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MEMORIA D&SCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solicitud
de
PATENTE DE INVENGCION

Ty N9 191.178 formulada el 11 de Enero de 1950
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‘1
ESPFPANA

por VEINTE afios
a nombre de MHRCK & CO,, INC., entidad norteamericana, esta-
blecida en 126 East Lincoln Avenue, Rahway, Nueva Jersey,

Kstvados Unidos de América, por:

" WEJORAS INTRODUCIDAS /N LA PREPARACION DE
SUSTANCIAS VITAMINICAS Y, -
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Bste invento se refiere en zeneral a la nroduccidn
por fermentacibn de sustancias de valor terapéutico y nutri-
tivo, y en particular a un método perfeccionado para la pro-

duccidn microbioldsica de sustancias vitamfnicas que tienen
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propiedades promovedoras del crecimiento del micro-—organismo
lactobacillus lactis Dorner.- También se refiere a un méto-
do perfeccionado para la producciédn micro-bioldgica de bita-
mina 8 12.- La vitamina B 12 es uha combinacidn cristalina,
de color rojo, soluble en azua, derivable del higmado ¥y valio-
sa en el tratahiento de ciertos tipos de anemia ﬁumana, por
ejemplo, la asnemia perniciosa.- Es ademds valiosa como fac-
tor duplitivo para snimales.-
Las sustancias vitamfnicas tuzles como la vitamina
B 12 éue se producen utilizando nuestro procedimiento perfec-
cionado, se ensayan convenientemente utilizando la respuesta
al crecimiento del micro-orgsanismo lactobacillus lactis Dor-~
ner en las coudiciones de ensayos descritas por Shorb (J. Biol.
Chem, 169, 455-6).- Las potencias de estas sustancias vi-
taminicas y de caldos fermentados ¥y concentrados enriguecidos
en ellas se expresziit en términos de actividad LLD a base de
un patrén de nigado arbiscrario que tiene una potencia de
1.0V0 unidades LLD por milisramo.—-  Se ha determinado que la
vitzmina cristalina pura B 12 tiene uns actividad LLD gde
unos 11.000,000 LLD de unidades por miligramo.-
Las sustancias vitaminicas gue tienen actividad

LLD se pioducen por fermentacidn de agentes nutritivos por
razas seleccionadas de varias especies de la subtribu fungzgi,
La potencia de los calaos resulbantes de la fermsntacidn de
agcntes nutritivos ordinarios por dichos orianismos, es sin

mbar ;0 en extreno pequeria en comparacidén con las ?otencias

de la vitanmina pura 5 12,- Lstos productos varfan en su
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contenido de sustanclas de actividad LLD segun a esme01e
de honge smpleada, paro ordinariamente contiene una activi-
dad LLD equivalente a un contenido de vitamina B 12 del.or—
den 0,0000% mg/ml.~ Bs en cxtremo dificil separar vitamina
pura B 12 o concentrados de alta actividad LLD de las jran—
des cantidades de impurezas presentes en dichos medios.-~ |
Por tanto, ha sido de jrun ilmporbancis encontrar una manera
de aumentar la potencia LLD del caldo fermentiado y aumentar
al mismo tiempo la concentracidn de sus ﬁClaS 8e actividad
LLD con relacibn a los s8lidos totales del caldo.-

Ahora se ha descubierto que estos sujetos pueden
consezuirse propasando razas de hongsos que producen sustan-—
cias dotadas de actividad LLD en agentes nutritivos acuosos
a los ue se ha afiadido cobalto.- Se ha descubierto que,
cuando estos hongos se cultivan en presencia del cobalto alia-~
dido, se producen por el micro-orzanismo cantidades muy aumen
tadas de sustancias de actividad LLD.~  Bsto da por resul-
tado un caldo final de actividad LLﬁ muy asumentada y tembién
un sran aumento en la concentracidn de vitamina B 12 en rela~
cibn con el total de sblidos del caldo.- ﬁste mayor rendi-
miento microbioldzico de material de actividad LLD no solo
facilita el aislamiento de la vitamina pura B 12 del caldo
fermentado, sino que tambidn hace posible usar el contenido
561ido del caldo como suplemento de alimentacidén para ani-
males.- .

