.a 

En este caso se observa que l.a cantidad de MnS0
4 

dismi:_ 

formación de vitamina B 
l.2 

en un 34% durante Los prime-

ros días de crecimiento. Después de 4o. dia no se observa que-

el. Mnso
4 

tenga efecto inhibidor. 

Chinoin Gyogy:szer ~ Vegszeti Termekek Gyera Rt (26) 

En un medio no coloidal. que contenga gl.ucosa-2, (NH4 >2 so4 -o.4, 

KCl. O.l., NaH2 I.>0 4 -o.l., Mgso
4

.7H2 0-0-l., caco~-0.2 y un origina-

dor de N de l.icor de maceración con 0.:?5% Feso
4

.7H20-40, Co --

(N03)2-6, H
2
o-5 y pantotenato de cal.cio-25 ~/ml. (pH 7.0) a ---

25-6º durante ocho días ai'iadiendo 2 0 de 5, 6 dimetil.hencimida-

zol./ml. en ácido dil.uído al. So día da un rendimiento de 5.4 de 

vit. s 12/ml.. 

Los l.icores sul.fíticos (l.43) se usaron como componente 

básico, l.a máxima producción de vitamina Bl.2 fué obtenida con-
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io% de ievadura hidroiizada y 0.003 g/i de 5,6 dimetil.bencida

zoi, después dei 4o. día; ei rendimiento fue de 3.65~mi. 

Hernan Rudy y Coiaboradores (ii4). Ei Miceiio de AspeF 

giilus ~ moiido (400 Kg) de una fermentación de ac. cítri

co se mezcia con 8000 i de iodos de meiaza (iO"/o de sólidos se

cos, i.2% azúcar invertido); ei pH de ia mezcla se ajusta a --

7.5 con Ca(OH)
2 

y se añaden 80 Kg de caco
3 

como buffer (i% de

medio). Después de una edteriiizaci6n a ioo 0 c durante i hr y -

enfr~ando a 30ºC ei medio fue mezciado con 2000 i de un culti-

vo de 24 hr de Propionibacterium en ei que ei medio nutriente

contenia soiamente 0.2% de caco
3

, ei pH se mantuvo entre 5.5,a 

7 con adiciones continuas de caco 3 • Después de 96 hr de fermen 

tación las céluias contienen i.2 mg de vitamina Bi
2
/i. 

La vitamina Bi
2 

se extrae de ios cuitivos de ~ropioni

bacter:i.um (9~ separando la b.:i.omasa dei iíquido de cultivo por -

centrifugación continua y suspendiéndoia en 20 voiumenes menos 

de agua que la dei líquido de cultivo origina~. Se a.naden Na2-

so3 y NaHSo
3 

en cantidades aproximadamente 5 veces de la vita

mina contenida; el pH se ajusta a 6.0 y se caiienta a BOºdura_g 

te 30 min. acidificando a pH 5 y filtrando para eliminar las 

proteínas coaguladas. Ei fiitrado se extrae dos veces con 5% 

de una mezcia de cresoi: cci4 i:i, iavándolo con 2 vol. de H2 0 

reextrayendo con 0.6 vol de BuOH y i.2 voi de cci4, después se 

ajusta ei pH a 4.0, se añade KAi(S04)2 ai 2%, neutralizando in 
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mediatamente con NaOH al. 1.0%, el. pp fue separado por fil.tra---

ción. 

Esto puede ser compl.ementado con un compl.ejo Cu-CN, 

acidificando a pH 2.8-3.0, añadiendo de 1.5 a 20 vol.úmenes de -

cuso4 al. 25% de y precipitando l.a vitamina B
12 

con una sol.u--

ción acuosa de NaCN al. 5% hasta compl.eta decol.oración de l.a S.Q 

l.ución. Después de separarl.o de l.os sol.ventes orgánicos, el. 

concentrado acuoso fue dil.uido con acetona al. 80% cromatogra--

fiandol.a sobre una col.umna de Al 2 o 3 y cristal.izando con aceto-

na. 

3.4 PROOUCCION DE CIANOCOBALAMINA POR BACILLUS MEGATHE
RIUM. 

Un proceso comercial. para l.a producción de vit. B
12 

es 

el. reportado por Garibal.di John A. y col.ahoradores (56), por-~ 

Bacil.l.us rnegaterium. 

Especies de Bacil.l.us rnegaterium como NRRLB-938, B-938R 

y B-1.366, B-1.37~ se han empl.eado para l.a ~intesis de cabal.ami-

na. 

Medio y nutrientes. 

