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PATENTE
DE
INVENCION

por "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE COBALAMINA", a fa-
vor de la firma suiza ». HOFFMANN-LA ROCHE & CIE. Société Ano-
nyme, domiciliado en BASILEA (Suiza).

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere a un procedimiento para la
produccidén de cobalamina por fermentacion con bacterias del
édcido propidnico de un medio que contenga hidratos de carbo-
no, aminoacidos y sales nutritivas, invento caracterizade
particularmente por el empleo de Propionibacterium shermanii
Cepa 33 como microorganismo especifico.

E1l Propionibacterium shermanii Cepa 33 puede obtener-
se a base de cuajo de leche o requesén de la manera siguien-
te:

Cultivo de enriquecimiento: En cada uno de una serie
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de tubos de enseyo, se mezcle 1‘gwdémlsche cu:z jads

(cuyse diverseos sorcicnce tienen varics origenes) con

10 ce ge un medioc nutritivo jue tenge 1z sijuiente

composicicn por litro:

10 & de glucose

1,5 g de nitré;eno en forms de un proteolizsto de

cegeine

1 & de nitrdgeno en forms de un hidrolizato de 4cido
ceseinico

1,6 & de Nai, PO,

1,6 g de PL

13.3
0,% & de 1glly.EH50

10 mg de FeST,.7HL0

12 ng de Q04.7L

4 ng de scido psntoténico

0,3 mg de biotine

—

. de extrzscto de levadurs
€.8, heste 1 litro - cgue.

1 pd de 1o solucidn se -justs &z 6,8 y se esterili-
zo el medic sn le forme convencionsl, Se llenes cede tubo de
ensayo con 10 cc del medic nutritive y luego =e cubre con une
delrds cans de sceite nercfinice. Se mentienen los tubos ge
snsayo en un secador completamente evacuado, 2 5000, durcnte
4 9 5 aiss v en presencia de une cubeta cue contenga soluciodn
gl 10% slcelins de pirogellol. Te ecsts msners se suprime con

eficacie la interferencis de otros gérmenes,

Cultivo nuro: Lo obtencidn de un cultivo puro se logre vente-

josemente cesarrollendo el cultive en cepas profundes (10 cm.
de profundided en el tubo de znseyo) con el usc del mismo

medio nutritivo descrito entes, el cusl, sin embargo, se c=oli-
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difice con 29 cn peso de sgar. Ceda uno de los diversos cul-
tivos de enriquecimiento descritos entes se introduce indi-
viduelmente en diluciones crecientss en el sger estéril li-
cuefactedo, 2 4000, y se distribuye bien por rotecidn de los
tubos de enssyo. Iuego se incubsapn lass muestrss individusles
enh un secedor en la meners descrite antes. Se escogen para
el aislemiento del msteriel deseado, los tubos de ensayo que
no presehteon deserrollo excesivo, es decir, los rue contiensen
colonies bacterianas bisn senersdss. Los tubos escopidos se
celientsn durante breve tiempo en bafio mérie psrs que pueds
tresladerse le torta de zger a una cubeta Tetri estéril. Se
separan con uha sguja de pletino les colonias individueles
gue se hallen en el tercio inferior de leg torte y que hen
crecido en condiciones extremsdsmente cercenas a las znaero-
bias, v se inoculsn 2 une nuevs centided del mismo medio em-
pleado entes psre obtener el cultivo de snriquecimiento. Los
cultivos es{ obtenidos se cultiven luego en condiciones ten
egstrictemente snaserobise como sea posible, tal como se he des~-
crito antes para ls obtencidn del cultivo de enriguecimiento.
Las diversss muestras ssi{ obtenides se ensayan ce
mgners convencionsl pare determiner su cepecidad de producir
getivided de vitamine 812. Se replte el procedimiento de se-
leccidn tcl como se he descrito =n el pérrafo "Cultivo puro”.
TLos cultivos puros recién obtenidos no producen al
principio mucha fermentacibn. Sclamente después de ulterior
cultivo en medio lfquido de c¢cepa profunds, con msntenimiento
de condiciones sstrictamente snaserobiss, suments ls capecidad
de desarrollo y de fermentacidn; le produccidn c¢e vitemins Byo

alcsnze entonces un hivel de 15 mg por lo menos por litro de

medio de fermentacidn,
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Utre modalided de opereciln ue se ha hallsdo ser
desesble pere obtener cultivos dotados de gren cepecidad de
fermentacidén eg ls siguiente:

e inoculan muestres del medio nutritivo vertiendo
sobre ellas 10% de su volumen del cultivo puro obtenido co-
mo se ha descrito entes, Se extrse el sire del medio por
desplazamiento con snnférido carbénico, & una presién de ma-
ndmetro de una etmbsfera en el recipiente ds fermentacidn.
Luego se incuban durante dos dfas a 30°C. Dursnte este tiem-
po la glucocsa se sgota y el pH desclende hasta 4,5. 5e sjus-
ta el pH & 6,6 por medio de solucidn seturede .ds carbonato
sodlco y se sgrege 15> en peso de glucose. Le mezcia se afec~-
tle por medio de gzes enhfdrido carbdnico pesado por un filtro
astéril de lene de s£lgoddn y se dsstribuye en el medio en
forme finemente dividida. Le incubacidn se efectils durante
un ulterior perfodo de dos dias a 28°C, msnteniendo el medio
bajo una presidn de anhidrido csrbdnico de una stmésfers de
mendmetro. De esta menere se obtiene, finelmente, el cultivo
de gron rendimiento de le Cepa 23.