Es en especial sorprendente que la adicidn del co-

balto pueda cstimular la mayor produccién microbioldzica de
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sugtancias de sctividad LLD, tales‘como la vitamina B 12 por—
que se sabe gue el cobalto es en extremo tdxico para muchos
micro-organismos,— Hemos descubierto que, a concentracio-~
nes mas altas, el cobalto es de hecho también téxico para las
razas de hongos que producen sustancias dotadas de actividad
LLD.~ Por ejemplo, una cantidad de cobalto, (en forma de
nitrato de cobalto) superior a 10-20 partes por millén, a
base del agente inhibe de hecho la produccidén de susbancias

de actividad LLD por el hongo Streptomyvees Griseus.-

Lia centidacd de cobaslto pressnte durante la fermen-
tacidn pgede variar seglin el agente usado, pero ordinariamen-
te preferimos emglear una cantidad de cobalto entre 0.1 ¥ 20
partes aproximadamente por milldn de partes del agente.- En

algpunos casos puede ser deseable usar cantidades mayores o

-menores de cobslto se;lin la toxicidad de este para el hongo

particular empileado.-— Bn el caso del Streptomyces oriseus,

hemos precarado caldos de fermentacidn de alta =mctividad LLD
v henos consejuido excelentes rendimientos de vitamina cris-
talina 5 12 cultivando el micro-orgonismo en azgentes que con-
tenfan aproximsdamente dos partes por millén de cobalto (como
nitrsto de cobalto).-

Bl cobalto puede ailadirse ‘en forma metdlica, pero
ordinsriamente se aflade en forma de una combinacién del miswmo,
con preferencia ura sal cowio ¢l nitrato de cobalto;‘o bien en
la forma de una sal natural de cobaltoc o complejo tal que
pueda estar presente en agentes nutfitivos microbianos ricos

en cobhalto.-— En vista de lo incoaveniente de ofrecer la can-~
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tidad de cobalto deseada asfiadiendo estos wmateriales nutriti-
vos nshurales, preferimos afiadir €l cobalto en forma de una
sal del mismo.- ' _

Al realizar el presente invento, podemos emplea;'
agentes nubritivos ordinoriamente ubilizados en la propagacidn
de honisos.-  La produccidn de acuividad LLD por un hongzo dado
puede ciertamente variar gse-lin el agente nutritivo usado, 2

pero se ha descubierto que, para cualquier tipo de agente de-

H
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ente en cobalto, la adicidn de pequefias cantidades de este

ic
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da por resultado invariablé un sran aumento en el rendimiento
de wsusbancias de ‘actividad LLD.-

Log agentes autritivos usuales incluyen una fuente
de carbono asimilable, otra de nitrdgeno asimilable, sales

inorsénicas y factores de crecimiento cuando se desea.- 1l
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carbone pued
dextrosa, maltosa, Xilosa, azlcar invertido, jarabe de mafz,
etc.— #l nitrdzeno puede suministrarse por una sal asnbnica,
animo-acidos o protefnas, tales como habas de soya, avena, le-
vadura de cerveza, extractos de levadura dizestro triptico de
casefna, extracto de carne, caina de sanzre, carne de protenina
y raspaduras de huesos, harina de saimdn, harinsas de pescado,
gclubles de pescudo, solubles de destiléria, etc.- Bi se
gulere, los hongz0s puecen propagarse usando'proteinas (o ami-
no-4cidos) sin que esté presente ninsin hidrato de carbono en
el agente, y en tal caso las protefnas (o amino-4cidos) sir-
ven como Tuente del carbonc vy el niitréreno reqﬁeridos por el