Los medios ernpl.eados se representan en l.a siguiente t.!'!_ 

bl.a. 
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Medio, gramos por l.itro 

Constituyentes A B e D E F G 

Sacarosa lO 50 50 
Purificada 
como meJ.azas de remolacha 50 62 
como melazas de l.imón l.2 
Cebada seca 50 
Extracto de levadura 2.5 2.5 
ácido c:f.trico (anh) l.. 2 l.l..7 0.5 
agar 15 

(NH4}2HP04 0.4 2. l. 4.2 4.2 a.o a.o l..O 
Na2 so4 0.4 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 
KCL o.os 0.8 o.a o.a o.o o.e 
K2S04 0.9 
NH3 hasta ph 7 

Mg por l.itro 

Mg (como cl.oruro) 50 50 50 50 50 50 50 
Ca (como cl.oruro) 20 20 50 50 20 20 
Mn (como cl.oruro) l.5 l.5 l.5 l.5 50 l.5 15 
Fe (como cl.oruro) l.O 5 5 5 5 5 5 
Zn (como cl.oruro) 1.0 5 5 5 5 5 5 
Ca (como cl.oruro) l. 2 2 2 5 2 2 

Fig. xv.- Variantes del. medio básico: Ba no contiene extracto 
de levadura, B contiene 5.8 gramos de ácido cítrico-. 
por l.itro, Ca go contiene extracto de levadura, Cb y -
e es igual. a ca pero conteniendo o.os g y sin ácido
crtrico respectivamente por litro. 

La sacarosa, gl.ucosa, mal.tosa, etc. dan buenos re~di---

mientas de cabal.amina. Sin embargo, el. azdcar de maíz, jaraba 

de maíz, azdcar invertido, mel.aza de caña y ciertos alcoholes 

pol.ihídricos se usan también en l.a producción de l.a cianocoba:Je 

mina. La óptima concentración de sacarosa es de 3 a 5%. 

El. nitrógeno puede ser suministrado en forma orgánica--

por medio de proteínas, enzimas digestivas, amino-ácidos, aspa-

rragina 9 urea; y en forma inorgánica por fosfato de amonio, c~ 
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trato de amonio. hidróxido de amonio y amoníaco. El mínimo y -

óptimo rango de nitrógeno es de 1700 a 200 mg/1. 

El ácido c~tricÓ se afiada al medio para incrementar la 

so1nbi1idad de las sa1es y sirve con propósitos de estabiliza

ción. 

Condiciones de propagación. 

Garibaldi J.A •• y Colaboradores (56), emplearon las s~ 

guientes condiciones anotadas en la fig. XVI. 

El fermentador descrito por Humefe1d H. (68), fué em-

pleada para 10 1% de medio. Sin embargo, tambj.én se emp:i.earon

propagadores de 150 1 descrito por Gar:Lbaldi y Feeney (55) y -

en un propagador de J.,1·. descrito por Fausel y Humfe1d (45). un 

medio que contiene 5% de azúcar fue esterilizado durante 45 

min. a 1 kg/cm2 de vapor. 

La inoculación crece en el mismo medio que el empleado 

para la propagación. La cantidad empleada representa de 5 a 10% 

del vo:i.úmen del medio de propagación. 

Control del. pH 

El pH puede variar de 7.5 a 5.5. sin embargo el pH de-

6.S a 7.0 es el óptimo par el Bacillu9 megatherium (NRRL B-938). 

El pH puede mantenerse constante con una adición controlada de 

amoníaco, hidróxido de amonio. hidróxido de sodio o de potasio. 

También p11ede ser controlado por el empleo de so1u.ción buffer·, 

tales como ácido cítrico o fosfórico o sus sales solubles en -
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agua. 

Temperatura.- Ei intervaio de temperatura es de 35 a -

40"C empie.ado para la fermentación siendo ia más fa•.rorabie ia

de 35"C fig. XVI. 

La temperatura máxima para el crecimiento dei B.mega

therium NRRL B-938 es de 42 a 44"C. Las céiulas que crecen a -

40"C son más pequefias que las que se forman de 30 a 35ºC-

Aereaci6n.- E1 aire es suministrado para ei crecimien

to del organismo y para la agitación del medio. La cantidad n~ 

cesaria puede variar de O.l a 2 volCimenes /volúmenes de medio/ 

min. ~e emplea agitación mecánica y el aire debe ser esterili

zado antes de emplearse. 

Agentes antiespumantes.- Un agente antiespumante este

rilizado puede ser requerido durante ia fermentación para con

trolar la espuma excesiva. ti1"i monoglicérido del aceite de cer

do de cerdo, octadecanoi djluí.do con aceite de cerdo. aceite -

mineral purificado. o silicones. 

Tiempo.- Los mejores rendj.mientos de las células y vi

tamina Bl
2 

se obtienen preferentemente de 6 a l2 hrs. 

Extracción.- El método general de recuperación es sim~ 

lar al empleado para ia producida por Streptomices olivaceus.-T 

Las cé1uLas, que contienen esencia:lmente toda 1a vitamina, pue 

den ser separadas del licor por centrifugación. fil~aci6n o -

decantación. ellas pueden ser empleadas como suplemento alime.n 



FIG. XVI.- PROPAGACION DEL BACt"LLUS MEGATHERIUM NRRL B-938. BAJO AEREACION FORZADA .. 

