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El presente invento se relaciona con la produccidn de
sustencias gue tienen uns alta sctividad de vitamina B-12
nediante el cultiio de un tipo particular de propionibaec-
terium en medios de cultivo del tipo ¥y bajo las condicio-
nes gue se describen detszlladsmente més adelente. En sus
realizeciones nds especificas y particularmente importan-
tes, comprende un nétodo para lz menufactura de suplemen-
tos y concentrados de vitemine B-12 medizante un procedi-
miento econdnico y simple cue utilize melaZa como la fuen-
te de origen Ge nidratos de carbono 7 levadura autolisada

y de desperdicio de cerveceria como los Unicos componen-

tes del medio de cultivo y agua amoniacal como el sagente

neutralizente, procedimlento que puede ser efectuado con
un equipo comin de Termentacién.

51 blen se han sugerido con anterioridad numeroscs mé-
todos para obterer sroductos de vitaiinag B-12, en la ac-
tnalidad sélo existen tres de estos métodos revelados para
la produccidn primaerie de vitamina.B—iZ que se hallan en
uso comercial actual, es decir 1 el método de B. Megathe-
rium (Ind. Eng. Chem, 45, 838 (1953), 2 el procedimiento
olivaceo de Streptomyces (Ind., Bng. Chem. 46, 238 (1954},
y el método de extraccidn de cieno de sguas servidas (pe-
tente estadounidense n?. 2.846.386). Todos estos métodos
tienen una o varizs limitaciones précticas importantes que
son rezueltas con el presente invento. Todos estos méto-
dos anteriores son deficientes, por ejemplo, en relacién
con los rendimientos de activided de vitamina B-12 cue son
capaces de producir. Ninguno es capaz de producir produe-
tos a ser utilizados sn nrepserados fzrmacéuticos sin re-

currir a procedimlentos de extraccién que son costosos y
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lergos. Los resultados obtenidos 21 llevar a la préctica

los citados procedimientos comerciasles se ceracterizan por

‘1o general por rendimientos del orden de aproximadamente

8,8 a aproximademente 44 miligremos de zctivided de vita-
mins B-12 pnor kilogremo, sobre la base del peso del produc-
to de fermentacién bruto secado.

Mediante la préctica del presente invento se alcanza la
produccidn Ge productos estables de vitaming B-12 de cali-
dad excepcionel, con potencias desusadamente altas, logréns
dose este resultado por medio de un procedimiento sirple de
manufsctura ocue utiliza sub-productos econdmicos como mate-
ria prima. Los nroductos fabricados segin las ensefianzas
del presente invento contienen, sobre ls base de los produc-
tos de fermentzcidn brutos secados, de 110 s 132 miligramos
de azctividad de vitamina B-12 por kilogremc y en muchos ca-
sos cantidades sustancislmente mayores, es decir de 176 =
440 miligreamos y cantidades aun materialmente més altas.

Ya se ha propuesto la produccidn de un compuesto con ac-
tividad de vitemina B-12 medisnte fermentaciones que compren-
den la utilizacidén de varias bascterias de 4c¢ido propiédnico,
incluso propionibscterdum freudenreichii. XEstos procedi-
mientos asnteriormente conocidos no han resultado sin embar-
go ser comercislmente precticebles. Es lmportente compren-
der nue en cuslouier método comercislmente utilizable deben
satisfacerse varios criterios. Uno de astos comprende la
propiedad o carscteristicas en las bacterias de permitir
cue todo el cultivo posea caracterIsticss cue permitan que
resulte posible efectuar la separacién de las bacterias del
medio wediante sistemas econémicos, notsbtlemente vpor la

fuerza centr{fuga. Utras consideraciones importantes para
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lograr un método comercislmente utilizable para obtener vita-
mins B-12 se refleren a los substratos y a los suplementos
orgédnicos utilizados en éstos. 4Agqufl han fallado por ejemplo
log procedimientos anteriormente sugeridos de fermentacién
con propionibscteria, en particular al considerar el aspecto
econémico del método en su totalidad. .4Ademds, un método gque
brinde una satisfaccién comercial total debe ser capaz de
nrcductos
producir/brutos iniciales de altespotencias de vitamina B-12
dentro de lapsos de fermentacidén razonables y, ademés, estos
productos brutos deben tener un cardcter tal comoc pars pres-
tarse bien & ser utilizédos en procedimientos de extraccién
en squellos c»s08 en los cuales se desee produclr concentra-
dos de vitamina B-i2.

