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MEMORIA IESCRIPTIVA
para solicitar
en
EsPafa
ler. CERTIFICADO DE ADICION
& nombre de THE DISTILIERS COMPANY LIMITED, entided britenioca,
establecida en 12, Torphichen Street, Edimburgo, Escocia, por:

YWMEJORAS INTRODUCIDAS EN EL OBJETO DE LA PATENTE FRIECIPAL®
Nim., 242.240, solicitada el 3 de Junio de 1.958, por: "“Un pro-

-

cedimiento para la produccidn de cobsleminas",

-~

Le presente invencién se refiere & un procedimiento per-
feecionado para ].a. produccifn de cobalaminas. |

Por la denominacidn “cobalaminas® se slude al compuesto
clanocobelamine (vitamina B;_z) y oompue;tos endlogos gue se
convierten en cianocobalamine por la accidn de iones cianuro,
por ejemplo, hidroxocobalemina (vitamings Blab)‘

Es sabido que tales compueatos pueden obtenerse por la
fermenta;cié'n de un medio nutriente adecuado por microorganis

mos, por ejemplo especies de los géneros Streptomyces y Propio-

nibacterium.
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. En nuestra solicitud numero 242 240, se describe y rél-
vindica un procedimiento discontinuo mejoredo para la produc-
cidn de cobalaminas, segin el cual se fermenta un medio nutrien-
te adecuado con una capa productora de cobalemina de Propionibac-
terium bajo condiciones sustancislmente anaerobicas durante la
primera parte del periodo de fermentacion y, posteriormente, el
medio de fermentacidn se pone en contacto con ox{geno durante

el resto del periodo de fermentacidn. Por este procedimiento se
obtienen rendimientos elevados de cobalaminas,

Es un objeto de la presente invencidn proporciomar un pro-
cedimiento continuo para la producoién de cobalamines gque es una
modificacidn de la invencidn reivindicada y descrita en la soli-
citud mencionada anteriormente.

De acuerdo con esto, la presente invencidn es un proced i-
miento continuo para la produccidn de cobalaminas Que comprende
fermentar un volumen de un medio nutriente 1fquido adecuado ba-
jo condiciones sustancialmente anaerobias con una especie pro-

@uctora de cobalamine del género Propionibacterium en una pri-

mera zona y mientras se agregan nuirientes e esta gona hacer pa-
sar medio que contiene células desde la primers zona a una segun-
da zona, a una velocidad tal gque se mantenga la concentracidén

de células y el volumen de medio en la primera zona précticamen
te constante; poner en contacto el medic gue contiene células
en la segunde zona con ox{geno mientras se retira medio que con
tiene cobalaminas, de la segunda zona, a una velocidad tal que
se mantenga la concentracidn de oélulas y el volumen de medio

en la segunda zona précticamente constante, y posteriormente,
concentrar o0 recuperar las cobalaminas contenidas en el medio
que contiene células retirado de la segunda zona.

Por la expresidn ™un medio nutriente lfgquido adecuado® se

-~ -~
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.entiende un medio nutriente liquido que soportaré el desarro.

1llo de la especie productora de cobalamina, de Propionibacte-

rium y la produccidn de cobalaminas por el organismo. Un medio
de esta Indole tiene que contener, ademis de nitrogeno y carbo-
no asimlilables, una fuente de cobalto asimilable, puesto gque
las cobalaminas contienen este elemento, Una fuente de cobal-
to asimilable debe afiadirse, por tanto, al medio de fermenta-
c¢idn, si la cantidad contenida en los otros congtituyentes del
medio es insuficiente. Son fuentes adecuadas de cobalto las
sales inorgénicas acuosolubles de cobalto, por ejemplo, el
cloruro o el nitrato. Pueden afiadirse al medio nutriente para
proporcionar una concentracidn de cobalto en el medio, por e-
jemplo entre los lfmites de 2,5 a 5 partes, aproximadamente,
por milldn de partes del medio.

Se ha encontrado que son medios particularmente adecuva-
dos para el procedimiento de la presente invencidn los que con-
tienen liquido de maceracidn del malz como fuente de nitroge-
no en una concentracidn mayor de 140 ng., aproximadamente, de
nitrdgeno, por 100 mililitros de medio, y glucosa o lactosa en
una concentracidn superior a 5 % en peso, aproximadamente, por
volumen, como fuente de earbono.

