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La p r e s e n ta  in v en ció n  se  r e f i e r e  a un p roced im ien to  pa­

ra  p ro d u cir  v ita m in a

E l o b je to  p r in o ip a l  de e s ta  in v en ció n  es s u m in is tra r  mé­

todos p a ra  p ro d u cir  dicha v itarn in a-c ian o o b a lám in a  por e l  e -  

fe o to  s in t é t i c o  de un c u lt iv o  de A ctin o n la n e s  s ü b tr o n ío a l ia .

Como e s  sa b id o , l a  v itam in a  á^g ^  e s e n c ia l  p a ra  l a  vida 

anim al y se emplea ahora en forma c r i s t a l i n a  p a ra  e l  t r a t a r  

m iento de l a  anemia p e r n ic io s a  en lo s  s e r e s  humanos, y ade­

más se  añade oorno un ooncentrado orudo en e l  alim ento  de lo s  

an im ales, oorno un f a c t o r  b e n e f ic io s o  p a ra  e l  creo im ien to  de 

av es, p e rro s  y c e rd o s .

E s ta  v ita m in a  se ha a is la d o  desde d iv e rsa s  fu e n te s  n a tu ­

r a le s  t a l e s  oorno h íg ad o , r iñ o n e s  y algunos alim entos d e l mar. 

Se h a  demostrado que cep as de d is t in to s  m icroorganism os, ta ­

l e s  oorno T o ru la . Bremotheoium, S tren tom v oes. R a o l l lu s . y Mvca-
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b a cte riu m . t ie n e n  cap acid ad  p a ra  b i o s i n t e t i z a r  l a  v itam in a  

S in  embargo, h a s ta  ahora e s ta  oapaoidad no ha sido en­

con trad a e n tre  l a s  cep as de A ctinoplaneH .

Se h a  v is to  ahora que una cepa e s p e c ia l  de A otinnpip - 

n es su b tro p j c a l i s  b i o s i n t e t i z a ,  en su cepa novo, l a  v itam i­

na y que e s ta  cepa t ie n e  fa o u lta d  para  e l lo  s in  n e c e s i­

dad de a&adir una fu e n te  de io n e s  de co b a lto  a l  medio de c u l­

t iv o ,  siendo ú n ica  e s ta  capacidad ya que l a  v ita m in a  e s  

un com plejo c ia n o -c o b a lto , r o ja ,  c r i s t a l i n a  y cuya fórm ula 

em p írica  pueda r e p re s e n ta rs e  m ejor por C 6 1 -6 4 , n  89- 92,

Co/A 1 4 , 0 1 3 ,-1 4  P .  y se  ha observado además que l a  c ita d a  

oapaoidad b i o s i n t ^ t i c a  solam ente se  dem uestra b a jo  c i e r t a s  

co n d ic io n e s  de c u lt iv o  cuyos d e ta l le s  áe dan a co n tin u a ció n .

l a  cepa novo ne l a  A o tin o p lañ es s u b tro -o ic a lis  ponan tam­

b ié n  l a  oapaoidad b i o s i n t é t i c a  de c o n v e r tir  enzim át i  cemente 

lo s  g lu o ó sid o s-B  a c ia n u ro , lo  cu a l h a ce  p o s ib le  l a  conver­

sió n  de cobalan  in a  a c ia n o -c o b a la m in a , s in  n eces id a d  de ahar 

d ir  una fu e n te  de io n e s  de c ia n u ro .

l a  p re s e n te  in v en ció n  a b a rca , formando p a r te  in te g r a  d el 

p roced im ien to  de l a  misma, e l  método de c o n v e r t ir  l a  co b a la— 

mina en c ian o —cobalam in a, a s i  como l a  form a de r e a l i z a r  di­

cha co n v e rs ió n , que tam bién s e r á  d s s o r ita  ahora*

Como se ha d ioh o , en e s ta  in v en ció n  se emplea como o rg a ­

nismo cap acitad o  p ara  e l  e fe c to  b io s in t é t io o  buscado, una 

nueva cepa de A o tin o o lan es suh tr o n ic a  l i s ,  a is la d o  de sedimen­

tos tomados d el r io  Amazonas, E s ta  cep a , además de b io s in t e -  

t i z a r  l a  v itam in a l a s  s ig u ie n te s  c a r a c t e r í s t i c a s :

1 . -  C a r a c t e r í s t i c a s  m o r fo ló g ic a s .-  m ic e lio  b i a i  d esarro ­

l la d o ,  s in  ta b iq u e , 0 ,3  a 0 ,7  u . en d iám etro . Cbeoe b ie n  en 

e l  su b stra to  pero no form a un verdadero m ic e lio  a é re o . Se muí-
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j t l p l i c a  por medio de n on id io  e s fé r ic o  producido a l  f i n a l  

de c o n id ió f  eros ra m ific a d o s , que surgen del m ic e lio  vege­

t a t i v o .  E l  con id io  germ ina en l a s  esp o ra s  m o v ib les*

1 1 . -  ^K PÁ edades b io q u ím ica s . -  A erd b ico , h id r o l lz a  e l  

alm idón, l iq u id a  la  g e la t in a ,  c r e c e  b ié n  en la  d e x tro sa  de 

p a ta ta #  a g a r  n u t r i t iv o  y en medio de d e x tro sa  de asp ar ag in a . 