De escuerdo con el presente invento, la fermentacidn es
efectuads por medio de una cepa particular de bacterias de
écido propiénico, es decir propionibacterium freudenreichii,
conjuntamente con la utilizécién de tipos particulares de
substratos y tipos particulares de suplementos orgénicos,to-
do lo cual se degcribe detslladamente més adelante, La préc-
tica del presente invento, ¢ue ha sido demostrada mediante
procedimientos comerciales efectuados en escala industrial,
origina uns cantided de ventajas importantes. En primer tér-
mino, segin se ha Gicho precedentemente, se obtienen produc-
tos estables cue tlenen una actividad de vitamina B-12 de
alta potencia y que carecen sustsncialmente de varisntes in-
activas o de pseudo vitamina B~1l2, y estos productos tienen
un sabor, olor ¥ color relativsmente asradsble, fluyen libre-
mente y no son hidroscépicos, se los puede mezclar directa-
mente con alimentos pare seres humsnos y animeles, se les

puede utilizar en preparados farmacéuticos sin un mayor tra-
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tramliento y concentrscidén, y se hsallan idealmente adecua-
dos paera prepsrar vitamina B-12 cristalina y concentrados
de vitamina B-12., Fm segundo términég, la préctica del mé-
todo del invento no reguiere utilizar voldmenes grandes de
aire tales como los que necesitan varlos otros procedimien-
tps, por lo nue 1o se reqguiere los dispositives costosos

de dispersién de sire. E n tercer lugar, no es necesario
recurrir a etspas de svsporzcidn, extrscclidn y absorcidn
para obtener un producto de alta potencia, v ademnds no se
requiefen eparstos de secado por roclamiento. En cuarto
término, se evita el inconveniente de la contaminacién con
bacteriéfagos y actindfagos, comunes a muchos procedimien-
tos conocldos. Otrss ventajas adlicionsles ques son logra-
das por el presente invento estriban en que no se requie-
ren organismos simbidticos psrs aumentar el rendimiento de
vitamine B-12 o psars facliliter en otra forme el aspecto eco-
némico del método, ¥y no es necesario agregar vestigios de
minerales sl medio pars promover el dessrrollo del citado
propionibecterium y para degarrollar ls actividad de vitae-
mina 5-12. Ademé&s, no es necesario recurrir a ls utiliza-
cibén de azicares costosos y reiinados tales como dextrosa

o lactosa, 4demés, es innecessrio recurrir =2 productos so-
lubles de destilerfa, evitando =sf la creacién de problemas
diffciles de control de 1la cglidad. Dado que el método del
presente invento es un procedimiento de fermentecién prima-
ria de un cultivo purc, la cu=lided de la actividad de vita-
mina B-12 es supanente uniforme; y dado gue el método del
presente invento es un método intracelular, es decir, un
método en el cual la actividad de vitamina B-12 existe ¥

es recuver=da de los ingredlentes sélidos brutos de fermen-
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tacidén a diferencia del ccldo de fermentacién, se simplifi-
ean mucho los procedimientos de recuperacidn.

El método del presente invento comprende le utilizecidn
de ciertos ingredientes ¥ une serie de etapas correlativna-
das de procedimiento cue, en combinacidn, originan los re-
sultados que se han descrito més arriba. L=z bacterla espe-
eifica que se utiliza es P, freudenreichii, segtin se ha di-
cho precedentemente (véase el ianuel de Bactepiologia Deter-
minativa de Bergey, 6% edicién, Williems y Wilkins Co.). El
medio nutritivo consiste dnicamente o esencialmente en me-
laza, cue puede ser melaza de remolachsa, melaza de resi-
dguos de refinacién de azdcar, o melaza de zanahoria (deri-
vada como un subproducto en el itratamliento de zanahorias
para recuperar carotene), y un producto de levadura. El
producto de levadura puede comprender un extracto o autoli-
sado de una levadura primsaria pero resulta particularmente
deseable preparar el extracto o autolisado de levadura 1i-
quida de desperdicio de cerveceris. En este dltimo cgso
resulte importante extreer lss resines de ldpulo mediante
procedimientos asdecuados de lavedo o por otro sistema simi-
lar, dado que interfieren con el procedimiento ulterior de
fermentacidn. XResulta particularmente dtil un auvtolisado
preperado con levadura de desperdicio lIiquide y lavado de
cerveceria. El azdcar contenida en la melaza que se ubti-
liza debe ser convertida o invertids, y para esta finali-
dad el producto de levsdura, tal domo la levadura autolisa-
da de desgverdicio de cerveceria, no debe ser sometida a
tratamientos, tales como unza pasterizacién a temperaturas
indebid=mente elevadas, gue destruyen la invertasa gque nor-