328 preferible que la concentracién de l{quido de macera-
cién del maeiz en el medio sea tal que proporcione una concen-
tracién comprendida entre los Limites de 200 a 400 miligramos,
aproximadamente, de nitrogeno, por 100 mililitros de medio, y
que la concentracidn de glucosa o lactosa esté entre los L{mi-
tes de 8 a 12 gramos, aproximedamente, por 100 milllitros del
medio.

Ademds del nitrogeno afiadido como lfguido de maceracidn

del malz, puede haber presentes otras fuentes de nitrogeno. Por
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ejemplo, se ha encontrado conveniente controlar el valor del pH
del medio durante el proceso, por medio de adiciones de amonla-
co, preferiblemente en forma de una solucion acuosa.

Cuando se utiliza glucosa como fuente carbonada, se aflade
esta preferiblemente al medio de fermentecidn como tal, pero, si
s9fesea, puede afiadirse en otra forma cualquieraj por ejemplo,
como saca&rosa. Pero, si este material se utiliza, puede ser ne-
cesario invertirlo ajustando el pH dél medio y calentando, o0 bien
por accidn enzfimica antes de que la glucosa contenida en la saca-
ross eaté disponible para el organismo. Hay que afiadir suficien-
te cantidad del material para proporcionar glucosa en una concen-—
tracidn de, por lo menos, 5 gramos por 100 mililitros del medio,
Yy preferiblemente en una concentracidn de 8 a 12 gramos por 100
mililitros de medio.

Puede afladirse tambien lactosa en cualquier forma, con
tal Que el carbohldrato sea asimilable por el organismo.

Es conveniente que la fuente de carvono se esterilice por
separado, puesto que el calentamiento de carbohidratos en presen-
cla de los otros constituyentes del medio tiende a originar un
medio que da menores rendimientos que otro en el cual el carbo-
hidrato se esterilice por separado y se afiada luego asepticamente
e los otros constituyentes esterilizados del medio.

El procedimiento de la presente invencidn se realiza pre-
feriblemente a unos 30f C. en cada zona, sungue, s8i se desea,
pueden usarse temperaturas menores o mayores, tales como las
comprendidas entre los limites aproximados de 25 a 35¢ C.

El pH del medio durante el proceso se mantiene preferible-
mente alrededor de 7 en ambas zonas. S5e¢ ha encontrado gque el mo-
do mds adecuado de lograr esto es afiadir al medio amoniaco acuo-

80 segun se necesita. Egto puede hacerse mediante adiciones con-
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tinuas o intermitentes, segun se desee.
Por la expresidn "™una especie productora de cobalamina
del género Propionibacterium" se entiende una especie o cepa

-

del organismo que puede producir por lo menos dos microgramos,

aproximadamente, de cobalaminag (segﬁn ge determina por Oechro-

monas malhamensis) por mililitro de medio cuendo se desarrolla

bajo condiciones de fermentacidm favorsbles, por ejemplo una
fermentacidn discontinua en el medio descrito arriba y bajo
condiciones microaerobias durante toda la fermentacidn.

Son especlies de Propilonibacterium que se han encontrado
partioularmente convenientes peara uso en el presente procedimien

%o, Propionibacterium freudenreichii, P. shermanii y P. teclni-

cum, puesto gue producen rendimientos elevados de cobalaminas,

Tgubien se ha encontrado que es adecuado Propionibacterium inter-

medium, aunque este organismo puede dar rendiumientos algo meno-
res,

La primera zona del procedimiento estd constituida conve-
nientemente por una vasija de fermentacidn en la cual, cuando
se comienza el proceso, el organismo productor de cobalamina
gseleccionado del género Proplonibacterium se deja desarrollar
en un volumen de medio nutriente bajo condiciones anserobias,
con le adieidn de nutr ientes y 1fquido controlador del pH, hasg-
ta que 8e consigue el volumen de medio deseado en la vasija.
Luego se transfieren continuamente el medio gue contiene célu-
las desde la vasija a la zona segunda, mientras se continua la
adicidn de nutrientes a la vasija.