C rece a 2 0 -253  C ., y produce un pigm ento marrón so lu b le  en 

todos lo s  medios de a g a r.

l a s  té c n io a s  de c u lt iv o  en e l  proced im ien to  o b je to  d i 

e s ta  in v e n ció n  son s im i la r e s  a l a s  que se  emplean en l a  pro­

ducción de a n t i b i ó t i c o s .  Se l l e v a  a cabo en r e c ip ie n t e s  a i r e a ­

dos y a g ita d o s  que, p r e fe r ib le m e n te , son de acero in o x id a b le , 

m ejor que de acero a l  carbono, p a ra  mayor f a c i l id a d  de iimr- 

p ie z a  y c o n tro l de con tam in ación . S i  se  em plearan l a s  té c n i­

c a s  de c u lt iv o  en s u p e r f i c ie  h a b r ía  que ahadir lo s  io n es de 

co b a lto  y o i  anuro p ara  p ro d u o ir e s ta  v itam in a  1 - , - .  Con l a  

a e ra c ió n  y l a  a g ita c ió n  m ecánica se  t ie n e  l a  v e n ta ja  de mayor 

e f i c a c i a  y eoondmía en la  o p e ra c ió n . E sto s r e c ip ie n te s  pueden 

eq u ip a rse  oon cam isa o con s e r p e n tin e s  p a ra  e n f r ia r  y e s te ­

r i l i z a r  e l  contenido de lo s  mismos, y t a le s  medios conjuntar- 

dos con adecuados ap aratos de o o n tro l, s irv e n  p a ra  m antener 

la  tem p eratu ra  deseada en e l  medio durante l a  fe rm e n ta c ió n . 

Dichos r e c ip ie n te s  se  equipan oon ap aratos a g ita d o re s  que en­

tra n  en lo s  tanques a tra v é s  de p re n sa e sto p a s  a f i n  de dismi­

n u ir  l a  contam inación . E sto s ap aratos de a g ita c ió n  puedan s e r  

p ro p u lso re s  de h o ja  l i s a  o de tu rb in a  y deberán re n d ir  desde 

uno h a s ta  10 E.3?. p o r  cada. 100 g a lo n es d el medio*

lo s  organism os ÁQ tin o o lan es subtróp ico-! l=t tra ta d o s  en es­

to s r e c ip ie n te s  n e c e s ita n  oxigeno p a ra  su  crec im ien to  pero a 

la  vez debe e s ta r  exento de contam inación p or m icroorganism os.
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' P a ra  e l lo  e l  a i r e  que b a jo  p re s ió n  p e n e tra  en lo s  r e c i ­

p ie n te s  se h ace  p a sa r  a tra v é s  de capas de f i l t r o  e s t é r i l e s ,  

esp e c ia lm e n te  p rep arad as) h ech as de algodón, carbón a c tiv o  o * ¡ 

la n a  de o r i s t a l .  E l  a i r e  e s t é r i l  e n tra  en lo s  r e c ip ie n te s  a 

tra v é s  de re g a d e ra s  coloca,das d irectam en te  debajo d e l a g ita ­

dor con lo  que e l a i r e  que se  e le v a  se q u ieb ra  por e l  co n tac­

to  con l a s  h o ja s  d e l a g ita d o r y es d ispersad o en pequeñas bur­

b u ja s .  La reg ad era# según l a  in v e n c ió n , puede s e r  un tubo ar- 

b i e r t o ,  o un a n i l lo  o tubo p erfo rad o  del tip o  re g a d e ra . Den­

tr o  de lo s  tan q u es se mide e l  a i r e  m ediante ro tá m e tro s , u o -  

tro s  ap ara to s m edidores adecuados. I-a can tid ad  de a i r e  reque­

r id a  v a r ia r á  oon e l  tamaño y form ato del tanque y con l a  fa s e  

d e l p ro c e s o . S in  embargo, e l  s is te m a  habrá de poder re n d ir  y 

medir desde 0 .1  a  2 .0  volúmenes de a i r e  p or volumen d el me­

d io , por m inuto.

E s ta  in tro d u c c ió n  de a i r e  y e l  empleo de a g ita c ió n  crean  

espuma que es n e c e s a r io  d eshacer y p a ra  e llo  se n e c e s ita n  agen­

t e s  o ap aratos m ecánicos despumadores. E n tre  lo s  ag e n tes pue­

den em plearse como despumador es algunos a lc o h o le s  mes a l t o s ,  

t a l e s  como e l  o o ta d e ca n o l, que pueden em plearse oon a o e i te  mi­

n e r a l ,  a c e i t e  de O liv a  o a c e i t e  de s o ja ,  o puedan em plearse 

em ulsiones que contengan l a s  s i l i c o n a s .

P a ra  su  c re c im ie n to  y b i o s i n t e s i s ,  l a s  A otin on lan e^  suh- 

t r o p io a l i s  p r e c is a n  fu e n te s  de n itr ó g e n o , carbon o , en e rg ía  y 

s a le s  m in e ra le s .