micro-or sni.smo.-—
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Los micro-organismos, cuyas razas seleccionadas
cénsideramos adecuadas para nuestra fermentacidn, utilizando
agentes nutritivos acuosos que contienen cobalto afiadido,
forman parte de los hongos, seiln se definen en las piginas
1 v 2 del libro ™"An Introduction to lIndustrial Mycology',
de Smith y Raistrick (Londres, Kdward Arnold and Co., terce-
ra edicidn 1.946) esto es mixomicetos, esquizomicetos y eumi-
cetos,.~ Son especlalmante adecuados los esquizomicetos y en

particular ciertas razas de la especie Streptomyces griseus

que pueden usarse tanbién para la produccidn de los antibid-
Ticos estreptomicina y griseina.- Otras especies de Strep-

tomyces, ‘tales como Streptomyces albidoflabus, Streptomyces

colombienses nov, sp. Streptomyces rosec chromogenus y Strep-

tomyces antibioticusg, incluyen razas que producen grandes

rendimientos de sustancias de actividad LLD.- Otros esquizo-
micetos adaecuados son especies del énero Clostiidium, y HBemos
descubierto que razas seleccionadas de las siguientes espe-
cies producen sustancias de actividad LLD en las condiciones

de fermentacidn de nuestro procedimiento: Clostridium tetano-

morphum, “lostridium cochlearium, Clostridium flabelliferum y

Clostridium butydicum,- Otros micro-~orgenismos entre 1os

hongos ¢ue hemos descubierto gue también producen actividad

v HEgcherichia coli.-

“

LLD son: Toruls, Eremcthecium ashbyii

Deseamos recslcar, sin embargo, que para cualesquiera especiles
dadas de hongos, es preciso seleccicnar razas que produzcan
sustancias de actividad LLD.~ Nuestro invento no se limita

a ninzdn honzo en particular ni incluye cualquier rsza de un
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hongzo dado.— Por otras parte, cada micro-organismo tratado
hasta ahora que produce sustancias de actividad LLD produci-
ré& estas sustancias en rendimiento muy aumentado cuando se

propaga en un agente nutritivo acuoso Jjue contenga una con-

centracién de cobalto Sptima.-

El azente se esteriliza y el agente esterilizado
que contiene la deseada cantidad -de cobalto se inocula con
unr cultive del hongo seleccionado y la mezcla se incuba hasta
gque se obbtiene la actividad 6ptima LLD.- La fermentacidn se
realigza ordinarismente durante un periodo de unos dos a sie-
te dlas aunque si se quiere puede emplearse btiempo mas corto
o mis largo.- Usualuente la incubncidn se lleva a cabo en
condiciones sumeriidas y a temperatura adecuada para el hon-
go especifico empleado.- |

La vitamina B 12 puede aislarse de la mezcla de fer-
mentscidn en forma cristalina si se guiere filtrando el caldo
de alimentacibn v tratendo el caldo filtrado con carbén vege—
tal archivado adsorbiendo asf la vitamina B 12.-  El carbén
activado se lava con una solucidn scuosa de piridina o & -pi-
colina y el lavado resultante se evarora a seguedad.- BE1
concentrado s4lido se extrae con un alcohol =lifético bajo,
tal como uleohol met{lico, . el extracto alcohdlico se hace
pasar por una columna empaguetada con allmina activada con lo
cual &sta adsorbe la vitanmina 8 12.- Lueso la columna se
desarrolla con mas.disolvente de alcohol alifitico bajo y las
fracciones del lavido que muestran achtividad de vitamina B 12

(detwrminada por ensayo microbiolbzlco) se combinan y los
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lavados combinados se concentran.- Lueso la solucidn alcohé-
lica concentrada se mezcla con un lfquido miscible con ella y
en el cual sea incoluble la sustancia -activa, como la aceﬁona.
¥l precipitado que forma se depura por reprecipitacién de al-
cohol afiadiendo acetiona vy el’producto se purifica més por cris
talizacién de agua, por la adicidn de acet;na para sroducir
vitemina 5 12 cristalina.-