Pueden conseguirse condieciones enaerobiaes en el medio
de fermentacidn en la primera zona del proceso, bien sea hacien
do pasar un gés no oxidante, por ejemplo, nitrogeno o dioxido

de carvbono, a través del medio y/o manteniendo una atmosfera
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.de uno de estos8 gases encims del medio. En estas condlcioneé,
puede agitarse el medio sin peligro de introduccidn de oxigeno
en el mismo. Alternativamente, puede mantenerse el medio bajo
una atmosfera Que contenga oxigeno, sin agitar, o con agitacién
ninima, dnicamente para minimizar el arrastre de ox{geno al me-
dio, Este dltimo método puede ser particularmente adecuadc, una
vez que ha comenzado la fermentacidn, puesto que generalmente
se produce dioxido de carbono por el orgenismo y contribuye a
mantener condiciones anmerobias en el medio.

El método preferido consiste en hacer pasar un gés no
oxldante, tAl como nitrogeno o dioxido de carbono, a través del
medio, y mantener una atmosfera del mismo gds por encima del
medio durante todo el proceso,

Mientras la fermantacidn en laiprimera zona esta conti-
nuando bajo condiciones prdcticamente enmerobias, se afiaden nu-
trientes asepticamente, y preferiblemente de modo continuo al
medio en esta zons, para mantener la concentracion de nutrien—
tes.

Los nutrientes afiadidos, que comprenden fuentes de nitro-
geno, carbono y cobalto, pueden afisdirse por separado, si se dew
sea; pero, es preferible, para nayor facilidad operatoria, afige
dir estas fuentes en forma de una mezcla que tenga la composicidn
del medio nutriente antes de la fermentacidn; por ejemplo, en
forma de una mezcla que contenga l{quido de mmcerzcidn del maiz
en una concentracidn comprendida entre 200 y 400 miligramos de
nitrogeno por 100 mililitros; glucosa o0 lactosa en una concentra-
cidn comprendida entre 8 y 12 gramos de cerbohidrato por 100 mi-
lilitros; y cobalto en una concentrac idn comprendida entre los
limitesraproximados de 2,75 a 5 partes por millén de partes de

le mezcla.
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. La velocidad con gue se hacen pasar los nutrientes a la
primers zona del proceso se regula en parte por el volumen desea-
do de produccién de células y medio a partir del proceso Yy, por
el contenido de cobalamina deseado de las célules y medio asi
producido. Pero naturalmente, es fundamental que la velocidad

de introduccion de nutrientes 1l{quidos en el proceso no pase

de la "velocidad de lavedo" del organismo; es decir, la canti-
dad de 1{quido aplicada no debe mantenerse en una velocidad tal
que la concentracidn de células en el proceso continue disminue
yendo, aungue la velocidad de adicidn de nutrientes puede variar-
se temporalmente durante la fermentacidn de tal maners gque Ori~
gine un incremento o disminucidn temporales en la concentracidn
de células en las vasijas.

La velocidad con que se introducen los nutrientes en la
zona se regula tambien en parte por las condiclones de la fer-
mentacidns por ejemplo, temperatura, pH, tipo de medio, cepa o
especies de organismo; puesto que estas condiciones controlan
la velocidad de desarrollo del organismo., Puede seleccionarse
una velocidad conveniente de carga de nutriente por una perso-
na experta en esta técnica, que mentendrs una produccidn de cé-
lulas y caldo fermentado que contenga la cantidad de cobalami-
nas deseadas dentro de la produccidn wéxima de cobalsminas por
el organismo Que Se use eun cada caso partiocular, bajo las con-
dieiones particulares de fermentacidn. |

La velocidad de transferencia del medio que contiene cé-
lules, desde la primera gona a la segunda, depende de la velo-
cidad de adicidn de nutrientes a la primera zona, y se ajusta
de tal manera gue el volumen de medio y la concentracidn de cé-
lulas en la primera zona se mantenga en un nivel précticamente

constante cu&ndo el proceso estd en un estado de equilibrio, es
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decir, la velocidad de transferenciea se iguala con la vei&oidad
de adicidn de nutrientes y adiciones controladoras de pH a la
primera zona.

la gegunda zona del proceso estd constituida conveniente-
mente por una vésija de fermentacidn en la cual, cuando se ini-
cia el proceso, se transfiere medio Que contiene celulas proce-
dente de la primera zona, hasta que hay presente el volumen desea
do para proporcionar el tiempo de retencidn promedio necesario
pare las células en la segunda zona. Este puede ser igual al tiem
po de reteucidn dan la primera zona, 0 puede ser diferente. Cuan-
do se alcanza este volumen, se retira continuamente medio gue
contiene edlulas y se pasa a una zone de recuperacidn, bien sea
para la preparacidn de cobalaminas puras o para la eveporacidn
del medio, para proporcionar concentrados crudos de las cobala~-
minas.