Prueba 
Nº 

42 
110 
120 
121A 

1218 
.1248 

126"' 
1268 
127A 

Cond le Iones .do cree lmlento 

pH no controlado 
10%. azOcar a "37ºC 
10% azo.car 37ºC 
pp de salea de el trato. 1nocula
cl0n 11gera del cultivo. 

·Como arriba. po con poco citrato 
Hedlo de melazas de remolacha 
3o•c 
37•c 
Control sobro el medio 

1278 COIPO arriba. aln.cxtracto da lev. 
131A Azocar purificado Incrementos 1% 
1)18 Como arriba, azOcar de mo1eza~ 
1J3A 0.58% medio c1tr.lco 
133B o.os~ modio c1trlco 

: 136.A Agl tac IOn 600 rpm 
1)6B .Agltac.IOn 1500 rpm ·(normal). 
146A 40"& o2 en mezclad• eereaclón 
1468 Aereaclón normal 
148A 10.5% •n la mezcla de aereacl6n 
1488 Aeroac(6n nortnal 
1SOA 2.1% Oz en la mezcla do ••r• 

______ 1.5..~----- Aoroaclón normal 
'SSA o.) -v~i. ,;¡ ~/~ol~dl-;,/;Ío--:----·-·--
1888 1 v01 alr•/vol modlo/mln 
220 .pK rango s.8-6.s. 150 lt. propa

godo1, _Inocua.o e,n lag t ... de creia. 

+,....r~ 

Medio+ 

B 

e 
e 

e 
e 
E 
E 
E 
e 
e 
a 
F 
D 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
C.:. 
D 
o 

a 

Hoces requeridas para 
fase Creclmlen cobalm.! 
Lag t to 

1 7 7.8 
2 11 11 
1 12 13 

largo 24 
6 18 18, 23 
2 8 11 
;t.5 9 11 
2 8 10 
1 7.5 9 
8 14.5 14, 23 
3 11 11 
2.!ii 10 13 
2 8 10 
2 7 7-8 
3 28 24 
2 7 8-9 
2 ·0 9-10 
2 8 8-9 
1 7 9 
1 7 9 
1 11. 24 11, 2.4 ____ _-¡- __ L ___ ··--·--!!. 
1 8 10 
1 7 8 

Q 7.5 B, 18 

Rend/100 g azocar 
Celulas Bas_ Cobal~lna 
terlales. 

45 0.38 
48 0.91 
43 o.so 

15 o.69 
46 

0.72 
o.66 
0.73 

54 0.56 
48 0.57 
29 o.~s 
51 o.66 
60 o.66 
62 0.70 
15 0.09 
53 o.SI 
55 0.59 
51 1.00 
48 o.66 
51 0.62 
18 0.29 

___ ,:; .. _1.,_02. 
55 1.06 
54 1.10 

55 0.77 

i .!o~d!~;i!t~ .J:!~:t; ;:!!: ;' v:t-~~"::fula:~~~:!. t:¿:::rft~~~o-o~•al a~l:-lmado para 1..os 
S~.ld•·ta ...-.e..:l6n- y ... c...t&.l'JifO. enfitad.D-a aO~.C a &,br•,-~........,._,.<o·~ ...... o.8 .lw:". fu. 72.~."dei·-do 
18 •ra. 



55 

ticio. Pero Si 1a vitamina se desea para prop6sitos medicina-. 

1es, se lava 1a suspensión de 1as cé1ulas y se calienta a l.00° 

para provocar 1a auto1isis y la 1iberación de la vitamina a 

1a fase acuosa. Posteriormente la vitamina es concentrada y 

purificada. 

Rendimientos.- Los datos concernientes a condiciones-

especia1es de propagación del Baci11us megatherium NRRL B-938 

bajo acreación forzada, medie empleado tiempo requerido para -

e1 máximo crecimiento da cianocobalamina. Y rendimientos de -

ias cé1u1as bacteriales y de cobalarnina, por 100 g de azúcar, 

se representan en la tab1a anterior (fig. XVI). 

3.5 PRODUCCION DE VITAMINA a
12 

POR MYCOBACTERIUM. 

La producción industrial actual está basada en el de~ 

cubrimiento de una cepa particular capaz de producir en cond~ 

cienes apro~iadas de crecimiento una notable cantidad de vit~ 

mina al.2 • 

En 1os úl.tirnos ai'ios se ha r~al.izado uná. contin•.ia in-

vestigaci6n de nuevas cepas (1). Por otra parte se ha logrado 

un importante resul.tado mejorando la capacidad fermentativa 

de 1as cepas mediante sustancias empleadas por los microorga

nismos como precursores de la molécul.a de vitamina (coba1to,

benzimidazol, ac. aminol.evulinico (117) 8tc. 