Como fu e n te  de carbono y en erg ía  puede em plearse una gran 

número de c a rb o h id ra to s , pudiendo c i t a r s e  e n tre  e l lo s  l a  g lu -  

o o sa , l a  f r u c t o s a ,  la, sa c a ro sa , l a  m alto sa  y e l  alm idón. E i 

e s t a  invenoión  se ha observado que no es e s e n c ia l  l a  a d ic ió n  

de oompuestos in d iv id u a le s  p u r i f ic a d o s , como fu e n te s  de30
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-e n erg ía  y carbono. Se puede u sa r  grano de a z ú ca r, in v e r t i r  

azuoar y m elazas de rem olacha o caña en co n ce n tra c io n e s  des­

de 5 h a s ta  25% p a ra  un buen cre c im ie n to  y pero l a  can tid ad  

p r e fe r id a  p a ra  p ro d u c ir  v itam in a es de un 1 a un 1Q%.

Como fu e n te  de n itró g e n o  pueden em plearse ta n to  lo s  ma­

t e r i a l e s  o rg án ico s como lo s  in o r g á n ic o s . E n tre  o tr o s  se  han 

empleado en e s ta  in v en ció n  c ie r t o  nómero de productos de l a  

d ig e s t ió n  de p ro te ín a s #  de so ja #  de granos de ca fé#  granos de 

r io in o ,  s e m il la s  de ca cá h u et y algodón, igualm ente e f i c a c e s  

oomo t a l e s  fu e n te s  hay un número de oompuestos in o rg á n ico s 

que co n tien en  n i t r a t o  y n itró g e n o  de amoniaco, t a le s  como n i ­

t r a to  de sod io y p o ta s io ,  s u l f a t o  de amonio y n i t r a t o  de amo­

n io .  En e s ta  in v en ció n  se ha observado que lo s  n i t r i t o s  no 

pueden s e r  u t i l iz a d o s  p o r e s te  organism o b io s in te t iz a d o r  de 

l a  v ita m in a  p r o d u c ir la  pueden a ñ a d irse  fu e n te s  de

n itró g e n o , y a  sean o rg á n ic a s  o in o r g á n ic a s , oon una co n ce n tra c i­

ón desde un 0 . 5  h a s ta  un 5 .<-^.

Deben h a l la r s e  p r e s e n te s  n u tr ie n te s  m in e ra le s  que conten­

gan lo s  elem entos es en o ía le s ,  p o t a s io ,  m agnesio, fó s fo r o  y a - 

z u fr e . E s to s  pueden a ñ a d irse  oomo s a le s  de m e ta le s  á l c a l i s  ta ­

l e s  como s u lfa to  o f o s f a t o  de sod io y p o ta s io ,  en co n ce n tra c io ­

n e s  que o s c i la n  e n tre  un 0 .1  y un l.(J^%. Los elem entos in d ic a ­

d o re s , z in c ,  manganeso, h ie r r o  y cobre tam bién se n e c e s ita n  y 

pueden f a c i l i t a r s e  a l  añ ad ir a l  medio l a s  s a le s  de n i t r a t o s ,  

s u lfa to s  o c lo ru ro s  p a ra  p ro p o rc io n a r  esos elem entos in d icad o­

r e s  en co n ce n tra c io n e s  desde un 1 .0  a un 10 ppm. p ara  su  cre ­

c im ien to  y p rod u cción  de v itam in a  B ^ ^ . T a le s  elem entos in d ic a ­

d ores pueden o m it ir s e  cuando hay una a l t a  co n ce n tra c ió n  de me­

la z a  de rem olacha u o tro  suplemento de n u tr ie n te s  o rg á n ic o s .
3 0 . P a r a  l a  produooión de v itam in a  .n.
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n i o a l i s  n e c e s ita , esen cia lm en te  d el n íq u e l .  En esta , inven­

c ió n  s e  ha observado que la  a d ic ió n  de co b a lto  a l  medio no 

es  n e c e s a r ia )  siem pre que se  s u s t itu y a  con una fu e n te  de n í­

q u e l. E s ta  n eces id a d  de n íq u e l s e  observó en e l curso de u - 

nos e n s a y o s-ru tin a  de lo s  e fe c to s  de c ie r t o  número de io n es 

de m eta l so b re  l a  prod ucción  de v itam in a  B - ^ .  S í  se exceptúan 

e l  n íq u e l y e l  c o b a lto , no se  h a l ló  ningún o tro  ion  m e tá lico  

que, a l  a ñ a d irse  separadam ente o en com binación, pudieran  sa - 

t i s f a o e r  e s ta  n e ce s id a d . Esto  es ló g ic o ,  y a  que ambos e sté n  

en e l  mismo grupo p e r ió d ic o  y p oseen  c a s i  id é n tic o s  p esos a - 

tó m ico s, 5 8 ,9 4  p ara  e l  co b alto  y 5 3 ,6 9  p ara  e l  n íq u e l .