La velocidad de remocidn del medio que contiene célules
desde la segunda zona depende en parte de la velocidad de trans-
ferencia de medio que contiene células desde la primera zona, y
de la velocidad de adicifn de nutriente y/o 1fquido controlador
del pH a la segunda zona. La velocidad de remocidn se ajusta pa-
ra mantener una concentracidn précticamente constante de eélulas
y un volumen de medio en la segunda zona del proceso.

Pueden afiadirse nutrientes a la segunda zona de un modo
andlogo & las adiciones & la primera zona, junto con un liquido
ocontrolador del DPH; por ejemplo, amoniaco acuoso. No obstante,
pueden afiadirse nutrientes & la primera zona en concentracion
tal que se paBen nutrientes no fermentados suficientes a la se-
gunda zons para que sea lnnecesaria une nueva adicidn ée nutrien-
tea a esta zona,

BEl medio fermantado se pone en contacto con oxigeno en la

—8-
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segunde zona del proceso.para obtener rendimientos elevados de
cobalaminas,

Cusndo el medio se pone en contecto con oxigeno o un gés
que contenga oxigeno en esta zons, se prefiere realizar esto de
tal modo que se mentengan en el medio condiciones mieroaerobias
mejor que aerobias, ya que la oxigenacién excesiva tiene tenden-
cia a disminuir el rendimiento de cobalaminas.

Pueden obtenerse las condiciones deseadas haciendo pasar
un gés que contenga ox{geno, tal como aire, a travéds del medio,

a une velocidad muy pequefia, si se utiliza un dispositivo de ai-
reacidén eficaz, tal como un diafragme o una placa‘sinterizada de
d idmetro grande, o a una velocidad algo mayor, si se utiliza un
dispositivo de aireacidn menos efiiciente, tai como un tubo abler-
to 0 regadera anular. Si se agita el medio, puede ser suficiente
una velocidad menor de flujo gaseoso. Por ejemplo, en uma zona
no agitada sobre una escela de 36.320 litros, la aireacidn del
medio pasando de 0,0l a 0,) volumrenes, aproximadamente, de aire,
por volumen de medic, por mirnuto, & través del medio, desde una
regedera anular, es adecgada para proporcionar elevados rendimien-
tos de cobalaninas,

Ia velocidad de flujo més conveniente del gds que contie-
ne oxigeno dependeré, por lo menos en parte,, del tipo de dispo-
sitivo a fr&vés del cual pase el oxigeno o el gés que c¢ontiene
oxigeno al medio y de si se agita el medio. Esto puede determinar-
se facilmente variando la velocidad de flujo gaseoso y anallzando
las cobalaminas en el producto feruwensado,

Un wétodo alternativo para conseguir el contacto del medio
con oxigeno consiste en agitar vigorosamente dieho medio bajo una
atmosfera de un g&s que contenga oxigeno. De eeta manera, el gés

penetra en el medio por la agitacidn y se distribuye intimemente

-0 -
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de sgitacidn y de la disposicidn de las paletas del agitador que

pueden variarse segun se necesite.

Las cobalaminas, por ejemplo cianocobalamina, pueden re-
cuperarse a partir del medio que contiene células retirado de
la segunda zona del proceso, separando las celulas bacterizles
del 1fquido fermentedo, tratando las células separadas con aci-
do acuoso para liberar las cobalaminas y purificando despuée las
cobalaminas obtenidas por extracciones alternadas en soluciones
organicas y acuosas. SL se necesitan las cobalaminas sdlidas,
pueden obternerse por precipitacidn de solucidn acuose mediante
edicidn de un no-disolvente, tal como acetona.

Si se necesitan unicamente cobaleminas impuras, por ejem-
plo como suplementos para plensos, entonces puede secarse el pro
ducto fermentedo y utilizarse en esta forma.

