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«BEMORIA DESCRIBTLVA

La presente invencidn se reficsre a un prooedimi.en-to pa—
ra producir vitaming ’“12‘.

El objeto prinoipal de esta invencién es suministrar mé-
todos para producir dicha vitamina—ciancobalamina por el e-
fa0to sintftico ds un cultivo de Actinoplanes gubtropicalig.

Como es sabidoy la vitaming 512 es egencial pare la vida
enimal y se empleg shora en forma oristalina para el trate
miento de la anemiag perniciosa en los seres humeanos, y ade-
mhs se aflade como un concentrado orudo en el glimento de los
animales, oomo un factor beneficloso para el orecimisnto de
avesy perros y cerdoSe

Esta vitamina se ha aislado desde diversas fuentes natu-

rzles tales como higado, rifiones y algunos alimentos gel mare

Se ha demostrado que ¢epas de distintos mioroorganismos, ta—

les oomo Torula, Bremotheoium, Streptomyges, Baclllus, y wyoo-
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bgoterium, tisnen ocapacidad para biosintetizar la vitaming
1312. Sin embargo, hasta ahora esta oapaqidad no ha sigo en-
contrada entre las ocepas de fotinoplanes.

Se ha visto ahora que una cepa especizl de Actinopia-
nes subtropigalig bilosintetiza, en su oepa novo, la vitami-~
na ;812, ¥y que ssta cepe tiene facultad psra ello sin necesi-
dad de aKadir una fuente de liones de cobalto al medio de oul-

tivo, ciendo fnica esta capecidad ya ¢us la vitaming o es

1
un complejo oiano-oobalto, roja, orictalina y quys fdrm:.la
empiyica puede representarse mejor por C 61-64, n 89-92,
Co/u 14, O13,~14 ¥. y se ha observado ademfs que la eitada
capaoidad biogintética solamente se demuestra bajo ciertas
condiciones de oultivo ocuyos detallss sSe gan = ontinuscidn.

Iz cepa novo ae la Agkinoplanss subiropiczlis posse tam-
bifn la capacidad biosintétics de convertir enzimiticamente
los glucbsidos—~B a cianuro, lo cuzl hace posible 1lg oonver;
sién de cobalamina a cisno—cobalamina, sin necesidad de afie
dir una fuente de iones de ciasnuro.

Iz presente invenoldn sbarca, formendo parte integrs del
procedimiento de la misma, el métogo de oconvertir lz cobalag—
mina en ciano-cobalsmina, asi como la forma de realizar di-
cha conversidn, que también serd @_esorité ahoras.

Como se ha dicho, en eztaz invencidn se emples como orge-
nismo capacitado para el efecto blosintétioco busocade, una
nueva cepa de Acghinoplaoneg subtropigalis, aislado de sedimen—
tos tomazdos del rio Ama.zonas‘, B:ta oepa, adembs de biosinte~
tizar lz vitamins 3312, poses las sigulentes caraoteristicast

Te— Corgoteristioas morfoldsions.~ wmicelio bien desarro-
1lado, sin tsbique, 0,3 a 0,7 u. en gidmetros Crece bien en

el substrato Iiero no forma un verdadero micelio abreo. Se¢ mul-
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tiplica por medio de nonidio esferico produeide al final

de conigidferos ramificados, que surgen del mioelio vege-
tativo. B1 conidio germina en las esporas movibles.

1I.- Eropiedades bioguimiocag.— A4Asxrébico, hidroliza el
almidgén, liguide 1z gelatina, orece bién en la dextrosa ge
ratatay agar nutritivo y en medio de dextrosa de asparagina.