En e l caldo obten id o  durante e l  c re c im ie n to  del o itado 

organism o A útinoulanes s u b t r o n ic a l i s . y m ediante té c n ic a s  e s -  

-*p e c tro fo to m é trio a s  de lla m a , se s ig u ió  l a  conversión  de n í ­

qu el a c o b a lto . Un descenso de l a  co n ce n tra ció n  de n íq u e l es 

seguido p o r aumento p a r a le lo  en la  co n ce n tra c ió n  de o o b a lto . 

ho se  conoce exactam ente en que se  r e a l i z a  e s ta  conversión  

pero se supone la  id e a  de que se  produoe un r e a ju s te  in t r a ­

atóm ico a l  añ ad ir un e le c t r ó n . Ademas se  h a  observado que e s­

te  ap arente r e a ju s t e  in tra -a tó m io o  solam ente se  produce en 

p re s e n c ia  de c é lu la s  de creo ím ie n to  a o tiv o  del r e fe r id o  o rg a­

nismo , ya que no hay in d io io s  de form aoión de co b a lto  en e l 

medio s in  in o c u la r . E s ta  o b se rv a ció n  su g ie re  que hay una. re a c ­

c ió n  e n z im à tica  o a ta l iz a d a . Igualm ente se  h a  v is to  que p a ra  

c o n v e r t ir  e l  n íq u e l en co b a lto  s e  n e c e s i ta  una tem p eratura 

de 40 a 50* 0. ,  a s i  como co n d ic io n es a l c a l in a s  y una p re s ió n  

de a ir e  en e l  tanque desde 10 n a s ta  25  l i b r a s .  A co n tin u ació n  

se  d e sc r ib irá , l a  manera de e s ta b le c e r  e s ta s  co n d ic io n e s . La 

n eces id a d  de n íq u e l puede s e r  s a t i s f e c h a  p or l a  a d ic ió n  de 

c u a lq u ie r  número de s a le s  s o lu b le s  de n íq u e l ,  t a l e s  como
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c lo ru ro  o s u l f a t o  de n íq u e l amonio, c lo ru ro  de n íq u e l o 

s u lfa to  de n íq u e l en co n ce n tra c io n e s  que o s c i la n  e n tre  

0,50 y 25 ppm. de io n  de n íq u e l .  C o n cen tracio n es superior-es 

a 25 ppm. in h ib en  e l  oreo im ien to  de l a  A otin op lañ es _subtro­

n í o - a l i s  y l a  s í n t e s i s  de l a  v itam in a

P a ra  e l  o o n tro l d el pR curan te l a  fe rm en tació n  puede h a- 

/ o e r s e  uso de una a d ic ió n  de aprop iad as com binaciones de fo s ­

fa to  sòd ico  d ib à s ic o  y fo s fa to  p o tá s io o  m onobásioo, o l a  ar 

d io ión  y a  se a  de h id ró x id o  de amonio, h id ró x id o  só d io i o á - 

oidos d iv e rs o s , dependiendo del pR e x ig id o . S in  embargo, en 

e s t a  in v en ció n  se p r e f i e r e  em plear oarbonato c á l c io o ,  ta n to  

oomo " b u f f e r "  como considerado como fu e n te  de io n  de o a le io ,  

ya que e l  medio t ie n e  una te n d e n c ia  a a c id i f i c a r s e  durante la  

fe rm en tació n  y a exp erim en tar o tro s  cambios por l a  a d ic ió n  

ya sea  de á c id o s o de á l c a l i s .

S e  ha observado en e s t a  in v en ció n  que e l  pR o e l  medio en 

l a  in o c u la c ió n  debe e s t a r  e n tre  7 .0  y 7 . 5.  E s te  pR s e  lo g ra  

m ejor por la. a d ic ió n  de un 0.2  a un l.C% ee carbonato c à l c i ­

co y s u f i c i e n t e  h id ró x id o  sód ico  p a ra  l l e v a r  e l  pR a 8. 3-  

8.6 an tes  de l a  e s t e r i l i z a c i ó n .  P era  la  f a s e  que comprende l a  

con v ersión  d e l n íq u e l a 00b a l t o ,  e l  pR n el medio debe a ju s ­

ta r s e  a 1 1 .5 - 1 2 .5 ,  lo  que se  lo g ra  fá c ilm e n te  añadiendo h i­

dróxido sód ico  e s t á r i l  y saturado desde lo s  pequeños tanques 

de a lim e n ta c ió n , di ero tem ente conectado s a lo s  tanques de 

fe r m a ita c ió n . De ig u a l m anera, a l  añad ir ácido c lo r h íd r ic o  

co n cen trad o , e l  pR o e l medio se  reduoe a 2 .0 - 2 .5  p a ra  provo­

c a r  l a  l i s i s  d el m ic e lio  y l a  e n tre g a  de l a  v itam in a  3 ^  por 

l a s  o c lu ía s  que están  en e l  c a ld o .