Por lo que se refiere a la micobacteria se ha estudi-ª. 

do la capacidad de producción de vitamina B 12 • Se pueden sin~ 
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tetizar también un pigmento carotenoide, ribofl.avina, ácido f~ 

1ico, á~ido nicotínico, ácido paraaminobénzoico, biotina, tia-

mina. ácido pantoténico, pirodoxina, inosito1 y aneurina. 

Material.es y Métodos.- Cepa de Micobacterium pertene-

ciente a l.a col.ecci6n del. laboratorio de Microbiol.og~a del. In~ 

tituto Superior de Sanidad. 

Medio de Cultivo.- Se empl.eo un medio de Sauton, que 

contiene Twecn SO al 70% y una ~nfusi6n de papa, gl.icerina y 

peptona (l.00).. 

E::«:tracci6n.- Para extraer l.a vitamina el. cal.do de fer-

mentaci6n se l.l.eva a l.a ebul.l.ici6n adicionado, con una solución 

estabil.izadora de ácido acético-acetato de sodio (pR 4.6) du--

rante 30 min. 

Resul.tados.- cantidad de vitamina presente normal.mente 

en l.as muestras incubadas durante l.os 30 primeros d~as: 

g/l.) 

Mycobacterium battagl.ini 

cepa Battagl.ini 

Butter 

Lanterna 25 

Myc. l.actiocol.a: 

Vit B 
12 

g/l.) 

Myc. phl.ei 

cepa B 10 30 

Fl.eol. Lausanne •• 60 

6l.9 

Moel.J.er 

Timoteo 

Vi];' 27 

140 
... 

25 

30 

30 



cepa Brinckerhoff 

Grassbaci11us 

Korn 

57 

30 

45 

16 

Milch • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 18 

Myc. marianum: 

cepa Chauvire 14 

Myc. minetti: 

cepa Enteritidis e 42 -------- 20 

Myc. smegmatis: 

cepa Smegma 19 •••••••••• 25 

Smegmatis 53 ••••••• 30 

Smegmatis USA •••••• 35 

Myc. sp.: 

Cepa clegg I ------------50 

Serpent S 20 ••••••• 18 

Zironi -------------18 

La vitamina se titula después de 20 d~as de crecimien

to, el medio (Sauton) contiene 10 mg/1 de coc12 • 

En la siguiente tahla se reportan los resortes obteni

dos. Dos cepas (Mycobacterium batteglini y butter) no produje

ron cantidades apreciables de vitamir-a a 12 , 4 cepas (~~- 1a-

tico1a, cepa brinck~rhoff y grassbaci11us: Myq...:._ phlei cepa --

Fleol Lausannne Myc. smegmatis, cepa smegmatis USA) produjeron 

menos de 100)1-g/1. Los demás var~an los valores de 120 «g/1 -

(Myc. marianum cepa chauvire) a 700 _,, g/1- (Myc. 1-aticola cepa -

~) 
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Vit BJ.2 ( )' g/l.) 

Myc. battagl.ini 

cepa Battagl.ini ••••••••••••• -

Butter .•••••••••••••••• -

Lanterna ••••••••••••••• 1.70 

Myc. l.acticol.a 

cepa Brinckerhoff 

Grassbacil.us 

60 

60 

Korn ••••••••••••••••••• 700 

Mil.ch •••••••••••••••••• 500 

Myc. marianum 

cepa cha u vire ••••••••••••• ·• • .l.2 O 

M.yc, minetti 

cepa Enteritidis C 42 ••••••• 675 

Vit Bl. 2 (./._g/l.) 

Myc. phl.ei 

cepa B l.O ••••••••.•• sao 

Fl.eol. Lausanne ••• 45 

L 6l.9 ••••••••••• 3SO 

Moel.J.er ••••••••• 400 

Tirnoteo •••••••••• 420 

Vip 27 •••••••••• 390 

Myc. smegmatis 

cepa Smegma 1.9 ••••• l.90 

Smegmatis 53 ••••• 225 

Smegmatis USA ••••• 45 

Myc. Sp. 

Cepa CJ.egg r ••••••• 200 

serpent s 20 •• sao 

Zironi •••••••• 220 

En el. curso de esta prueba se efectuó una titul.aci6n =• 
al. 300. d~a obteniéndose resul.tados superiores a J.os del. 200. 

d~a (ver tabl.a siguiente). En particular con l.a cepa Mil.ch s& 

ha J.ogrado J.a cantidad máxima de vitamina Bl.2 • 
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Myc. l.acticol.a 

cep Mil.ch ------------------------

Myc. phl.ei 

cepa L Gl.9 -----------------------

Myc. amegmatis 

cepa Smegma 19 ------------------

Smegrnatis USA ---------------

Myc. sp. 

cepa Serpent S 20 ----------------

Vit Bl.2 (ug/l.) 

2l.50 

675 

3l.O 

3l.O 

l.350 

Estos datos demostraron que l.a Myc, lacticol.a cepa -

Mil.ch da 1a más alta producción de vitamina sl.2 condiciona

da por la presencia del i6n cabal.to (cat:+) y cianuro ccN;· en 

un terreno sintético de Tween 80 y un infusión de papa-glic.!§!_ 

rinato. Ambos medios permitieron un rápido crecimiento de l.a 

micobacter ia. 