malmente contiene. &n aquellos casos en los cuales el pro-
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ducto de levadurs que se utiliza no contlene invertasa o
contiene una cantidad insuficiente de lnvertasz, puede agre-
garse una fuente de origen externa de invertasa. La fer-
mentacidn es efectuada bajo condiciones de suave asgitacién
y con ciertos controles de la temperetura y el pH, segin se
indicaréd wds adelznte. Una vez que se ha obtenido una ac-
tividad sustancislmente mdxima de vitamina B-12, todo el
cultivo es centrifugedo y 1ls resultante crema de células
bacterianas es lavads con agua ¥y nuevamente centrifugada.
Le crema lavads de células es secsda, ventaJosamente en un
secador a tambor besjo presidn atmosférica. EL oroducto fi-
nal, segin se hes dicho precedentemente, contiene por lo ge-
neral de 110 hesta varios centenares de miligremos de ac-
tividad de vitsmina 5-12 por kilogramp, determinsdo wedian-
te el procedimie.to de velorszcidn de protozoarios descrito
por J.B. Ford, british Journal of Nutrition (1953), valo-
racién que diferencia la vitamina B-12 de los pigmentos
biolégicemente insctivos similares a la vitamina B-12.
Ademis de la importancie de producir buenos rendimien-
tos de vitamins B-12 de alte validad, sustencielmente carene
te de pseudo 5-12 y otras varilantes inactivas, el umétodo
del presente inveunto también posee las ventajes vitales de
su economia y slmlicidud. wo0s extrzctos o zutollssdos
derivedos de lu levsdure 1li;uide de desperdicio de cerve-
cerfa ¥y la melsza de remolache o de residuocs de refina-
c¢ién de azidcar, -ue comprenden ventajosamente los uUnicos
comnonentes de¢l edio nutritivo, son materiales econdmi-
cos. Lo levsdura 1fcuidas de desperdicio de cerveceria es
lavada, temizeds y sutolisada, por ejemplo por calentemien-

to a aproximadamente 449C durante unas 12 horas, y el auto-
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lisado es sepurado de las células residuales por centrifu-
gacidén. En cego deseado pueden utilizarse varios nétodos
conocidos en le materia pars producir el sutolisado de le-
vadure, pero se prefiere utillzar el procedimlento arriba
deserito, ~Fuede valorarse el autolisado de levadura por
medio de uns titulacidn del nitrdgeno aminico. Un valor

de 0,048% de nitrdgeno =mninico equivale a 1% de ingredien-
tes sélidos de autolisado de levadura "YEASTAMIN® (vico Pro-
ducts Company). Puede utilizerse un autolisado primerio de
levadura y tembién es posible utilizasr levadura de panade-
ria o levadurs primaria secada si se agrega una canbidad su-
ficiente de levadura pars gque corresponda con un contenido
de nitrézeno aminico del medio de aproximadamente 0,048% a
aproximedamente 0,24,». También pueden utilizarse extractos
de levadursz prepsrsdos con sproximadamente 1% a sproximada-
mente 100 de levadura, sobre la base del peso del medio.Sin
embargo, l= fuente de origen especlialmente preferida del su-
plemento orgénico es el autolisado de levadura de desperdi-
cio de cervecerfa, dzdo que este material suministra todo el
nitrégeno orgénico, 1ain#ertasa, los fusctores de crecimiento
¥y las sustancias desconocidas, que se necesitan en forma sim-
ple y a un costo minimo.