^  <añ5S .SU&trO.R Í 1 í ,s . o re ce  a tem peraturas com­

p ren d id as e n tre  lo s  20 y lo s  5 0 * 0 . En e s ta  in v en ció n  se  ha
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observado que p ara  rend im ientos máximos de v ita m in a  B^g , 

hay que s a t i s f a o e r  c i e r t a s  e x ig e n c ia s  e s p e c ia le s  de tempe­

r a tu r a  durante p erio d o s e s p e c íf ic o s  del p ro c e s o . T a le s  e— 

x ig e n o ia s  se  lo g ran  y m antienen in tro d u cien d o  en lo s  s e r ­

p e n tin e s  o cam isas de lo s  tanques m ezclas de agua o a lie n ­

te  y f r í a ,  cuyo ritm o y p ro p o rc ió n  se  o o n tro la  por v á lv u la s  

adecuadas con diafragm a de o p e ra c ió n , a c tiv a d a s  por e le c tr o ­

dos debidamente co lo o ad o s. Durante l a s  p rim eras 24 h o ras de 

c r e c im ie n to , durante la s  cu ales e l  organism o c r e c e  ráp id a­

m ente, son adecuadas tem p eraturas de 20 a 3 5̂ 0, pero en l a  

in v en ció n  se ha p r e fe r id o  m antener una tem p eratura de 3 0 3 0 . 

Durante l a s  5 h o ra s  s ig u ie n te s ,  en que s e  produce l a  con­

v e rs ió n  de enzima o a ta l is a d a  del n íq u e l a c o b a lto , la s  tem­

p e ra tu ra s  do 40 a 5 0 3 0 . ,  r e s u lta n  s a t i s f a c t o r i a s ,  pero en 

l a  in v en ció n  s e  ha p r e fe r id o  emplear l a  de 45^0.  en combina­

ción  con un elevado ph y elev ad a p re s ió n  de a i r e  en e l  tan­

que. Una vez operada e s ta  tra n sfo rm a ció n  se reduce l a  tem­

p e ra tu ra  a 2 6 -2 8 3 0 .,  y se m en tirn e a e s te  n iv e l  durante la s  

r e s ta n t e s  fa s e s  del p ro c e s o .

La co n v ersió n  de l a  oobalam ina a c ia n o cobalam ina se re a ­

l i z a ,  por l a s  ÁctinoD^ anes s u b t r o n ic a l i s . s in  añ ad ir  ion  de 

c ian u ro  a l  m edio. Se ha v is to  en e s ta  in v en ció n  que e l lo  se 

debe a l a  cap acid ad  que t ie n e  e l  c itad o  organism o, en su *ce ­

pa n aga, de p ro d u cir  enzim àticam ente cian uro  de lo s  g lu c ó s i­

dos b e ta .  E s ta  reao o ió n  t ie n e  como ag en tes in  terme d ia r io s  

dos enzim as e x t r a c e lu la r e s ,  que se  ha observado son prCLduoi- 

das en e l  c a ld o , a s a b e r , B -g lu c o s íd a s a  y m a n d e lo n itr ila s a , 

l a  p rim era  de l a s  c u a le s  h iá r o l iz a  lo s  B -g lu c ó s id o s , t a l e s  

como l a  am ig d alin a , a m a n d elo n itri t o ,  que es entonces enzimà­

ticam en te  a ta ca d a  por l a  m a n d e lo n itr ila s a  p ara  p ro d u cir
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.ácido h id r o c iá n io o . Como fu e n te  de am igdalina se  h a  o b ser­

vado en l a  in v en ció n  que tan to  la s  alm endras amargas t r i t u ­

ra d a s , como l a s  h o ja s  de p lá ta n o  s e c a s  t r i t u r a d a s ,  pueden 

u sa rse  en oonoentraoiones que o s c i la n  e n tre  un U.Oi y un 

0. 1C%, p r e f ir ié n d o s e  l a  co n ce n tra ció n  de O.U2 5 a 0. 075%. 

S e t a s  c o n ce n tra c io n e s  darán un rend im iento  s u f io ie n te  de 

c ia n u ro , de 10 a 100 ppm., p a ra  c o n v e r t ir  -teda l a  cobalam i­

n a  p rod u cid a a ciano cob a l  amina, s in  in h ib i r  e l  crecim ien to  

de l a s  AojjnQ.pl.anes s u b t r o p io a l is .

la. produoción de v itam in a  -  ciano oob alam ina se  mi­

dió empleando una m o d ifica c ió n  del p roced im iento  de v a lo ra ­

c ió n  tu r b id im é tr ic a , ideado por H.R. Ekeggs e t  a l .  (¿ o r . 