Los si;

g}

nientes ejemplos ilustran los métodos de rea-

C

lizar el presente invento psro debe enbenderse gue solo se dan

por via de ilustracidn y no de limitacibn.-

BJdBMPLO I.-

Aseutes que contenfan 2% de lsvadura de cerveza seca
suspandida eu-agua destilada ¥ cantidades variables cde cobal-
tolcomo nitrato de cobalto) se_dn se indica en el siéuiente
cuadro se prepararon j gubdividieron en frascos de Erlenmeyer

de 250 ml., que contenfan 40 ml., por frasco.- Después de
esterilizar los frascos ¥ su contenido a 1208 ¢., durante me-
diea hora, los frascos se inocularon con un 2.5% aproximgda—

mente de vollmen de un cultivo ¥ezetativo de cuarenta y ocho

horas de Streptomvces sriseus 25G (una raza productora de

grisefna) crecido en un disesto triptico de extracto de carne
de apente de caseina.- Después de la inoculacidn, los caldos
inoculados se mentuvieron a 282 U., durantevquatro dfas, tiem-
po en el cual se ajsitaron coantinuamente en una ndquina aszita-~
dora giravoria.— Terminado este psriodo de fermentaciédn,

las actividades de 1los caldos, dehaerminadas por ensayo con

-8 =



lactobacillus lsctis Dorner, fueron las siguientes:

Cobalto Unidades LLD
. __ppm, por ml. de caldo fermentado
0 300
1 2760
2 3000
10 4600
20 3000

FJEMPLO i1,-

Se prepard un azente ue contenias

Carne de proteina y raspadura de huesos ' 8 %
vloruro sddico k 0.5 %
FeS0, .H,0 . 1550 ppm
Azua destilada hasta un total de 100 %

Bste azente se prepard, esterilizgf, inoculd e incubd
como se aescribe en el ejemplo I.- Una sesunds porcidn del
nismo agente a que ge afiadieron 2 ppm de cobalto (como nitra-
to de cobalto) se esterilizd, inoculd e incubd de izual modo.-
Al fin del periodo de fermentacidén el ensayo de los caldos fué

el sigulente

25

Diges

Sin cobalto

16V unidades LLD/ml.

BJ s p LY

Uobalto 2 ppm

590 unidades LLD/ml.

11l,.~

Se prepararon ssentes de fermentacién que contenfan:

to triptico de casfna

1%
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Extracto de carne 0.3 %

vloruro sbdico 0.5 %

FeS0, . 7H50 : 50 ppm.

Aceite de habas de soya 0.15% (como anti-
' ~ espumante)
Aua corriente a razdn total de 100

El azente anterior se prepara en un fermentador de
3.000 galones y se esteriliza.- Bl agente se inocula con

275 galones de inoculacién ve;etativa de una raza de Strepto-

myces zZriseus proJductora de grisefna desicnada con 25G y la

mezcla se incuba a 28¢ C.,, durante 48 horas en condiciones de
. s # . . . - .
azitacidn, suwiersidn y aireacibn.-

Bl caldo fermentado se ensaya usando Lactobacillus

lactig Dorner como <r.snismo de ensayo, y luezo el caldo se
trata para recujerar la vitamina 8 12 cristalina.-  Esto se
hace Tiltrando el csldo ¥ adsorbiendo el matverial actlvo del