Sobre la base de la explicacidn precedente, se verd que
el medio s6lo necesita el substrato de melaza y el sutolisa-~
do de levadurz o lo similar. Si bien pueden agregarse mate-
riales suplementsarios, 4ctos son innecesarios para llevar
a la prictica con éxito el vresente invento. Il autolisado
¥ l= melaza son mezclados, calentados a aproximadamente 45¢C
¥ su pd es sjustado s un valor de entre 5 y 5,5, E1L autoli-
gado de levadura contiene una centidad suficiente de inver-

tasa para invertir los disac4ridos existentes en la melaza
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pero, segin se hs dicho precedentemente, si ésto no fuera
asi, puede agrecurse invertasa externa. L& inversién se
completa sustsncislmente en zproximsdamente una hora en
los casos hebituales. E1 medlo de cultivo consiste venta-
josamente en sproximadamente 4% a eproximadamente 184 de
melaza, constituyendo una cantided de asproximedemente 5%

a aproximademente 12% un orden particularmente preferido;

y de aproximadamente 1% = sproximadamente 5% de ingredien-
tes sb1idos de =~utolisado de levadura, constituyendo una
dantidad dec sproximedsmente 2% a aproximadamente 3% un or-
den particularmente preferido, debiendo conslderarse die
chas cantidedes ocor ciento en peso sobre la base del medio
de cultivo o del substrato como un total. X1l medio de cul-
tivo, preparado en la forma precedentemente descrita, es
esterilizsdo mediante el pasaje por una esterilizadora con-
tinua a uns temperatura de aproximadamente 148¢C durante
unos 12 segundos, enfriado a sprorximademente 28 a 329C, e
introducido en un tsngue de fermentacidn, ventajosamente un
tanque de fermentacidén estéril, provisto .eon un agitador
para pover suavedmente 21 1lculdo. Se utilize por lo gene-
ral una inoculscidn de 5% a 1L0% y se efectla la fermenta-
cidn s uns btemperastura de 28 a 329, particulermente a
309C, helléndose el pHAaJustado a un velor de entre apro-
ximadamente 6,5 y soroximadamente 7,2 por medio de hidréxi-
do de =monio. L& fermentacién se completa generalmenté en
un lapso de 72 a 96 horas con un resultante rendimiento de
viteming B-12 de 3 a 6 piligramos de actividad de vitamina
B-12 por litro, segln la ceuntidad y czlidad de la melaza ¥
del sutolisado de levadura que se ha utilizedo. Todo el

cultivo es pasado por separadores centrifugos del tipo uti-
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lizado psra levadura y las célulzs bacterlsnas son recogl-
das, 4a resultante c¢rema de células es dilufda con agua
para lavar, y se vuelve s separar = la suspensién. 3XHste
procedimiento de lavado puede ser efectuasdo tantas veces
como Ses necesario, segin la cantided Gel residuo de fer-
mertacidn gue guedes con las células. ZEnmtonces le crema de
células es secada, ventajosamente en un secador devtambor
atmosférico, utllizando unsa presidén de vapor de agua de en-
tre sproximadsmente 2,8 y szproximsdamente 7 kg. por cm2.
Las escamas que se desorenden de los tambores son molidas
y tamlzadss hesta cue l»s particulas tienen el temafio de-
seado.

Los gigulentes ejenplos son ilustrativos de la préctica
del presente invento, perc no se los debe considerar como
limitsasntes, d=do gue pueden efectuarse ciertos csmbios en
los mksmogs sobre le bace de los principios bdsicos revela-

dos en ls& presente solicitud sin apartarse del espiritu del

invento.

EJELPLG 1.- (a) 22.710 litros de levedura liquida y fresH

ca de desperdicio de cerveceris que contenfa 12,2% de ingre-
dientes sblidos fueron tamizados por un tamiz vibrztorio de
mella Iram 149 purz extraer las resinas de lipulo y otros
desechos. LoOs resultentes 22.615 litros de levadurs tamil-
zada fueron calentszdos a 449C y almscensdos, con una agita-
¢ién susve, dur:nte 10 horas para efectuar la autolisis. iz
resultante pasta liquida autolissde de levadura fué someti-
da a2 una sepsracidén =l ser pasada por sepsradores de leva-
dura donde se extrajo la materis residusl y no dlsuelta de
levadura. &1 sutolisedo limpido de levadura, gue compren-