Crece g 20-2%2 C., y produce un pigmento marrdn soluble en

todos los medios de agar.

las técnicas de cultivo en &l procedimiento objeto d: ,
esta invencidn son similares a las gue Se emplean en la pro—
duccidn de antibidticose. Se lleﬁa a cabo en recipientes alres~
dos y agitados que, preferiblemente, son de acerb inoxidable,
mejor gue de acero al carbono, pars mayor facilidad de 1im—
pisza y control dc conteminaciéne Si ce emplearan las tbcni-
cas de ocultivo en superficie habrfa que afiadir los iones de
cobalto y oianuro parz produoir esta vitamina 312. Con 1la
aeracidn y la agitscidn mecinica se tiene la venteja de mayor
eficxia y econdmia en la operacién. Letos recipientes puedsn
equiparse con camisa o0 con serpentines pzra enfriar Yy este-
rilizar el contenido ge los mismos, y tales msdios conjunta~-
dos ocon adecuzdos gparatos de oontrol, sirven pers mantener
la temperatura deseada en el medio durante la fermentacidn.
Dichos recipientes se equipan con aparatos aglitadores que en;
tran en los tanques a trevés de prensaestopas a fin de dgismi-
nuir la conteminacibn. Estos spsratos de agitacidn pueden ser
propulsores de hoja lisz o de turbina y debersn rengir gesge
uno haste 10 d.P. por oade 100 gzlones del medio.

Ius crganismos Actinoplanes gubtropic=lis tratados en es—
tos recipientes necesitan oxigeno pars su erecimiento pero 2

la vez debe estar exento de ocontaminacidn por microorgenismos.
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. Para ellc el aire que bajo presidn psnetra en los reci-
Pientes se hace pasar = través de cepas de filtro estériles,
oSpeocialuente preparadasy hechas de algoddn, czrbbén aotivo o -
}ana de oristale. E1 aire sstcril entra en los recipientes a
través de regzderas ocoloocadas directamente debajo ael agita—
dor con lo que el aire que se éleva se quiebra por el contac~
to con lasg hojas del agitador y es dispersado en pequefiags bur—
bujas. Lz regaders, segfin la invencidn, puede ser un +tubo o
blerto, 0 un anillo o tubo perforado del tipo regadera. Den-
tro de los tanques se mide el alre mediante rotfmetros, ﬁ o-
tros aparatos medidores adecuadose La cantldad de aire reque-
rida variard oon el temafio y formato del tanque y con la fase
del proceso. Sin ewbargo, el sistema hzbri ds poder rendir y
medir desde 0.1 g 2,0 volfmenss de aire por volumen del me-
dio, por niinuto.

Ssta introducoidn de sire y ol empleo de agitacidn oreen
éspuma gque es necesario deshacer y psra ello se necesitan agen-
tes 0 eparatos mecinicos despumadores. Zutre los agentes pue-
dsn emplearse como despumzdores algunos alcoholes mes altos,
tales ocomo el octadecanol, que pueden emplezrse oon aceite mi-
hergl, aceite de 6liva o0 aceite de soja, O pucsden cmplearse
emulsiones que oontengsn las silioconas.

Pora su crecimiento y biosintesis, las Actinoplanes sub-
tropioalis precisan fuentes de nitrdgeno, carbono, energfs ¥
sales mineragles.

Como fuente de ocarbono y energfs puede emplearse una gran
némero de carbohidratos, pudiendo citarse entre ellos 1g glu~
0osz, la fructosa, la sacarosa, la maltosa y el almigén. &,
esta invencidn se ha observado que no es esencial la adicidn

de ocompuestos individueles purificedos, como fuentes ds
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-energis y carbono. Sz pucde usar grano de azuodar, invertir

azuday y melazas de remolacha 0 ocafia en concentraciones des~
de 5 hasta 2% vpara un buen orecimiento, pero la cantidad

preferida para produeir vitemina B._ es d4- un 1 z un 10%.

12

Como fusnte de nitrégeno pueden emple@rme +tanto los ma—
teriales orginicos como los inorginicos. Eutre otros se han
emplesdo on esta invencidn cierto nfimero de produoctos de la
digestidn de proteinas, de soja, de granocs de oaf&, granos de
rioinc, semillas de cacshuet y algodén. lguzlmente eficaces
oomo tales fuentes hay un nfimero de ocompuestos inorginicos
que contienen nitrato y nitrdgeno de amonfaco, tales como ni-
trato de sodio y potasio, sulfato de amonio y nitrato de gmo-
nio. Bn esta invencién se haA ocbservado que los nitritos no
puegen ser utilizados por este organiesmo biosintetizador gde
la vitaming 312. Pore producirla pueden sfisdirse Puentes de
nitrégeno, ya sean orginicas o inorgénicas, oon una concenrtraci-
8n gesde un 0.5 hasta un 5.0%.