mismo por medlio de carbdn vegetal activado, el adsorbido de

carbdn se lava con una solucidn acuosa de piridina y el lava-

‘do resultanie se evapora a sequedad a presidn reducida.— 81

concentrado s6lido asf obtenido se extrae con alcohol metfli-
co y el extracto alcokblico se adsorbe luezo en columna usan-—
do allminag activada y el maberial activo se lava de &1 con
alcohol mebtilico nuevo.-  fstas fracciones gue Gienewn muy
pronunciada actividad microbioldzica se concentran juntas y
la solucidn concenirada se mezcla con acetona, con 16 cual
precipita y se recupera vitamina B 12 bruta.- Este produc-
to se purifica por reprecipitacidn de solucidn de etanol sfia-

diendo acebona.- Bl producto se purifica mfs por cristaliza-

- 1O =
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cidn de azua y acetona para producir vitamina B 12 cristalina.-
Se obtuvieron los siguientes resultados en obten-
ciones duplicsdas que muestran el efecto de cobalto, ailadido

en forma de su nitrato:

Obtencidn Uobalto ppm Potencia del Vitamina B 12
caldo unida- Cristalina
nlimero des LLD/ml aislada
1 nada 173 18.% ng .
2 2 ppm 225C (media. 106.7 ng

Se prepard un agente de fermentacidn que contenia:

Harina de habas de soya (Staley 4-S) 3 %
Dextrosa 2%

nacl - 0.25 %
Solubles de destileria 0.75 %
Agua hasta un total de 100 %

Este agente se prepard y subdividid en frascos de
Erlenmeyer de 250 ml, que contenian 40 ml por frasco.- Se
afiadieron cantidades variables de cobalto {como su nitrato)
como se 1ndica en el siguiente cuadro, ¥ los frascos y sun
contenido se esterilizaron calentando a 120¢ €., durante me-
dia hora.- Los frascos se inocularon con 2.5% aproximadamen-—
te de volumen de un cultivo vegetativo de cuarenta y ocho ho-

ras de una raza de Streptomyces zrigeus productora de estrep-

tomicina.-  Después de la inoculacidbn los caldos inoculados
se mantuvieron a 272 C,, durante tres dlas con agitacidén con-
tinua en un agotador giratorioc.- Termihado estc periodo de

fermentacidn, la estreptomicina y las actividades LLD de 1los

caldos dieron el sigulente ensayoi

- 11 -
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Go.ppm. Bstreptomicina )P/ml. Unidades LLD/ml.
0.0 850 ' 300
0.5 825 ‘ 3000
1.0 845 ' 2100
2.0 650 4200
4,0 235 5000
6.0 < 150 2400
5.0 { 150 | 2000
12.0 { 150 ‘ 220

Este agente se prepard vy subdividid en frascos de
Erlenmeyer de 125 ml que contenian 100 ml de azente por frasco.-
Los frascos y su contenido se esterilizaron calentando a 120¢
C., durante venticinco minufos.— Los agentes se enfriasron a
379 G., y se inocularon con 1 ml por frasco de una suspensibn

Clostridium tetanomorphum crecido de anaerobicamente en agzente

de sesos~higado-corazén Bacto.- Después de la inoculacidn,
los caldos inoculados se mantuvieron en condiciones estaciona-
rias a 379 U,, durante el periodo indicado en el cuadro de
abajo.-

Un sepundo grupo de frascos que contenfian el mismo
agente suplementado con 10 microgramos de hexahidfato ¥ nitrato
de cobalto por mi, (aproximadamente‘dos partes de cobalto por
millon de partes del azente) se esterilizaron, inocularon e
incubaron de igual modo.- Terminado el periodo de fermenta-
cidén el ensayo de los caldos fué el siguiente: (los vélores
dados se obtuvieron por promedio de valores obtenidos en cua-

tro fermentaciones diferentes realizadas en cada una de las
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condiciones indicadas).

bPeriodo de fermen- Sin cobalto Actividad LLD
‘ : por ml, cobal-
tacién dias 4 _ to 2 ppm.
4 660 _ 4600
7 760 5300