dfa 15.140 l1litros cue contenfan 6% de ingredientes sblidos,
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contenfa 90%3.5 kg. de ingredientes sélidos de autolisado de
levadura. Rste sutolissdo fué mezeclado con B030 kg. de
melaza de remolacha, el volumen fué ajustado con agua a
38,610 litros y el pH de 1la mezcla fué ajustzdo a 5,1 me-
diente la adicién de &cido sulfirido., Se inyectd vapor
vivo para calentar z lz mezela a 459C. Después de una bho-
ra, tiempo durante el cual se produjo una inversién comple-
ta del azdcar, le mezcla fué calentada o 80 y pasada en-
tonces por un esterilizados instentédneo continuo gue mantu-
vo al medio = 143¢C durante 12 segundos. Luego de pssar por
un intercarbiador térmico, la mezcla fué introducida en un
tancue de fermentacidn de 56,775 litros de capacidad a 302C.
Se ajusté a un valor de 7,0 el pii de dicha solucién o medio
agregidndcle agua auwoniacal y el tanque fué inoculado con
2270 litros de un culti#o de 48 horas de pP. freudenreichii.
(b) Se dejé que l= fermentacidn prosigulera dursnte 96
horas = 30%C bajo condiciones de susve sgltacidén, ajustando
el pH inediante adiciones pneriddicas de agua amoniacal para
mantenerlo entre 6,5 ¥ 7,0, En el tanque se mantuvo en todo
momento una presidn interna de 0.35 kg/sz. 4l téruino de
las 96 horas todo €l cultivo tenfs por valoracidn 4.5 mili-
gramos de actividad de vitamina B-12 por litro. La sctivi-
ded total de vitamina 5-12 »nroducida fué de 194.000 miligra-
mos. Entonces todo el cultivo fué ceptrifugadc por med;o de
separadores de tivo de levsdura. Le crema de células tenfa
un velumen de 4240 litros. Ls crema de células fué secade
en un sscador atmosférico de tembor doble con una presidn
de vapor de &,87 kg/cmz en el manémetro. &1 rendimlento fi-
nal fué de 454,5 kg. de polvo que tenfa por valoracidén

385,8 miligreuos de activiaad de vitamina B-12 por kilogra-
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BIEMPLO 2.~ (&) 100 gremos de un extracto de levadura
soluble secado zutolisado de cerveceria (v.gr. "YEASTAMIN®,
Vico Products Company) y 120 grawmos de melaze de remolacha
fueron disueltos en un litro de szua destilada. X1 pH de
la mezcla fué sjustado a 5,0 con £cido sulfirico y se sgre-
garon 5 ml. de invertasa (preparado técnico de liutritional
Biochemical)., L& mezela fué cslentads a unz temperatura de
459C dursnte uns hora nsra efectuar l= inversién de la su-~
¢r089 contenida en la melaza de remolacha. El pH de la
mezcla fué njustado entonces s 7,0 con agua amonizcal. Se
suspendieron 40 srrmos de tizz precipitsda U.S.P. en la nez-
cla como un resulador del pH, y se agregd agua destilada pe-
ra diluir ls uezcla a un volumen de 2 litros. La mezclse
fué trunsferids entonces s un fermentador de 4 litros que
se hallsba ecuipado con disnositivos adecuados peara la agi-
tacibn aséptics, la adicidn de agentes neutralizantes y la
extraccidn de imestras. El1 fermentsdor y su contenido fue-
ron esterilizazdos por cazlentemiento a una precsidn de vapor
de 1,05 kg/cm2 Gurante 90 minutos en une sutoclave. Luego
de ser enfriasdo a 30%C, el lermentador fué inoculzdo con
100 nl. de un cultivo de 48 horaes de ¢. ireudenreichii.

(b) Se cejd cue prosiguiera la fermentacién haste haber-
se consumido todo el aztcar, lo gue requirid un periodo de
aproximadamente 96 horas a 30%C bajo condiciones de agite~
cién suave. E1 pH fué ajustado a 7,0 a intervalor de 4 ho-
ras con ague arcaiacal. -1 término de las 96 horas todo el
cultivo tenia nor vsloracién 4,5 miligramos de actividad
de vitsmina B-12 por litro. Todo el cultivo contenia 7,4

gramos de ingredientes sélidos celulares por litro.
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En resumen;vLe Petente de Invencidn que se solicita,
recaerd sobre las reivindiceciones siguientes:

1% ,- Un nétodo pars produclr vitaminag B-12 fisiolégi-
camente activa, cue comprende proveer un medio scuoso gue
contiene, como ingredlentes esenciales, melaza invertida
y un producto de levadura, comprendiendo la melaza de apro-
ximadamente 4% a aproximadamente 18%, v hallindose presen-
te el producto de levadura en una cantidad suficiente para
oroveer un contenido de nitrdgeno aminico de aproximademen-
te 0,048% a sproximad-mente 0,245, debiendo considerarse
dichas cantidades por ciento en peso sobre la base del me-

dio, inocular dicho medlo con un cultivo de P. freudenrei-

chii y fermentur dursnte un periodo de varios dfas para

decarrollaer una asctividad de -vitamina B5-12.