Deben hallarse prasentes nutrientes minerales que conten—
gen los elementos esencialesy potasic, magnesio, £8sforo y a~
zufre. B¢ tos pueden afladlrse como sales de metales 4lcalis ta-
lcg como sulfato o fosfato de sodio y potasio, en concentracio-
nes que osoilan entre un 0.1 y un 1.8, los elementos indioa-
dores, zino, manganeso, hierro y cobre también se necesitan y
pueden facilitarse gl afladlr al medio lzs sales de nitratos,
sulfatos o cloruros para proporcionar esos elementos indicado-
res en oonocentraclones desde wn 1.0 g un 10 ppm. parz su ore—
cimiento y produceién de vitamina B,,. Tales elementos ingica~
dores pueden omitirse cuando hgy uns zlta conceniracidn de me-
lazg de remolacha u o0tro suplenento de nutrientes orgsnicos.

Para lu produocidn de vitamina o1, le actinoplones subtro-
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cidn se ha observado que la adicidn de oobzlto 2l medio no

es neoesaria, siempre que se sustituya con unz fuente de ni-
quel., Bota necesidad de niquel se observé en el curso ge u~-
nos ensayos—rutina de los efectos de cierto nfmsro de iones
de metal sobre lz produccidn de vitzming ﬁ12' Si se excevtuan
el nigquel y el cobalto, no gse halld ningfln otro ion metilioco
gue, al afladirse sepsrademente 0 en oombinacidn, pudieran sa—
tisfacer esta nececidad. B:to s 16gico, ya gue ambos estén
en el mismo grupo periddico y poseen czsi igéntiwos pesos o
témicos, 58,94 para el cobalto y 58,69 para el niguel,

Bu el oaldo obtenido durante el orecimiento del oitado

organismo Agtinoplenes subiropiealis, y mediante tfanicas es—

‘f}-peotrofotométrioas de 1llema, se siguid la conversidén de ni-

quel a cobalto. Un descenso de la conocentracidn de niguel es
seguido por gumento paraleio en la oconcentracidn de cobaltoe.
o se conoce exactamante en gue sSe reslizs esta conversidn
pero se supone la ldea d¢ que se produce un rezjuste intra-
atémioo al afiadir un electrdn. haembs se ha observado gque es-
te gpsrente resjuste intra—atémico solamente se produce en
presencia de oélulas de creocimiento activo del referido orgz—
nismo, 'ya que no hay indlocilos de formacién de ocobalto en el
medlo sin inocular. Ecta observaocidn sugiere que hay una reac—
o0ién enzimftica ocatalizoda. lguslmente se ha visto que para
convertir el niguel en cobalto se nscesita una temperatura
ée 40 g 5020., 2si como condiciones glealinss ¥y una presidén
de zire en el tengue desde 10 usste 25 libres. & continuscidn
se desoribiri la menera d: establecer estas congiciones. La
necesidad de niquel puede ser satisfecha por la agicidn de

cuzlquier ndmero de szles solubles gde niquel, tales como
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.cloruroc o sulfato de niquel amonio, cloruro de niguel o
sulfato de niguel an concentraciones gue oscilan entre
0,50 y 25 ppme dc lon de niguele Cunocentraciones superiores

a 25 ppm. inhiben el orecimicnto de la Agtinoplanes subtro-

5 plo—zlis y la sintesis de la vitemina Bype
q Para el ocontrol del pd qurente la fermentacidn pueds he-

f,x"c‘:’grse uso de una adicién de apropiszdas combinasciones de fos-
fato sédico dibésico y fosfato poticioco monobésico, o la o
dicidn y= sea de hiardxido de amonio, hidrdxido sédico o 4

10. cldos giversosy dependiendo del pd exigido. Sin embargo, en
esta invencidén se prefiere emplesr oarbonato cileico, tanto
aomo ?yvuffer® como considerado ocomo fuente de ion de ocalcio,
ya qu; el meéio tiene una tendencia a acidificarse durante la
fermentecién y a experimenter otros ocambios por la adicidn

15. ya sea de 4aigos o de 4leoalis.