B i o l .  &iem. V o l. 1 7 6 *1 4 5 9 , 1948) usando L a o to b a o illu s  le io h -  

mfjpn^i (ATCC / /  4797) como organism o de prueba y v ita m in a  

^12 ^ á s t a l l n a  (Cobione-M ?rok & Cu.) como stan d ard , median­

te  e s te  p roced im ien to  se o b serv ó , que s i  se o m it ía  l a  amig- 

d a lin a  conteniendo m a te r ia le s  del m edio, e s to  daba como r e ­

su ltad o  una. n o ta b le  dism inución en l a  prod ucción  de l a  v i­

tamina ^ 12 * se a trib u y ó  a  l a  f a l t a  de ión  c ia n u ro . 3 s -

to se  demostró p or e x p e r ie n c ia s  en l a s  que s e  observó que 

e l  e fe c to  de l a  am igdalina y del c ian u ro  p o tá s ic o  so b re  l a  

produooión de v itam in a  B^g * era id é n t ic o .

la  id e n tid a d  del m a te r ia l  ao tiv o  como v itam in a B-,- fu á  

luego e s ta b le c id a  p or e x p e r ie n c ia s  a l im e n tic ia s  r e a liz a d a s  

con p o l l i t o s  c r ia d o s  de huevos puestos; por g a l l in a s  mante­

n id a s  con una, d ieta , d e f ic ie n t e  en v ita m in a  B ^ .  su p le ­

mento de e s ta  v itam in a  p a ra  c io h a s  e x p e r ie n c ia s  a l im e n tic ia s  

fu ó preparado del caldo producido p or la s  Á c tin o p lsn.es sub- 

? r ic o  en v ita m in a  B-^g, cepa novo, que h a b ía  s i ­

do f i l t r a d a ,  exen ta  d m ic e l io ,  concentrada en vacio  y
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ro c ia d a  y secad a  P- ra re n d ir  un producto conteniendo gr 

proximadamente 40 mg. de cian oco balam in a por k i lo  de só­

lid o s  recu p erad o s. Eete concentrado se  empleó como su p le ­

mento en todas l a s  d is ta s  p r o te in ic a s  de v e g e ta le s  en una 

p ro p o rció n  de 2.0 miorogramos de v itam in a  por 100 g . 

de d ie t a ,  En un ensayo t í p i c o ,  lo s  p o l l i t o s  .c ria d o s con un 

suplemento de d ie ta  c o n s is te n te  en concentrado de v itam in a 

y p esaro n  4 9 5  g . , m ie n tra s  que lo s  alim entados s in  v i­

tam ina p esaron  250 g . , y e l grupo de p o l l i t o s  a l im e n ta o s  

oon una r a c ió n  i n i c i a l  t í p i c a  p esaron  415 g .

A lo s  f in e s  de i l u s t r a r  l a  p r e s e n te  in v en ció n  se c i ta n  

a co n tin u a ció n  algunos e j ampios de r e a l iz a c ió n ,  b ie n  enten­

dido que s in  c a r á c te r  l im i t a t iv o  s in ó  únicam ente i lu & tr a -

t iv o .

HA&RtplrQ A 5 .0 0 0  g alon es de agua contenidos en un

tanque de ferm en tació n  se añadieron lo s  s ig u ie n te s  elemen­

to s n u t r i t iv o s :

Melaza de remol a. cha 10.0%

H arina de s o ja 2.0%

3C-.4 0.4%
EgHEO^ 0 . #
ARgSÔ . RgO 0.25%
FeSO^. RgO 0 . 02%
CaOÔ . 0.40%

R i d .  6h,jj 2 0 . 01%

h a r in a de h o ja s de p lá ta n o 0.055%
El pii s ^ a ju s tó a 8 .3  con h id ró x id o sódico y se

r i l i z ó  e l  medio durante 30 minutos a 121^ 0. Después de en­

f r i a r  a 3 0 a o .  se  observó que e l  pR e r a  de 7 .5  y entonces se 

in o cu ló  e l  medio con 250 g a lon es de inópulo de 4-8 h o ras
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previam ente preparado en un tanque g en erad o r, l a  v e lo c i­

dad d el a g ita d o r se a ju s tó  a 100 r .p .m . y e l  ritm o d el a i­

r e  p or volumen de medio por m inuto, manteniendo e l  co n ten i­

do del tanque p or debajo de 5 l i b r a s  de a i r e  a p r e s ió n . Con 

in te r v a lo s  de 6 h oras se  r e t i r a r o n  m u estras p a ra  determ inar 

e l  pR, e l  o ra c im ie n to , e s t e r i l id a d ,  co n ce n tra c ió n  de azúcar 

y v a lo ra c ió n  de v itam in a

Al cabo de 24 horas se  observó que e l  ph e r a  7 .0  y e l 

c re c im ie n to  de l a s  A o tin o o la n e s  su b -h ro u ica lis , cepa novo. 

había, alcanzado o a s i  un máximun, como in d ica ro n  la s  medidas 

de peso en seco de la  masa de m io e lio . ^o s e  h a b ía  v e r i f i c a ­

do l a  produoción de v itam in a  B^g y? aproximadamente e l  75% 

a e l azuoar y n itró g e n o  i n i c i a l e s ,  que se añ ad iero n , habían  

sido u t i l i z a d o s .  Se añadió h id ró x id o  sódioo saturado e s té ­

r i l  p a ra  l l e v a r  e l  pR a 1 1 .8  y se  aumentó l a  tem p eratura del 

medio a 4 5 ^ 0 , in trod u cien d o  agua o a l ie n te  en la  camis..: y lo s  

s e r p e n t in e s , no se  cambió e l  ritm o de a i r e  pero su p re s ió n  en 

e l  tanque se aumento a  25 p s i .  Al cabo de unos minutos pudo 

lo o a l iz a r s e  esp eo tro fo to m étrica m e n te  la. con v ersión  d e l n í ­

quel a co b a lto  y se  observó que se  l le v ó  a oabo en 5 h o ra s . 