2%,- Un método para producir vitamina B-12 fisioléglca-
mente activs, ~ue comprende provesr un medio acuoso gue Tvon-
tiene, como ingredientes esenciales, melazs invertida y un
autolisado de lavsdura, comprendiendo la melaza de aproxi-
madsmente 8o a cproximadamente 16%, ¥y éomorendiendo los in-
gredientes sdlidos del autolisado de levadura de aproxima-

damente 2p = aproximadamente 35, debiendo considerarse di-

‘chas cantidades por ciento sobre la base del peso del medio,

inoccular dicho medio con un cultivo de P. reudenreichii, y
fermentar durante un periodo de varios dlas bajo condicio-
nes de agitecién pere desarroller unas actividad de vitami-
na B-12.

3% .- Un método pera producir vitamina B-12 fisioléghca-
mente activa, tue comprende proveer un rnedio acuoso gue

contiene, couo ingredientes esenciales, melaza invertida y
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un ~utolisado de levadura de cervecerfa, comprendiendc la

melaza de sproximedsmente 8% a aprozimademente 16% y ‘com-

‘prendiendo los ingredientes s6lidos del eutolisado de le-

vadurs de sproximadsmente l% a aproximadamente 53, deblen-
do considerarse dichas czntidedes par clento sobre la ba-

se del peso del medio, inoculer dicho medlo con un culti-

vo de ¢. freudenreichii, y fermentar durante un periodo de
varios dfas bajo condiciones de agltegidn para desarrollar
una zctividad de vitamina B-12, centrifugar todo el culti-
vo ¥ secar laz crena de células.

4% .- Un método pers producir vitamina B-12 fisioléglca-
mente activa, gue comprende proveser un medio acuoso gue
contiene, como ingredientes esenciales, melazsa invertida
¥y un autolisaﬁo de desserdicio de levadura de cervecerla,
comprendliendo la melaza de aproXimadamente & a aproxima-
demente 12:%, y comprendiendo los ingredientes sélidos del
eitelifado de levadura de zproximademente 2% a sproximada-
mente 3w, debiendo considerarse dichas cantidades por cien-
to sobre ls bsse del peso del medio, inocular dicho medio
con un cultivo de £. freudenreichii, fermentar a una tem-
oeratura de entre sproximadamente 28 y aproximadamente 52°C
e un pH de entre snroximadamente 6,5 y 7,2 durante un pe-
riodo de varios dfas bsjo condiciones de suave agitacién
para desarrollar unz2 sctivided sustancisl de vitamina B-12,
centrifugar todo el cultivo, v secar la crema de células
parsa producir asf un nroducto cue contiene por lo nenos
110 miligr=mos de zctividad de vitamina B-12 por kilogre-
mo de productc secado.,

5% ,- Un método para producir vitamina B-la Fisioldgice-

mente activa, que comprende proveer un medio acuoso gue
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contiene, como ingredientes esencizles, melaza invertida
¥y un producito de levadura, comprendiéndo le melaza de zpro-
yimadamente 4% ¢ sproximsdemente 18% y halléndose presente.
el producto de levedura en la cantidad necesaria pare pro-
veer un contenido de nitrbgeno aminico de sproximademente
0,048% a =pro:imadamente 0,245, debiendo considerarse di-
chas cantlidades por ciento sobre la base del peso del me-
dio, inocular dicho medio con un cultivo de ¥, freudenrei-
chli, fermentar = una temveraturs de sproxlimadamente Z0e¢
v & un pH d& eproximesdsmente 6,5 a 7,2 durante un periodo
de varios afas bajo condiciones de suave agitecidn para des-
arrollar una actividad de vitamina B-12 v centrifugar enton-
ces tcdo el cultivo,. '