Se ha comprobado que un medio-al. que no se adiciona

co++ la cantidad de vitamina producida es de 50 p.g/l y no -

~umenta sensil>l.emente con el. tiempo. Con aclir-ión de lO mg/l.

de Cocl.2 en el. medio de crecimiento, después de 4 días la vi

tamina producida aumenta cerca de 4 veces y después de 6 días 

cerca de 7 veces de l.a cantidad producida sin cobalto. 

días 

4 

6 

Vit. B12 p.g/l 

Sin co++ 

50 

60 

Con Co++ 

2l.O 

420 
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La adición de ci;r-ai medio de crecimiento pudo aume~ 

tar el. rendimiento de vitamina Bl.2 

Medio 
Vit • . )l.2 ug/l. 

Día sin CN- con =-
Sin co++ 6 60 69 

con co++ 6 420 460 

sin co++ l.3 !;5 55 

con co++ l.3 825 840 

Se estudió l.a rel.ación sobre el. tiempo y l.a. caneen--

traci6n de co++ del. medio mediante una serie de cul.tivos su-

mergidos. El. co++ adicionado en concentraciones de o a 300 -

µg/cc. 

Los resul.tados se enl.istan en l.a tabl.a en l.os que se 

demuestra que el..co++ aumenta l.a producción de vit. Bi.2 l.a

concentración óptima de co++ está comprendida entre SO y --

l.50 pg/cc. 

Con co++ 

pg/co 

o 
l.O 
20 
40 
80 

l.50 
300 

50 
l.25 
l.25 
l.40 
l.60 
l.60 
l.80 

5 días 

(pH 7 .4) 
(" 7.2) 
( .. 7 .2) 
( .. 7 ) 
( .. 7 ) 
( .. 7 ) 
( .. 6.8) 

Vit Bl.2 pg/l. 
8 días l.O días 

50 (pH 7 .B) 50 (pH B) 
260 ( .. 7.4) 380 ( .. 7 .6) 
350 ( .. 7. 2) 440 ( .. 7 .4) 
350 ( .. 7 .2) 590 ( .. 7 .2) 
425 ( .. 6 .B) 705 ( .. 7 ) 
350 ( .. 7 ) 705 ( .. 7 ) 

420 .. 6.8) 600 .. 6.8) 
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3.6 PRODUCCION !?.§_VITAMINA B 12 E.QE. PSUDOMONAS DENTRIFICANS. 

Este proceso de fermentación reduce e1 costo de produc

ción de Vitamina B12 en un proceso continuo (86). Es conduci

da en un medio nutriente acuoso bajo condiciones aerobias. ne 

acuerdo con esta patente e1 ca1do de fermentación tiene una -

actividad de Vitamina B 12 de más de 3000 ,?-g/1 despu~3 de ---

48 hrs. de fermentación 1o que corresponde a una producción -

similar aproximadamente de 60 _µ.g a~ actividad 

hora. 

pcr 1-itro por 

E1 medio nutriente contiene carbón Y nitrógeno asimila~ 

bl.es y varias sal.es mineral.es. El medio es esterilizado antes 

de 1a inocu1aci6n. 

E1 proceso de fermentación empleando Psudomonas dentri

ficans se efectúa en cu1tivo sumergido, con agitación y aere~ 

ci6n; 1a temperatura se mantiene entre un interva1o de 25 a -

37ºC preferib1emente a 30ºC, e1 máximo de producción de Vita

mina B 12 se logra entre 48 y 96 hrs. e1 pH se ajusta entre --

7 .1 y 7.5. ''i'odas ias sustancias con actividad de Vitamina B 12 

aumenta con e1 tratamiento con cianuro (U.S. Patent No. 

2, 530, 416) -

En una técnica de fermert ación continúa e1 proceso se -

rea1iza en un fermentador de 1000 litros que se carga con los 

siguientes nutrientes. Gr • 

Melaza de remolacha ••••••••••••• • 25,200 
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(NH
4

) 2 HP0
4 
•••••..• 840 

NH4N03 •••••••••.•••.••••.•••.•••.••• 2' loo 

Na2 so4 ••••••••••••••••••••••.•• 

KCl ••••••••••••••••••••••••••• 

MgS04 • 7H2 o •••••••••• • • • • • • • • · • • 

MnSo4 .H20 ••••.••....••..•••••• 

znso4 .7H
2

o 

FeS0
4 

.7H
2

C 

ca (N0 3 ) 2 .6H20 •••••••••••••••••• 

Agua hasta 378 L. 

840 

336 

210 

63 

8.4 

8.4 

ll;. 8. 