Se ha observads en esta invencidn que el pH gel medio en
la inoculacién debe estar entre 7.0 y 7'.5. Bste pH se logra
mejor por la adicibén de un 0.2 2 un 1.08 e carbonato célai-
co ¥y suficiznte hidréxido sédico vera llsvar el pH a 8‘.13-

20, Be6 antes de la esterilizzeidn. Pers 1z fase que comprende la
conversién del niquel z ocodb alto, el pH gel medio dcbe ajus-
torse a 1le5-1245, lo que te logra fhcilmente sfiadiendo hi-
dréxido sédico estéril y saturado desdge los pequefios tanques
de alimentacidn, qierotements coneotados a los tanqUes de

25. fermentaoibne De igual mznsra, al atiagir £eigo clorhigrico

concentrado, el pi ael medlo se reduos g 2.0-2.5 para provo-

car la lisis del miocelio y 1la ehtrega des la vitamina Bi2 por

las c8lules que est4n en el ocalgo,

Le Actinoplanes subtropicalis orsce o temperaturas com—

30. prendides entre los 20 y los 50RQ, i, esta invencidn se ha
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observado que parz rendgimien toe miximos de vitaminé niz s
hey que satisfacer ociertas exigenclas espeocizles de tempe-
ratura durante perfodoc espeofficos @1 prooceso. Tales e
xigencias se logr=n y mentienen introduciendo en los ser—
pentines o oamisas ds los tangues ezclas de agla calien-—
te y fria, cuyo ritmo y proporcidn se controls por valvulas
adecuadas oon dizfragma de operacién, activadas por el cotro—
dos debidaments 00loczdos. Dursznte las primeras 24 horas de
orsoimiento, durante less cuzles el orgenismo orece ripida~
mente, son adecundas temperaturas de 20 = 352C, pero en 1la
invencién se ha preferico mentensr una tempefatura de 30¢C,
Durante las 5 horas siguientes, en qu2 se produce la con-
versién de enzima oatazlizsda dsl niguel g éobalto’ las fem-
peraturas dé 4C a2 50¢0,, resultan satisfactorias, pero en
la invencidn se hz preferido emplear la de 458C. en combine-
cidn con un elevado ps y elevada prasidn ge aire an el tan-
ques Uuz vez operada esta transformaocibn se reduoe lag tem—
peratura a 26-2820,, y se maticne a este nivel gurante las
Trestantses fages ;iel PYOGESO.

- Ta conversidn de 1z ocobzlamine = cisznocobalemina se ree-
liza, por las Agtinop*aznes subtropigalis, sin afiadir ion de
ciznuro 2l medio. Se ha visto en esta invencién que éllo se
debe a la capaoidzd que tiene el citado organismo, en su oce-
Pa novo, de produeir enzimifticsmente ocisnuro de los gluodsi-
s betas Beta rezocidn tiene oomo sgentes interme diarios
dos enzimas extracelunlaress, que se ha observagdo son pr@duci-
das en el caldo, a saber, d-glucoesidesa y mandelonitrilasa,
la primera de las cuales hidroliza los B-gluodsidos, tales
como la amigdalina, sz mandelonltrito, que oS entonces enzimé—

tioamente atacade por la mandelonitrilasa rara producir
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folgo hiagrocisnico. Como fuenie de smigdslina se ha obser—.