Estos procesos de recuperacién pueden realizarse de modo
continuo o discontinuo, si se desea,

Aungue es preferible realizar el proeeso de la presente
invencidn como proceso sustancielmente continuo, es decir, por
adicién continua de nutrientes y separacién continua del medio
gque contiene célulaes conteniendo cobalaminas, estd dentro del
alcance de la invencidn la adicidn de nutrientes y la remocién
de medio que contiene células de modo intermitente. Anslogemente,
pueden hacerse pasar células y medio parcimlmente fermentado des-
de la primera zone a la segunda, de modo continuo o intermitente

segin se desee,

Ejemplo 1

Se monta una fermentacidn que comprende dos vasijas de fer-

nmentacidn interconectedas, digponiendo la primera vasija de reaur-
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gos para la carga continua de nutr ién; fﬁqt;.do de 1fquido de ma-
ceracifn de maiz (equivalente a 315 mg. de nit.éogeno/].éo_ ml. de
medio), glucosa, (10 gramos por 100 mililitros de medio) y cobal-
do (2,75 partes por milldn de partes de medio) como cloruro de
cobalto. Se proporciona tambien a ambas vasijas de -fermentaciéxi
una carge separada de solucién de amonlaco acuoso para conbrolar
el pH de la fermentacidn. |

Al comienzo de la fermentacidn se agrega ala priméra ve-
sija de fermentacidn medio nutriente esteril que tiene la misma
composicidn que la carga de matriente indicada arribas, y se siem-
bra el medlo con un cultivo de frogionibacterinm freudenreichii.
Después se deja Qque el organismo se desa:gtolle durante 100 horas
a 302 C. Durante este tiempo, se mantiene e.l PH de la fermente-
cidén entre 6,7 y 7,0, mediante adiciones de amonisco acuoso, se-
gin se necesite.

Al final del periodo, se comienza.una carge continus de
medio nutriente segun se ha desorifo arriba, & la velocidad de
1/25 del-volumen en la primera zona, por hora. Se afiade tambien
amoniaco acuoso, cuando sea necesario, para controlar el pH,

El medio de fermentacién se agite mecdnicamente en presen
cla de aire por encima del medio, para proporcionar condiciones
microaerobias en el medio contenido en esta vasija.

Cuando le fermentacidn ha alcanzado el volumen deseado,
se deja que rebosen continuamente hasta una segunda vasija de
fermentacidn, medio nutriente parcimlmente fermentado y células.

Este vasija estd provista de agitacidén mecénica y se airea
a razdn de 5/6 del volumen de Iermentacién, por minuto, a tra-
vés de un tubo abierto en el extremo.

Cuando el volumen de la segunda vasija alcanze el mismo

nivel que la primera vasija, se deja que rebosen continuamente
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Aev

_medio parcialmente fermentedo y céiulas, y 8e recoge este mate-
rial.

No se proporcionan cargas de nutriente freseo a la se-
gunda vasija, aunque se mantiene el control del pH por edicio-
nes de amoniaco, segin sea neceseario, entre los 1{mites de 6,7
y 7,0.

Los analisis del contenido de cobelaminas del medio par-
cielmente fermentado y las células que pasan desde la primera
vesija de fermentacidn a la segunda y los del medio y eélulas
que rebosean desde la segunde vasija de fermenteci én, se reali-
zan usando Ochromonas malhasmensis (como hay iones cianuro, en .
el metodo de ensayo utilizado los resultados se expresan como
contenido de cisnocobalamine (vitamine Blz). Las cifras gque se
dan en la tabla 1 (caso 1) corresponden a las de condiciones de
equilibrio establecidas en la fermentacidn (como se muestra por
los resultados constantes de los andlisis y las concentraciones
constantes de glucosa durante el periodo de ensayo).

Lea condiciones de fermentacidn se cambian luego pasan—
do una corriente lenta de nitrogeno sobre el medio de fermenta-
cidn contenido en la primera vasija de fermentacidn para propor-
eionar condiciones anmerobias en dicha vasija. Les demas condi-
clones permenecen inalteradas en ambas fermentsciones. Se reali-
zan anaslisis como se he descrito arriba y los valores obtenidos
cuando se establecen de nuevo las condiciones de equilibrio se
dan en la tabla (easo 2).

Se pasa entonces una corriente lenta de nitrogeno sobre
el medio nutriente en fermentacidn contenido en la segunde vasi-
ja de fermentacidn, ademas de a la primera vasija, y Se para la
aireacidn en la segunda vasija, proporcionando &si condici ones

sustanc ialmente anaserobias en esmbas vasl]as. Iuego se reamlizan
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los anélisie, Los velores obtenidos cuando se establecen conaL-

ciones de equilibrio, se dan en la tabla 1 (caso 3).

Por les cifras de los ensayos gue figuren en ;a tabla, pue-

de verse claramente qué hay un incremento considerable en la pro-

duccidn de cobalaminas (calculadas como cisnocobalamina) por el

proceso de la presente invencidn (caso 2) cuando se compara con

los otros procesos descritos.