El pH se ajusta 7.5 y el contenido del fermentador se --

.esteriliza a l25°c durante 3/4 de hr.¡ posteriormente se enfría 

y se inocula con 42 l, del gene productor de Vitamina s 12 de -

Pesudomonas dentrificans,ei cuai se prepara previamente en un-

tanque de cu1tivo en un medio nutriente de 1a misma cornposi---

ci6n. La temperatura de1 fermentador se mantiene a 29°C, ia e~ 

rriente de aire a 4 l-hr. y ·se agita con un impulsor Mixco a -

1.35 rev/min. 

El aceite de frijol de soya se va añadiendo conforme se-

va necesitando para controlar la espuma¡ el pH del fermentador 

se mantiene en un rango de 6.8 a 7.2 añadiendo hidróxido de sE_ 

dio. 

se deja crecer el cultivo durante 24 hrs. y al final de-

este.tiempo, se introduce en e1 fermentador un medio nutriente 

con la misma composición a una velocidad de 466.6 cc/min. ----
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6 281/h al mismo tiempo el caldo del fermentador es removido

ª la misma velocidad para que el volumen del fermentador se -

mantenga constante. A esta velocidad de flujo el volumen to-

tal del fermentador (420 1) fué sacado aproximadamente en 

15 hrs.,este tiempo fue llamado tiempo de transferencia. 

Este procedimiento fue continuado hasta completar 7 

transferencias aproximadamente en 15 hrs. Bl promedio de la-

producción de Vitamina E 12 fue ae 2.3 µg/ml de caldo, 

se compara esta fe.::rnentaci6n continua cou una interrni-

tente en un ferfilentador similar, cargado con los mismos nu--

trientes y siemhra durante un período de 30 hrs. En dicho tie.m

po el máximo de producción de Vitamina a 12 fue de 2.4 pg/ml. 

cuando el caldo de fermentación se saca debe ser de nu~ 

vo lavado, cargado y esterilizado antes de fermentar otro lo

to ésto se efectúa aproximadamente durante 6 hrs., por lo que 

el tiempo total de cada lote es de 36 hrs. consecuentemente.

para completar el tiempo de 105 hrs. de 7 lotes, se necesiten 

3 1otes·-para cor.tpletar 108 h.rs. Se encuentra que con el proc~ 

so de fermentación continua se ontienen el doble de sustan -

cias activas de la vitamina B 12 que en el proceso de lotes, 

como se demuestra en .la siguiente tabla. 

Proceso 
Tiempo de Actividad 

Fermentación de Vit.B
12 

por ml. 

volumen 

total 

litros 

Producción 

total de ac. 

tividad de 

_________________ _.m.._1._·.,,c~r..,.o.,g=r_,a=-m=o"'s"'----------=Bi2 microt.:¡ramos. 



continuo 

Lote 

64 

l05 Horas 

(7 transferencias). 

los Horas 

3 lotes 

2.3. 2,940" 

2.4 l,260 

3.7 PRODUCCION DE VITAMINA-ª:~ E..QB. MICROMONOESPORA. 

6,780 

3,020 

La producción de Vitamina B 12 producida por Micromono -

espera (145), bajo condiciones aerobicas. Entre estas se en-

cuentra la.!':!· purpurea ( NRRL2953) M. echinospora ( NRRL 2985) 

.!'1· echinospora ~ ferruginea ( NRRL 2995) ~- echinespora 

~ pallida ( NRRl 2996) .!':!· carbonacea (NRRL 2997) .!':!· halophy 

~ (NRRL 2998) y .!':!· sp (ATCC 10026) .!':!· ~ (GBS 6 NRRLB-

943) .!':!· chalcea ATCC 12452) y otras. 

La Vitamj na B 12 es. ~produ.;:,ida en fermentaciones relativ~ 

mente cortas de tiernpv y en concentraciones suficientes al.tas, 

el microorganismo es fermentddo en nn períocio de l a 7 días a 

una temperatura de 25 a 40ºC, preferiblemente bajo condicio-

nes aer6bicas en un medio nutriente acuoso. 

cuando el medio nutritivo es sintético y altamente pur_l 

ficado es necesario la adición de nutrientes minerales ta1es

como sales de potasio, azufre y fósforo, trazas de zinc, hie

rro, magnesio, manganeso y cobñ1to y precursores tales corno el. 

5,6, dimetilbencimidazol o iones cianuro. 
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La Vitamina B 12 se separa del caldo resultante de la --

fermentación por una separación rel~minar que se efectúa aci

dificando todo el caldo y filtrando para remover toda la pas

ta. El fi1trado se neutra1iza; el ca1do neutralizado se pasa-, 

a través de una co1urnna de intercambio catiónico ( tai corno 

Arnber1ite IRC-50 en forma sódica) o agitando e1 lote con la 

resina¡ e1 fi1trado de la resina se extrae con un solvente -

inmisib1e en agua, tal corno cloroformo 

El ca1do 1ibre C'ontiene J.os antibióticos. Este se trata con -

carbón activado (preferiblemente de 20 a 40 mal.las) sobre l_a.!!_

cua1es se absorve 1a Vitamina B
12

. 