vado en la invencidn que tanto las glmendras amargas tritu—
radas, como las hojas de plétano secas trituradas, pueden
usarse en oconocentrsciones que oscilan entre un U.0L y un
O.ldﬁ, prefiridndose la conocentracidn de C.UZE g 0,075,
Betag ooncentreciones darfn un rendimiento sufioiente de
cisznuro, de 10 =z 100 ppm., para convertir toda 1= cobalgmi-
na produoida g cianocobalaminag, sin inhibir el creoimierito
de las Actinoplanes subtyopicszlige

Le produocidn de vitemins 510 ~ciznocobalaming se mi-
did emplezngo una modificacidn dsl procedimiento d4s velora-—
0idn tur'bldimétrica, ideado por H.B. Bkeggs et al. (Jor.
Biol, Cuem. Vol. 17631459, 1948) usando MM
mapnii (ATCC A£ 4797) oomo organismo de prueba y vitamina
312 crictaling (Cobione-iizrck & Cu.) como standard. dsdian-—
t> est2 procedimisnto se observd, que si se omitfa la amig-
dalina contenicndo wmzterislas del medio, esto dabz como re—
sulta60 una notable dleminucidn en 1o proguceidn de la vi-
taming By,e Bto ce atribuyé a la falte de ién ocianuro. Zo-
to e demostrd por experiencias en les que te observd que
el efeoto de le amigdalina y del oicznuro potésico sobre la

producoidn de vitamina 5., , era idéntico.

12

I: 1dentldad gel meteriel aotivo como vitamina 8., fu &
luego establecids por sxperienciss slimenticias reszlizades
con pollitos orisdos ds huevos puestos por gallinas mante-

nides oon uns dieta deficiente en viteming 5.,. 81 suple-

12
mento d=2 esStz vitaminge peras dichas experiencias eglimenticias
fué preperado del cald producido por lss hutinoplznes sub-
ropiozlls, rico en vitamina Byos ©€Pa HOVO, gque habla si-

do filtrada, exents 4 micelis, conosntrads en vacic ¥
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rociads y secada p-ra rendlr un producto conteﬂieﬁao'ap’
proximzdamznte 40 wg. de ociancocobalamina por kilo gs sé-
lidos recuperaddSe E:t® concentrag se empled como suple-
mento en todes las distas proteinicas de vegetsles en una
proporoidn de 2.0 wicrogramos ds vitamina.blz por 100 g,
de dleta. & un enssyo tipico, los pollitos.eriados con un
suplemento de dleta consistente en oconcentraddo de vitamina
345 » Pesaron 495 g+ misntras que los glimentados sin vi-

taminz pesaron 250 g., ¥ el grupo dge pollitos alimentéaos

~oon unz rzoidn inicizl tipics pessron 41% g.

4 los fines de ilus+trar laz presente invencidn se citan
a continuscidn algunoc ejemplos de realizaocidn, bien enten—
dido que sin carzscter limitativo siné ftnicamente ilus+tra
tivo.

Bjemplo 12.- A4 5,000 galones de agua contenidos en un
tanque de fermentaoidn se afiagieron los siguientes eleanen—

tos nutritivocs:

Welazs de remolscha 10.04
Herina de cojg 2.0%
(Nﬁci-)2 80, , 0. 4%
K, HRO, o.#

3 ! +
F93§4. n20 0.0
CaCo, O. 405
¥iCi. 64,0 0.0:%
herina de hojas ge plétanc 0.0 5

B pd ce ajueté a 8.3 con hidréxide sédico y s8 este-
rilizé el medio gurante 30 winutoc z 1212C. Después de en—
friar a 3020, g5 ghgervd gque el pH era d¢ T«.5 y entonges se

inoculd el meaio oon 250 palones de inéeulo de 48 horas
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previanente preparado en un tangue generadore. La veloci—
dad del agltador se ajustd a 100 r,p.m. y el ritmo del ai-
e por vdlu.men de medlo por minuto, manteniendo el conteni-
do del tanque por debajo de 5 libras de zire a presidn. Con
intervalos de 6 horas se retiraron muestras psrsz determinar
el pH, el orecimiento, esteriligad, concentracidn de azuaar
y valoracidn de vitaming Byge