Tabla 1

Condiciones de fermentacidn

Resultados de analisL

(Cianocobalamina,
&/ml.)

Vasija 1

Vasija 2

Vasija 1 Vasija 2

1.

2.

3.

Agitada como se des-
eribe bajo atmosdera
de aire,

Agitads como se des-
cribe bajo atmosfera
de nitrogeno.

Agitada como se des..
cribe bajo atmdsfera
de nitrogeno.

Agltada como ‘ge des-
cribe con aireecidn

Azitada como se des-
cribe con airescidn

Agitada como se des-
cribe sin aireacion
¥y bajo atmosfera de
nitrogeno.

2,2 3,1
0’5 9!0
0’9 ) 1,8

Ejemplo 2

Se esteblece fermentacidn y s8e hece operar como se ha des-

erito en el Ejemplo 1, a excepcién de que se varian las condicio-

nes de fermentacidn segin se describe mds adelante.

Cuando se variaba una de las condiciones, continuaba la

fermentacidn bajo estas condiciones hesta que se establecia el

equilibrio, como se demuestra por los resultados constantes de

los andlisis y el consumo de glucosa. Las cifras que se dan en la
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table 2, mas adelante, son el promedio de un gren namero de resul-
tados analiticos obtenidos durente el periodo en que se habian es-

tablecido condiciones de equilibrio.
Condicidn &

Ta velocidad de alimentacidn nutriente a la primera vasi-
ja se mantuvo en 0,03 del volumen de esta vasija, por hora, y es-
ta condieidn se mantuvo durante 164 horas después de haberse es-

tablecido condiciones de eguilibrio en la vasija.

Condicidn B

La velocidad de alimentacidn nutriente a le primera vasija
se redujo a 0,025 del volumen de esta vasija, por hora, y esta
condicidn se mantuvo durante 170 horas después de haberse estable~
cido condiciones de equilibrio en las vasijas.

Por los resultados de la tabla 2, se veré que le variacidn
de la velocided de alimentacidn nutriente dentro de estos l{mites
ejerce poca influencia sobre la concentracidn de cobalaminas en
el medio que contiene @élulss retirado de la segunda vaslja, aun-

que la velocidad de flujo bajo la condicién A fué rdpida que bajo

la condicidn B.

Condieidn C

La velocided de alimentacién nutriente se redujo de nuevo
a 0,015 del volumen de la primera vasija, por hora, y la veloci-
dad de aireacidén & la segunda vasija se redujo a O,1 volumenes de
aire por volumen de medio, por minuto. Se mantuvieron condiciones
de equilibrio durante 84 horas antes de hacer nuevas varisciones.

Se veré, por la tabla 2, Que no se producen cambio marca-
dos en la concentracidn de cobalaminas en el medio gue contiene

células retirado de la ultima vasija, como consecuencia de esta
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condiciones A o B,

Condicidn D«

La velocidad de alimentacidn nutriente a la primera vasi-
ja se mantuvo como en la condicidn C. Se aumentd la velocidad de
aireacidn a la segunda vasija a 0,3 volumenes de &lre por volumen
de medio, por minuto.

Una alimentacidn nutriente de lfgquido de maceracidn del
maiz Jdnicamente se comenzd a la segunda vasija, & una velocided
eproximadamente 1/10 de la de alimentacidn a la primera vasija.
El volumen de medio en la segunda vasija se aument6 en 1/10, te-
niendo en cuenta la carga de liguido de meceracidn de maiz a este
vasija, para proporecionar la misma velocidad de flujo dé la se-
gunda vasija, como en la condicifin C indicada arriba,

Por la tabla 2, se vera que La concentracidn de cobalami-
nas en el medio que contiene células retirado del proceso, aumen—
ta por la adicidén de lfquido de maceracidn de meiz a la segunda
vasija.

Condic idn E

La velocidad de alimentacidon nutriente & la primera vasi-
Ja se aumentd a 0,035 del volumen de le vasija, por hora,

Se aumentd la velocidad de aireacidn a la segunda vasija
a2 0,3 volumenes de aire por volumen de medio, por minuto, pero
el volumen de medio en esta vasija se aumentd otra vez en una mi-
tad, proporecionando as{ un incremento andlogo en el tiempo de
retencion promedio de las células en la segunda vasija.