6%,~ Un nétodo para producir vitamina B-12 fisiolégica-
mente activa, gue comprende proveer un medio acuoso que con-
tiene, como esencialmente sus dnicos ingredientes, melaza
invertida ¥ un autollsado de desperdicio de levadurs de cer-
vaeceria, comrendiendo 1z melaza de aproximadamente 8% a
aproximadamente 12%, y commrendiendo los ingredientes sé-
1idos del sutolissdo de levadurae de sproximadamente 2% a
aproximadamente 3,0, debiendo considerarse dichas cantida-
des por ciento sobre la base del peso del medlo, inocular
dicho medio con un cultivo de 2. freudenreichii, y fermen-
tar durante un periodo de varlos dias bajo condiciones de
cuave =gitacién para desarrollar une actividad sustancisl
de vitemina 3-12,

78 .- Un método peora producir witamina B-12 fisiolégica-
mente active, jue comprende nroveer unsz sclucidn acuosa que
contiene, como esencislmente sus dnicos ingredientes, me-

leza vy un =zutolissdo de desperdliclo de levaduras de cervece-
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ria que contiene invertasa, invertir dichs melaza por medio
de dicha invertasa parse producir =sf un medio con melazs
invertida que comprende de aproximadsmente 4% a sproximada-
mente 10%, comprendiendo los ingredientes sélidos del auto-
lisado de levadura de aproximsdamente 2% a sproximadamente
3%, debiendo considerarse dichas cantidades por ciento so-
bre ls base del neso del medioc, inocular dicho medio con un
cultivo de P, freudenreichii, fermentar a uns temperatura
de entre aprc..lanadamente 289°C y sproximedamente 32"C a un
pH de sproximedamente 6,5 a 7,2 dursnte un periocdo de apro-
ximadamente 3 a sprozimesdemente 4 dfas bajo condlciones de
suave agitacidén para desarrollar una actividad sustencial
de vitamina B-12, centrifugar todo el cultivo, lavar las
células bacterisnas con sgua, volver a centrifuger, y secar
entonces dichas células bacterianas lavadas para producir

un producto secado que contiene por lo menos 110 miligramos

‘de actividad de vitamina B-12 por kilogramo de dicho produc-

to secado.

8% ,~ Un método para producir vitamina B-12 fisioldégica-
mente activa, cue comprende proveer un medio acuogo que con-
tiene, como esencialmente sus Unicos ingredientes, melaza
invertida y un sutolisado de desperdicio de levadura de cer-
vecerié, compreniiendo la melaza de aproximadamente 8% a
aproximademente 12%, y comprendiendo los ingredientes s81i-
dos del sutolisado de levadura de sproximesdamente 1j% a apro-
ximedemente 5j;, debdendo considerarse dichas cantidedes por
clento sobre la base del veso del medio, inocular dicho me-
dio con un cultivo de ¥. freudenreichii y fermentar durante
un periodo de varios dias bajo condiciones de suave mgita-

cién y mientras el pH es mentenido entre aproximedamente
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6,5 vy mproximadzmente 7,2 y la temperatura entre aproXima-
demente 28 y wnroximsdemente 2290 pars desarrollar une ac-
tivided sustancial de vitamina B-1l2.

9% .- Un método para producir vitamina B-12 fisioldégi-
camente activa, que comprende proveer un medlo acuosoc que
contiene, como esencislmente sus dnicos ingredlentes, me-
leza de remolacha invertida y un autolisado de desperdi-
cio de leveadura de cerveceria, comprendiendo la melaza de
remolzacha de sproximadamente 8% o =oroximadsmente 12% ¥
conprendiendo los ingredientes sélidos del autolisado de
levadure de aproximadamente 2% a sproximadsmente 3%, de-
biendo considerarse dichas cantidesdes por ciento sobre la
base del peso del medio, inocular dicho medio con un cul-
tivo de 2. freudenreichil, fermentar mientras se agitas
suavemente al medio y mantenerlo a un pH que se halla den-
tro del orden de sproximsdamente 6,5 a sproximadamente

7,2 ¥ 8 una temperatura Jue se haslla dentro del orden de

hav]

proximadaniente 28 a 3

m

2C durante un periodo de varios
dias pera desarrollar una zctividad sustenciel de vitemi-
na B-12, centrifuger todo el cultivo y secar lz crems de
células,

10%.- 3e reivindica, por dltimo, como objeto sobre el
que ha de receer la Patente de Invencidn gue se solicita:
TN METEDO PAL. PTCDUCIR VIT..MINA B-12 #ISICLOSICLLENTE
ACTIVA".

Toéo conforme gueda descrito en 1a presente memorisa,que

consta de diez v siete pégines escritas = wéquina,-

Madrid, 2% Junio 1955
ONSO UWuRIA

¢/1
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