Al cabo d° 24 horas se observd que el phH sra 7.0 y el
orscimiento de las Agtinoplanes subtxopicslis, cepa move,
hebia aloanzado ozsi un mbéximun, como ingdicaron las medidas
de peso en seco d2 la mas: de micello. wo se habis verifica,;
@0 lz produccidn de vitamine By, ¥y eproximademente el 7556
del gzucar y nitrégenc iniciales, cue se afia@ieron, habfan
sido utilizagose. S= afiagid hidréxido s6dico saturado esté
ril para llever el ph a 11.8 y se aumentd lz temperatura gel
medlo a 4520, introducicndo agua oaliente en lz cemis: y los
serpentines. uc se cambid el ritmo de =irs pero su presidn en
el tanque se sumento a 25 psis AL cabo de unos minutos pugo
loosnlizarse espectrofotométricamente lz conversidn del ni-
quel g cobglto y se observéd gue se 1levd a cabo en 5 horas.
Butonces se regjustd .el pi & 7.0 cwon &cido oclorhigrioco este—
ril, se redujo la temperatura a 262C. y la presién dentro
del tanque se redujo a 5 psi. Lua '{?aloraoién turbigimétriog
pera la vitamine B5,, indicé que la sintesis de esta vitamina
se hebfa iniciad y que la produccidn habfa alcanzado un mé-
ximo an 66 horss después de la inooulacidn.

Algunos de los resulsadgs obtenidos fueron los siguien—

tes:
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fdad de 1z muectra pH Crecimicnto en  Vitamina 8 an

Hoxag . mge/ iitro . mg./ 3jitxo
- 24 7.0 0.78 0.00
29 11.8 0.80 0.00
%0 7.0 0.80 0,00
36 T3 0.84% 0.20
42 Te5 0.84 0,40
48 Te9 V.79 0.78
‘:4‘ 8.3 O. 70 1.55
60 8e5  0.63 4,10
66 8,75 V.58 4426

S¢ ajustd el pi uel ocalao a 2.5 oon Aoigo clorhidrico
gonc=ntrado y se cerrd el eirs. 41 o2bo de 3 horas esto &id

Como resultado un zumento del contenido en vitamins B del

12
caldo a 5.8 mg./litro, como resultado de la 1izis del mice-
lio y 1a levigacidn £cida de 1z vitamine 312’. By o’aldo con
pi, rico en dioha vitamina, se ajustd diocho pH a 65 y se
envié o recuperacién psra preparar la vitamina By, oristali-
na.

Ejemplo 2%.- 8e prepzrd un medio de fermentzoidn con 1z

siguiente composicidn: .

melaza de remolachs ' 3.%
Dextrosa 15.075
Horina ge grenos de café 3.‘073
b onk0, | 0.3%
ug80, o Tay0 0.2%%
FeSO4- TH,U 0,0%%
#iCls 61,0 0.007%
13:-33(55 V.80
Harins de zlmendras amargas 0.02%

y se empled en lugar dcl medio dado en &l Ejamplo 12. Bajo
idéntioas condicionss de opcracidn se produjeron e.nq65 kho-
rags 3.8 mg. de yitamina 512 por litro.

B emplo 32.- Se empled un megio ocon agua de grifo, com-

puesto por los siguientss ingredientes, en lugar de los
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spedificados en el Bjemplo 18t

melaza de remolacha 7.0
Aimigén, patata, ficme 2"5%
W80, : 2.0f
4773
5e wall 0. 5%
&0 0. 4
4
g 80,0 Tr 0 0. %
et
FeSO4. 7i‘i2U O.u5%
Z;’;Sd.i_. 7n2£) 0,004
. 0.004%
Gu304. nzO O.UO%
.w'isoé\_'- 64,0 0.01%
2
caco'ﬁj . 1.0%
Harine de hojas de plétano 0.03%%
15. Br este medio ol orecimiento de 1z Actinoplanes sub-

tropigaelis, cepa povo, es algo mas lento ¥y por consiguien-

te la conversidn gdel niguel a cobzlto no se inicig hasta 36 a

40 horzs despuds de la inooulacibn. EBu este medio se produce

1.85 mgs de vitamins :812 Por litro en 80U nhoras. ‘
20, D=ntro de lz esencielidad del invento caben ampliag mo-

difiocaociones y variaciones que podrén ser 11evadas a 0zbo

en su realizzoidn por los peritos en 1g materis sin salirse

‘por ello del espifitu ¥y alcance de 1a invenoibn.
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Hecoha la desoripoeidn gel presents invento se decla—
ran oOllo nuevas y de propis invencidn las reivindiczoio-—
nes giguientess