El carbón activado que contiene la Vitamina B
12 

absorv..:!:_ 

da se separa por filtración y la vitamina B 12 se separa del 

carbón por agitación con una base orgánica, preferiblemente 

piridina. De esta base se transfiere la vitamina a una solu-

ci6n en alcohol bencílico, se absorve sobre alú..~ina activada, 

eluyendo con wetanol y posteriormente precipitando con aceto

na-eter. 

Empleando Micromonoespora purpurea se sigue la siguien

te. técnica. 

Germinación.- se ai'iade un cultivo liofilizado de M. PUE 

purea en un matraz con agitador de 300 mi.conteniendo loo rnl. 

del siguiente medio esteril. 
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Extracto de carne (BACTO) 

Triptosa 

Dextrosa 

Al.mid6n (soiubl.e) 

Extracto de Levadura 

Agua de ia iiave hasta
compietar. 

g 3 

g 5 

g i 

g 24 

g 5 

mi. 1000 

cuitivado en frasco durante 5 días a 37ºC sobre un agi-

tador rotatorio (280 rpm) • 

Preparación dei cuitivo.- Se transfiere 25 ml.. del. cuit~ 

vo de germinazión a 4 matraces de 2, l. conteniendo cada uno 

500 ml.. (del. mismo medio emplea.do en ia germinación ) • Se man_ 

tienen l.os matraces durante 5 días a 28°C se usa ei siguiente 

medio: 

Ha:i::ina de soya g 30 

Dextrosa (Cerel.osa) g 40 

carbona~o de cal.cio g .L 

Agua de l.a iiave ml.. l.000 

Fermentación.- Los l.O l. que se obtienen de ia prepara--

ci6n del. cultivo se transfieren a un fermentador de 250 iitros 

en el. que se tienen 200 l.. del. siguiente extracto: 

Extracto de carne g 600 

Bacto Tr iptosa g 1000 

Dextrosa (cerel.osa) g 200 

Aimid6n (sol.ubie) g 4800 
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Extracto de Levadura g 1000 

Anti-espuma.nte G E 60 mJ... l.00 

Agua hasta completar l. 200 

Se ajusta el. pH de 6.9 a 7.0 después de l.a esteril.i-

zación. Se fermenta aer6bicamente durante 20 a 30 hrs., bajo-

las siguientes condiciones: 

dor 

Tempera tui; a 

Aire esteril. 

r~esi6n~, 

Agitación 

37° 

150 l.t/min. 

v .OS kg/cm2 arriba. de 1.a at
rr!Csférica .. 

J..Bo rpm. 

Se transfiere el. cal.do de fermentación a un fermenta--

3000 l.t. que contenga J..800 J..t. del. siguiente medio: 

Extracto de Levadura Kg. J..7 

Dextrosa Kg. 17 

carbonato de calcio Kg. J..7 

Anti-espuman te G .. E. 60· mJ... soo 

Agua hasta compl.etar J... J..800 

se fermenta a 35ºC por una agitación de J..20 rpm, eJ.. --

aire a o.03 Kg/cm2 arriba de l.a atmósferica y l.00 cc/min., du-

rante 24-26 hrs. 

Separación de J..a substancias antibióticas.- Se acidifi:_ 

ca eJ.. caJ..do de fermentación con ácido sulfúrico J..2N a pH2. se-

añaden 2S kg. de carbón y se fiJ..tra. Se nelltral.iza el. fiJ..trado 

con sosa J..2Nr se añaden 14 kg. de ácido oxáJ..ico, con agitación¡ 
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se vueive a neutraiizar con sosa i2N: se agita durante 24-48 -

hrs. y se fiitra, se pasa ei fiitrado a través de una.· coiumna-

de absorción de intercamb:i.o catiónico Atriber iite :t R C - 50) -

en forma sódica is-20 i). 

Ei fiitrado se concentra y _purifica para obtener ia Vitamina-

Bi2 en forma cristaiina. 
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3.8.- PRODUCCION DE VITAMINA g12 DEL DRENAJE MUNICIPAL. 

Durante 1-as investigaciones real.izadas s __ ,.,re 1a oxi-

dación bio16gica de 1os desperdicios se encontró vitamina --

(123) en e1 1odo aereado de una p1anta de tratamiento -

de1 drenaje municipa1 (67). Para probar1o se emp1ea una tés 

nica de destrucción a1ca1ina de 1.a vitamina y por una separ.§!. 

ci6n cromatográfica, sobre pape1. de 1os otros material.es, se 

probó qu~ estimu1aba e1 crecimiento de organismos {152), La-

cantidad de vitamina B 12 obtenida por e1 proceso de desnu--

trici6n a1ca1ina se muestra en 1a tabl.a (fig. XVII). 

1 2 

Muestra 
B 12 p.g/g apa
rente ... 

Lodo de desperdi- 9.8 
cios de1 queso. 
Húmedo. 