Entonces se r e a ju s tó  e l  pR a 7 .0  con áoido c lo r h íd r ic o  e s té ­

r i l ,  se  red u jo  l a  tem p eratu ra  a 262 g. y 3̂  p re s ió n  dentro 

d el tanque se red u jo  a 5 p s i .  bna v a lo ra o ió n  tu r b iá im é tr io a  

p a ra  l a  v ita m in a  B^g in d ic ó  Q^e l a  s í n t e s i s  de e s ta  v itam in a  

se  h ab ía  in ic ia d o  y que l a  prod ucción  h a b ía  alcanzado un má­

ximo en 66 h o ras después de l a  in o c u la c ió n .

Algunos de lo s  r e s u lta d o s  o b ten id o s fu eron  lo s  s ig u ie n ­

t e s :
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E-dad de la  
—------S a r a s

m uestra pH C reoim iento en 
m g./ l i t r o  ,

Vitamina. B en 
m a./ l i t r o

24 7 .0 0 . 7s 0 .0 0
29 1 1 .8 0 .8 0 0 .0 0
30 7 .0 0 .8 0 0 .0 0
36 7 .3 0 .8 4 0 .2 0
42 7 .5 0 .8 4 Q .40
48 7 .9 0 .7 9 0 .7 8
54 8.3 0 .7 0 1 .5 360 8.5 0 .6 3 4 .1 0
66 8 .7 5 0 .5 8 4+26

Se a ju s tó  e l  pn nel oaldo a 2 .5  oon ácido c lo r h íd r ic o

concentrado y se c e rró  e l  a i r e .  Al cabo de 3 h o ra s  e s to  á ió  

como re s u lta d o  un aumento d e l contenido en v itam in a  B ^  del 

caldo a 5 .8  m g . / l i t r o ,  como re s u lta d o  de l a  l i s i s  del m ioe- 

3-io y l a  le v ig a c ió n  à c id a  de la  v ita m in a  Ej- caldo oon

p h , r io o  en dioha v ita m in a , se a ju s tó  dioho pH a 6 .5  y se 

envió a recu p e ra c ió n  p a ra  p re p a ra r  l a  v ita m in a  B ^  c r i s t a l i ­

n a .

Scempio .2 ^ * - Se p rep aró  un medio de ferm en tació n  con l a  

s ig u ie n te  com posición: .

m elaza de rem olaoha 5.0%

D extro sa 5.0%

H arina de granos de c a fé 3.0%

0. 3%

^gSO^_.  7HgO 0.25%

FeSO^. 7HgO 0,02%

Bu.Cl* 6ng0 0.007%

CaOÔ 0.80%

H arina de almendras amargas 0.025%

y se  em p l^  en lu g a r  d d  medio dado en e l  Ejem plo 1&. B a jo  

id é n t ic a s  co n d ic io n es  de o p e ra ció n  se p ro d u jero n  en 65  ho­

r a s  3 -8  mg. de v itam in a  B ^  por l i t r o .

Eienmlo 52 . -  Se empleó un medio con agua de g r i f o ,  com­

p u esto  por lo s  s ig u ie n te s  in g r e d ie n te s , en lu g a r  de lo s
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e s p e d ific a d o s  en e l  Ejem plo 1 6 :

m elaza de rem olacha 7.0%

Almidón, p a t a t a ,  ñame 2.3%

is ii n 0 ., 4 ) 2.0%

haCi 0.5%

A-hFO2 4 0.4%

7n2& 0 . s%

FeSO^. 7ügO 0.05%

ZuSO^. 7ngO 0.003%

janSO^* 4hgO 0.004%

OuSO^. 0.002%

NiSO^. 6h J32
0.01%

CaCO,0 1.0%

h a r in a de h o ia s  de p lá ta n o 0 . 0 3 #

Ri e s te  medio e l  c re c im ie n to  de l a

.t?Q.P.i.aaliSy oeos novo, e s  algo mas le n to  y p o r con sigu ien ­

t e  la  con v ersión  d e l n íq u e l a co b a lto  no se  in ic ia ,  h a s ta  36 a 

40 h o ras después de l a  in o c u la c ió n . Bu e s te  medio s e  produce 

1 .8 5  mg. de v itam in a  B ^  por l i t r o  en 80 h o ra s .