Se vera, por la tabla 2 que, en estas condiciones, la con-
centracidn de cobalaminas en el medio que contiene células retira-

do del proceso disminuye ligeramente en comparacidn con la condi-
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Tabla 2

Condicidn Velocidad de alimentacidn Concentracidn de Concentracidn
mutriente & la primera va- cobalamina en la de cobalaminsg
sija (volumen de vasija/ primera vasija en el medio

hora). ( g/ml.) retirado de
1la segunde
vasija /ml)
A 0,03 0,3 8,3
B 0,025 0,4 8,9
c 0,015 0,5 8,2
D 0’015 0'4‘ 12'4
B 0,035 0,4 1,7
Ejemplo 3

Se montd una fermentacidn en dos fases segin se ha descri-
t0 en el Ejemplo 1, utilizando un medioc andlogo y cepa de Propio-
nibacterium freudenreichli en la que el medio contenido en la pri-

mera vagija se fermentaba en condiciones anmeroblas y en la segun-
da vasija bajo condici ones microameroblas, de acuerdo con el proce-
dimiento de la presente invencidn.

Iniclalmente, se ma tenian ambes vasijas a 30? C,, y el con-
tenido de cobalamine del medio en la primera y en la segunda vasi-
Jas, se determinaba cuando se habian establecido las condiciones
de equilibr1§ en cada vasija.

Después se cambiaba la temperatura de las vasijas a 35¢ C.,
y se determingba nuevemente el contenido de cobalamina del mgdio
en cada vasija cuando se habian vuelto a establecer condiciones

de equilibrio,

Se repetia después el proceso manteniendo la temperatura
de las vasijas a 252 C.

Los resultados de los andlisis en cada caso se dan en la
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Sable 3: s
Zabla 3
2 &t vasijas 1t vasija 2® vasija
Temperaturas de la 1¢ y 2 3 E aslda mine oianoscielamine
( g/ml.)

302 C 0,8 9,8

358 C. 0,4 8,1

25¢ C. 0,6 Ted
Ejemplo 4

Se montd una fermentecifn en dos fases, como se ha desori-

to en el Ejemplo 1, pero usando el siguiente medio nutriente:

Micelio penieiliium autolizado

(autolizado durante 14 dias a 7

372 C.) = 430 mg. nitrogeno por 100
ml, de medio, '

Glucosa (anhidra, esterilizada

por separado) = 10 gr, por 100 ml. de pe-
dio,
Cloruro de cobalto = 2,75 partes por milldn,

como cobalto.

Se proporciond una alimentacidn continue de este medio a
le primera vasija a razén de 1/30 del volumen del medio en la pri
mera vasija, y se realizd la fermentecidn en la primera vasija
bajo condiciones anaerobias, y en la segunda vasija, bajo condi-
ciones microaerobias, segin se describe en el ejemplo 1,

Cuando se habian establecido condiciones de equilibrio en
las vasijas, se analizaba el contenido de cobalamina del medio en
cada una de ellas.,

Inego se cambiaban las condiciones de fermentacidn en la
primera vasija a condiciones microaerobias, agitando y haciendo

pasar aire a través del medio en esta vasija, a la velocidad de
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1/3 volumenes, por volumen de medio, por mimuto.

El contenido de cobalamina del m2dio en cade vasija se
analizaba nuevamente cuando se habian establecido condiciones de
equilibrio, a modo de comparacién con el proceso de la presente
invencidn. Los resultados de estos anflisis se dan en la tabls

4.

Table 4
Condiciones de fermentacidn Resultados de los andlisis
{Clanocobalamina E?ml.f
Vasija 1 Vaslija 2 Vasija 1 Vasgija 2
Anaerobias Microaerobias 0,6 12,2
Mieroaerobias Microaerobias 2,8 4,0

La presente solicitud que corresponde a la presentada en
Gran Bretafia el 13 de Septiembre de 1.957, con el nimero 28339/57
Be acoge a los beneficios delL articulo 51 del vigente Estatuto so-

bre Propiedad Industrial.