Varios cambios y modificaciones pueden hacerse en la
realizacién del presente invento sin apartarse de su espiritu
¥y finslidsds por ejemplo, pueden emplearse agentes nutritivos
sb6lidos tales como salvados en grano en vez de los.agentes nu;
tritivos acuosos especificados.- Como estos cambios y modifi-
caciones estin dentro del alcance de las reivindicaciones anexas,
deben considerarse como parte de nuestro invento.-

La presente solicitud que corresponde a la presentada
en los Estados Unidos de América con fecha 10 de Julio de 1948,
bajo el numero 28.176, se acoge a los beneficios del articulo

51 del vigente Estatuto-Ley sobre Propiedad Industrial.-

-NOTA -

Los puntos de invencidn propia y nueva que se presen-
tan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de Inven-
cién en Espafia por VBINTE afios son los siguientes:

10.- Mejoras introducidas en la produccién de caldos

de fermentacién como se han descrito, caracterizadas porque di-

- 13 -
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chos caldos estln enriquecidos de sustancias vitaminicas obte-
nidas por fermentacidén de un agente nutritivo acuoso que con-
tiene como 9.1-20 partes de cobalto por millén de partes de
agente, por medio de una ragza, productora de actividad LLD, de
un micro-organismo perteneciente a la subtribu Fungi.-

29.~ Mejorag introducidas en la produccidn
de caldos de fermentacidén como se han descrito, caracteriza-
das porque dichos caldos estén enriquecidos en su conteni-
do de sustancias vitaminicas, obtenidas fermentando un agente
nubtritivo acuoso que contiene como 0.1-20 partes de cobalto
por milldn de partes de agente, por medio de un crecimiento

sumergido y aerdbico de un Streptomyces, que produce sustancias

de actividad LLD.-~

59 ,~ Mejoras introducidas en la produccidbn de
caldos de Termentacién como se han descrito, caracterizadas
poerque dichos caldos estan enriquecidos en su contenido en sus-
tancias vitamfinicas, obtenidos fermentando un agente nutritivo
acuoso que contiene entre 0.1 y unas 20 partes de cobalto por
millén de partes de agente, por medio de un crecimiento sumer-

zido de Ulostridium gue produce sustancias de actividad LLD.-

40,.- Mejoras introducidas en la produccidn de

‘caldos de fermentacibén como se han descrito, caracterizadas

porque dichos caldos contienen vitamina B 12 sintética de

Streptomyces obtenidos fermentando un agente nutritivo acuoso,

en condiciones sumergidas y aireadas, que contiene entre 0.1 ¥y
20 partes de cobalto por milldén de partes de agente, por medio

de una razz del mocroorganismo.-

- 14 -
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Streptonyces griseus productora de griseina.-

50,- Mejoras introducidas en la produccién de
¢zldos de fermentacidn como se han descrito, caracterizadas
porque dichos caldos contienen vitamina B 12 sintética de Strep-
tomyces, obtenidos fermentando, en condiciones sumergidas ¥
aireadas, un agente nitritivo acuoso que contiene como de 0.1

a 20 partes de cobalto por milldn de partes de agente, por me-

dio de una raza del micro-organismo Streptomyces griseus, pro-

ductora de estreptomicina.-

69,~ Mejoras introducidas en la produccidn de
caldos de fermentacién como se han descrito enriguecido en su
contenido de sustancias vitaminicas, caracterizadas porque di-
chos caldos se han obtenido fermentando un agente nutritivo
acuoso que contiene como de 0.1 a 20 partes de cobalto por mi-
1146n de partes de agente, mediante el crecimiento sumergido de

una raza de Ulostridium tetanomorphum que produce sustancias de

actividad 1LI.D.-
7¢ .- Mejoras introducidas en la preparacidn de
sustancias vitamfnicas.-

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-

cede y para los fines que se han especificado.-

Esta Memoria consta de - quine®’ ;. hqps escribas

a mdguina por una sola de sus caras.-—

Maaria, 4{@SEP. 1950

P. A,
Albert fzabura
» er
‘;;
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