Dentro de l a  e s e n c ia lid a d  d el in ven to  cahen am plias mo­

d if ic a c io n e s  y v a r ia o io n e s  que podrán s e r  l le v a d a s  a cabo 

en su r e a l iz a c ió n  por lo s  p e r i to s  en l a  m a te r ia  s in  s a l i r s e  

p o r e l lo  d e l e s p í r i t u  y a lc a n c e  de l a  in v en o ió n .
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H^oha l a  d eso rip o ió n  del p re s e n te  in ven to  s e  deolar- 

rsn  como nuevas y de p ro p ia  in v en ció n  la s  r e iv in d ic a c io ­

n es s ig u ie n te s :

3? oced im ien to  para p ro d u cir  v itam in a  ° s r a o -

5 . te r iz a d o  porque en tanqu es de ferm en tació n  dotados de me­

dios de a e ra c ió n , a g ita c ió n  m ecán ica , re g u la c ió n  de pre­

sió n  y ritm o de a i r e  y d is p o s it iv o s  de caldeo y r e f r ig e r a ­

c ió n , se  p re p a ra  un c u lt iv o  de la  oepa novo d el mioroorga^- 

nismo A&i ÍHOR,1 ah s  s ^úb trou io a .l i  ̂  oomo el emento d io s i n t e t i -  

-1-0* zador de d icha v ita m in a , en cuyo o a ld o , además de lo s  in ­

g re d ie n te s  n e c e s a r io s  p a ra  e l  su m in istro  de elem entos de 

c re c im ie n to  y b i o s í n t e s i s  del c ita d o  organism o, se  agregan 

s a le s  de n íq u e l y fu e n te s  de am ig d alin a , combinando l a s  tem­

p e r a tu r a s , p r e s io n e s  y volúmenes de a i r e  in tro d u c id o , con 

15* f r e c u e n te s  r e a ju s t e s  del ph c o l caldo som etido a a g ita c ió n

m ecán ica , h a s ta  que e l  examen de m u estras aouse l a  máxima 

r iq u e z a  del mismo en v itam in a  l a  cu al es u lte r io rm e n te  

o r i s t a ü z a d a  por lo s  medios h a b itu a le s .

2& .- P ro ce d im ie n to , según l a  r e iv in d ic a c ió n  1&, o a ra c - 

2 0 . te r is a d o  porque l a  co n v ersió n  de enzima c a ta l iz a d a  d e l n í ­

q u el a co b a lto  se  produce en una fa se  del p ro ceso  a i  l a  que 

y a  h a ten ido lu g a r  un máximo crecim ien to  de l a  cepa novo. 

siendo entonces n e c e s a r io  fo r z a r  l a  tem p eratura del caldo y 

e le v a r  a l  máximo l a  c i f r a  del p h , s in  cam biar e l  ritm o del 

2 5 . a i r e ,  pero aumentando su p r e s ió n .

3 3 . -  P ro ced im ien to , según la s  r e iv in d ic a c io n e s  a n te r io ­

r e s ,  c a ra c te r iz a d o  p orqu e, siendo ap ta  l a  oepa novo a e l  mi­

croorganism o A o tin o p lañ es s u b t r o c íc a l i s  p ara  p ro d u c ir
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anzim áticam ente cianuro de lo s  g lu có sid o s  b e t a ,  una de" 

la s  enzim as in te rm e d ia s  p rod u cid as durante e l  p roceso  de 

ferm en tació n  d el oaldo de d icha o e p a h id r o l iz a  l a  amigda— 

l i n a  c o n v ir t ié n d o la  en m a n d e lo n itr ito  que a l  s e r  en tonces 

a ta ca d a  por l a  m a n d e lo n itr ila s a  da lu g a r  a l a  producción 

del ácido h id r o c iá n ic o  n e c e s a r io  p a ra  o o n v e r t ir , cuando 

l a  ooncantraoión  de fu e n te s  de am igdalina es l a  convenien­

t e ,  toda l a  oobalam ina p rod u cid a a cian o o o b alam in a , s in  

in h ib ir  e l  c re c im ie n to  d e l r e fe r id o  m icroorgam ism o, y s in  

que haya ¿e em plearse fu e n te  alguna oonplem entaria de io n e s  

de c ia n u ro .

4 & .-  P ro ce d im ie n to , según la s  r e iv in d ic a c io n e s  a n te r io ­

r e s ,  c a ra c te r iz a d o  porque e l  ph c a l  c u lt iv o  durante l a  fa ­

se de con versión  del n íq u e l a co b a lto  debe a ju s ta r s e  en tre  

11 *5  y 1 2 -5  elevando l a  tem peratura del m edio, que h a s ta  en­

to n ces no p asaba de lo s  302 C ., h a s ta  4 5 ^ 0 . ,  aproximadamente.

5 3 . -  P ro ce d im ie n to , según l a  r e iv in d ic a c ió n  3 ^ , ca ra c­

te r iz a d o  porque l a  co n ce n tra ció n  de fu e n te  de am igdalina, 

p a ra  conseguir l a  con v ersión  de tod a l a  oobalam ina en cian o­

oobalam ina, o s c i l a  e n tre  un 0 .0 1  y un 0. 1 ^%.

6 & .-  P roced im ien to  p a ra  p ro d u cir  v itam in a

Según se  d e scr ib e  y r e iv in d ic a  en l a  p re s e n te  memoria 

que c o n sta  de q u in ce  h o ja s  f o l ia d a s  y m ecan og rafiad as por 

una s o la  c a r a .

M adrid, a 5 de ¿ a l io  de 1 9 5 7 .

JüAm A B Slló  PASCUAL, 

p . a .

t-
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