Lodo de1 drenaje 
municipa1 
Húmedo 9.7 
Liof i1izado 6.7 
secado durante 24hr. 
a 105ºC 4.0 
Secado durante 24 
hr. a 70°C con cir 
cu1aci6n de aire 7.0 
Secado a vací.o en 
su secador de tam-
bor 2.7 
Producto comercial. 
Muestra A 3.2 
Muestra B 6.4 
Fig. XVII.- Contenido de 

3 

Factores de cr~ 
cimiento esta-
bl.es a1ca1i --
(como Bi. 2 (pg/g) 

1.5 

0.4 
.4 

.4 

.4 

.3 

0.4 
2.0 

vita miria· Bl.2 en el. 

4 

Vitamina 
Bi2 "(por di
ferencia 
(pg/g} 

7.3 

9.3 
6.3 

3.6 

6.6 

2.4 

2.8 
4.4 

1odo activado,. 
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Se ha emp1eado como suplemento a1imenticio1 un canten.!_ 

do de Vitamina B 12 de 3. 3. ).19/ g. 

La materia prima es un extracto acuoso de· Milogarnite-

e1 cual se prepara de acuerdo con e1 método de Minr y Wo1nak 

92a). E1 Mi1organite es el lodo activado resultante de los 

tratamientos microbilógicos de1 drenaje municipal. 

E1 mi1organite se extrae para obtener e1 concentrado 

acuoso que contiene 1a Vitamina a 12 • Este concentrado acuoso 

se pur~fica tratandolo c~n una resina de intercambio i6nico --

(140) -

E1 extracto acuoso de milorganite se combina con nitr~ 

to de sodio y cianuro de potasio. La solución resultante se --

ajusta a con pH 4.0 con ácido clorh~drico y se calienta a ebu-

11ición: Esta so.lución se fiJ.tra a través de una resina de in-

tercambio iónico Amberlite X E-97 con: 

(1) una solución acuosa de HC1 o.l.N 

(2) una solución acuosa de HCl O.N 

(3) Una solución acuosa al 85% de acetona 

Se diluye con una soJ.ución .ocupa al 60% de dioxano 

que contiene HC1 o.lN y se recolecta la porción colorida. ... 
Para extracción se probaron varios procesos de filtra

ción, para obtenerlo 1o mcts claro posible, en una planta pilo-

to con agua caliente bajo agitación (7Sa.). El filtrado as~ ob-

tenido fue purificado posteriormente con carbón activado o re-

sinas de intercambio. El proceso de filtración se facilita ad~ 
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cionando algunos precipitantes. Se encontró que se pierde Vi

tamina s
12 

por e1 agua de 11uvia cuando se emplea el p.roceso

de evaporación so1ar del lodo durante e1 'l.•erano, pur l.o cual

se emplea otro método de extracción (4) • No se emplea calent~ 

miento sino inmersión o 1avados en agua caliente, así se lo-

gro un rendimiento de 3.5 pg/ml equiva1ente a 200 pg/g de ex

tracto deshidratado. 
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Debido a que 1os procedimi6ntos citados para ia obten_ 

ci6n de Vitamina Bi
2 

requieren métodos microbio16g~cos, en 

ios cuaies ia industria de 1a fermentaci6n juega ai factor 

principa.i, es recomendab1e ampiiar nuestros conocimientos ta!!. 

to en ia rama de ia microbioiogía industriai, como de ia bio

ingenierí~. para faciiitar 1a manipu1aci6n de ics microorga-

nismos, as~ como a1 manejo de ios fermentadoree y accesorios

que r~qui9ren ~stos aparatos. 

ya que 1os microorganismos productores de ia Vitamina 

B 12 soio ia sintetizan en pequeñas cantidad.es en forma. de un

subproducto1 es posibie incrementar ia producción median- -

te el. uso de técnicas depuradas, como io son: 

-conservaci6n de ia cepa productora, no permitiendo cattibi~s

genéticos, que pueda.u ocasionar una baja en el. rendimiento

dei producto deseado. 

-Xnvestigac~ón continua con objeto de mejorar, mediante mu-

tuaciones irreversibies, ei rendimiento del. producto deseado. 

-Xnvestigaci6n de tiempo de fermentaci6n, temperatura óptima1 

pH óptimo, medio de cuitivo apropiado y uso de precursores• 

y activadqres. 

-Modificaciones, a ios fermentadores. ta1es como aereaci6n.

ve1ocidad de agitación, tipo de propeia uso de defiectores, 

antiespumantes apropiados todas eiias con ei fin de aumen--
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tar la producci6n de biomasa y, como consecuencia, del produ.E_ 

to deseado. Puede 11egar e1 caso de que se obtenga una cepa de

a1gún microorganismo que sea capaz no só1o de dar mejores rend~ 

mientes de ia Vitamina B
12 

sino también pueda conducir a méto-

dos por los cuales su obtención sea más económica 
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