N O T &

Los puntos de invencidn propia y nueve que se presentan
para que sean objeto de esta solicitud de ler. Certificado de
Adicidn en Espafia, son los siguientes:

12.- Mejoras introducidas en el objeto de la Patente Prin-
cipal n® 242,240, por "Un procedimiento continuo para le produc-
cidn de cobalaminas® qae comprenden fermentar un medio nutriente

-

L§Quido adecusdo, bajo condiciones sustancialmente anserobias, con
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_ung especle productora de cobalamina del ggnero Propionibacterinm.

en una primers zona y mientras se afiaden nutrientes a esta gzona
hacer pasar medio que contiene célules desde la primera zona & une
segunda zona, a una velocidad tal que se mantengan la concentra-
cidn de células y el volumen de medio en la primera zona susten-
clalmente constantes; poner en contacto el medio que contiene cé-
lulas en la segunie gone con oxigeno mientras se retira medio que
contiene cé€lulas, corteniendo cobalaminas, desde la segunda zo-
na, & una velocidad tal que se mentengan la concentrac ién de cé-
lulas y el volumen de medio en la segunda zona sustancialmente
constantes y, posteriormente, concentrar o recuperar las cobala-
minas contenidas en el medio que. contiene células retirado de la
segunda zona.

2% .- llejoras segin se reivindicanen la reivindicacidn 1,
gegﬁn las cuales el medio nutriente 1{quido en la primera zona
contiene liq_uido de maceracidn del maiz en una concentracidn su-
perior a 140 mg. de nitrogeno por 100 ml, de medio y un carbohi-
drato asimilable superior a 5 gramos por 100 ml. de medio.

3?.- Mejoras segun se reivindicamen la reivindicacidn 2,
Segun las cuales el carbohidrato asimilable es glucosa 0 lacto—
sa.

4% .~ Mejoras segun se reivindican en la reivindicacién 3,
segﬁn las cuales el medio nutriente 1{quido en la primera zona
ocontiene l;iquido de maceracion de meliz en una corcentracidn su-
ficiente para proporcionar nitrogeno entre los limites aproxima.-
dos de 200 a 400 mg. por 100 ml. de medio y glucosa en una con-
centracifn entre los l{mites aproximados de 8 a 12 gramos por
100 ml, de medio.

59.- Mejoras segun se reivindican en cualquiera de las

reivindicaci ones anteriores segun las cuales la especie produc-
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terium freudenreichii, Propionibacterium shermenii o Propionibac-

terium technicum,

6% .- Mejoras segﬁn ge relvindican en cuslguliera de las
reivindicaciones anteriores segun las cuales se mantienen condi-
ciones sustancialmente anaerobias en la primera zona, reaslizan-
do la fermentacidn en esta zona bajo una atmosfera de un gés no
oxidente, tal como nitrogeno o dioxido de carbono.

7¢ .~ Mejoras segin se reivindican en cualquiera de las rei-
vindicaciones anteriores segun las cusles el medio en la segunda
zona se pone eu contacto con oxigeno haciendo pasar oxigeno o un
gés que contenga oxigeno, por ejemplo, aire, a través del medio
contenido en la segunda zonsa,

88.~ Mejoras segun se reivindican en la reivindicacién 7,
segun las cuales se hage pasar aire a través del redio en la se-
gunda zona, a una velocidad comprendids entre los limites de 0,01
y 0,1 volumenes, por volumen de medio, por minuto.

92 .~ Mejoras segun se reivindica en cuslquiera de 1a8s rei-
vindicaciounes 1 a 6, segin las cuales el medio en la segunda zo-
na gse pone en comacto con oxigeno, agitando meeanicamente el
medio en la segunda zona bajo una atmosfera de oxigeno o un gés
que contenga oxigeno, tal como &ire,

102 .~ Mejoras segun se reivindican en cualguiera de las
reivindicaciones anteriores, segun las cuales la fermentac idn
Se realiza & una temperatura de unos 302 C,

11¢.- Mejoras segin se reivindican en cuslguiera de las
reivindicaciones anteriores segdg las cuales el pH del medio en
las zonas se ajusta por adiciones de amonisaco.

12?2, Mejoras segun se reivindiecan en cualguiera de las

reivindicaciones anteriores, segin las cuales el pH del medio
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.en las zona® se mantiene entre 6, 5 y 7._5, aproximadamente.k

135%,- Mejorass segun se reivindican en cuslguiera de las
reivindicaciones anteriores, segun las cuales se afiade a la se-
gunda zona una fuente de nitrogeno asimilable.

142, Mejoras introducidas en el objeto de la Patente prin-
cipal nimero 242.240.

Tal y como se ha descrito en la liemoria que antece y para

los fines que se han especificado.

Esta iemoria consta de veintiuna hojas escritas a mfquine

por ung gola cara.

Mpdrid, = 2 UBT 195&

P, A,
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