18.~ I ocedimiento ners prodquoir vitzmins 5. ,s O&Tac—

12
terizado porque en tsnques ge fermentacién dotados de me—
dlos de aeracién, agitecibn meohniocs, regulsoién de pre-
sibn y ritmo de zire y dispositivos de caldeo y rafrigers—
cidn, ce prepera un ocultivoe de 1o o2pa noyo del microorge—
nismo Actinoplanes gubtropioalis, ocomo elemento biosinteti—
zador de dicha vitamine, =n cuyo caldo, ademés de los in-
gredientss nescesarios vpara o1 suministro ge elementos‘ a2
crecimiento y biosintesis gel citado orzanismo, se agregan
saleg de niquel y fuentes Je amigdaline, combinzndgo las tem-
peraturzs, presiones y volfmenes de zirs introgueido, oon
frecusntes reajustes del pil el cszlgo sometido a agitaocidn
meﬁénica, hasta que el examen de musstrss asouse la méximg
rigueza del mismo en vitamins };-12 lz cual es ulteriormente
cristalizada por los medios habitucles.

28.~ Procedimiento, seglin la reivindicacidn 1%, carac-
terizzgo porgus la oconversidn as enzima catallzada del ni-
guel a cobalto se produce en unsz fase del pProceso en lg que
ye ha tenido lugar un méximo orecimiento de la aepa povo,
siendo entonces neoesario forzar la temperztura del cazlgo y
elevar al méximo la cifra del pH, =in cambiar el ritmo gel
alre, pero zumentando su presidn.

3§.- Erooedimientq, segln las reivindlicacionz=s antarig—
res, ceracterizado porque, ©i:3ndo apta la Geps QoYY del mi-

croorganismo Agiinoplanes subtropigelis pars prodquair



10.

15,

20,

enzimfticzmente cianuro de loc gluodsidos beta, una de’

“les enzimzs intermesgizs rroducidas durznte el proceso de

£ arm entaoi&n del oaldo de dicha oepa hidrolizs la smigda~-
lina convirtifncols on mandelonitrito que al ser entonces
atacada por l:z mandelonitrinésa dz lugar a la produccidn
del foido hidrocifnico necesario parz convertir, cuande
le oconcentracidn de fueates de amigdalina ss la convenien-

tey toda la cobzlamines producida a ¢isnocobalaminz, sin

inhibir el orecimiento del referido miorcorgamismo, y sin

‘que haya gc ewplearse fuente alguns complementaria de iones

de clanuro.

48,- Proceciniento, segln las reivingicaciones anterio-
reS, caracterizado porqus el pH gel cultivo durante lz fa—
se de conversifn del niquel & cobalto debe ajustasrse entre
11.5 y 12,5 elevando 1o tempersturz del medio, (us hasts en—
tonces no‘pasaba de loc 302C., hasta 4t2 0., zproximadamnenie.

 B8,- Puoceginmiento, segtin la reivingicacidn 3%, carac-

terizado porque lz oconoentrzoidn de fuente de amigdelina,

~para conseguir la conversidn de toda lgz aobzlamina en oiano—

cobzlemina, oscila entre un 0.0i y un 0,108,
68.~ Procecimiento pera producir vitamins 512.
S:gln ce gecoribe y reivindgica en 1g preSénte memorig

que consta g8 quince hojas folizdas ¥y we ceznogrzfiadas por

una sola carae o
sedridy & 5 de Julio de 1957.

JUAs ABBITG PASCUAL,

Pes ae»
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