31 Proplonibacterium shermanii Cepa 33 obtenido como
se ha descrito entes, posee las.siguientes ceracteristicas:
los célules del cultivo son de forme diplo{ca v se presenten
en codencs cortss dotadss de cuatro miembros & lo sumo. JIm-
nlesndo sl medio antes descrito, menteniendo le centidad ino-

culads por debejo de 105 cproximedemente, efectuando la fer-

o

mentscidn enserdbicamente en cusnto sea posible, corrigiendo
continuamente el pi y sgregendo szicer, el temsfio de las cé-
lulss permanece inferior o 0,5 micrss. Por otre nerts, iden-
tificendo de scuerdo con el "ilenual of Ceterminastive Dacte-

4 s
riology" de Bergey, se hallsn todes las cerscteristices ex-
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sucetss en csz obrs pers ¢l Propionibseteirium sheramenii. Le

. ,
Cape 7 se Cistingue perticulermente per su feraentzcicn so-

brzuensre setiefectorie, por ojsmplo sn medio slucdsico. =in

Qs
—
o
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enbarpe, ferments le lactogs ¢ sodercdoments y con nueis

gl

ol

Fat
1]

- lentitud, <n conctreste con lsg incdicsgclonces s 2spe-

w]

. y

es exnusstos cn le cobra referide de Yergey. L1 Froplonibece-

-

c

’ . s
ii Ceps *7 cste depcsitedo en leg .imericen Type

ol

tarium sherme
Oulture Collection con el Ho, 12 672 y se hells disponible
en este coleccidn,

10. Les corscteristices especioles de lsg Cepe 22, esto
¢cs, su ¢resn cepocidad pere prodacir vitenina 312, sl

de los celdlss bacdtkrisnss, cue con nés peguefice de lo nornsl

4
nere las ecpecies, y el répldo eumento de grosor do lzs colo-

I -
nise bgcterisnes snerecen solz2mente d=spues de NUMETrosos pe-

T

0, como s5¢ N3 expucsto gntes,
i8 ventazjcse efectusr los procedimientos de fermento-
cidn del invento en condiciones :nasercblss, 2 temperaturzss
1a a0 23O s A e { s . -4
de 287 g Z27C sproximed:zmente, por periocdeos de diez dlgs 8

’

doce dioss cproximedemente, en un medio estéril rue contengs
2C. un szucsr esimileble, une neszcle eninogcide obtenide por de-

rradacidn proteolitice y,/0 hidrolftice de proteincs, seles
nutritives convencionegles, ung fuents de cobelto, deido Dan-
toténice, biotins y 5,6-dimetilbenzimidszol, :sisdiendo conti-

. .-( » L3 " ] s A - n 4 ] 1 e o
nuomeante o de cusndo en cuando cantidsdes sdicicncelces de azu~

£
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car y m:nteniendo sl-pl sntre 6 y 7 aproximsdomente. azlcares
easpeclalments sdecucdos psra ser emplecdos on esgte c:sc son le

cls sniincdcida

N
V3]

’ . -
slucosg, el sgucer ianvertido y le maltese., Le ne

suede obienerse d¢e alblmines vegetsles o znimeles, nor ejemplo

(0]

- g . . -
gluten ¢e trigo o de melz,nrotsinee és patste o de soje,caseina,
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s1b8nine ce ls ecnore, olbdmine ds pescsdo y

NS 4 . .,
merninsds le ferment-cicn, lg mese becterisne pucde sepa-
reroe ventejosenente del caldo de fermenta cién, mox centri-

furpecidn o filtrecidn y los viteminss del grupo By, conte-
] [

nicdse en 81 nueden zislsrse nor métocdos yas de sf conoci-

ns moGslidued, perticulsrmente sapropisds pare llever
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¢ csbe ¢l invento, comprends (1) le prepecrecidn ds un medio
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scuosc &e Termentscion sue continge de 155 o 2. grroximeds-
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mente, en neso de un azucsr feramentable, por ejemplo slu-

o]

cuse, ezlccr invertido o meltose; une mezcle aminodcide ob-
tenids vreferiblemcnte ¢e la ceseine, por degradacién pre-
teclf{tice mediente tripsine y por hidrolisis écide, en une
concentracidn corresvondiente @ 2,5 g sproximsd-omente de ni-
trégeno nor litro de medio de fermentecidn; ionss de fosfeto,
sulfete v cleruro de sodio, de potssio, de magnesio y de hie-
rro, en concentrscidn convencional; un noco e seido psnto-
ténico, biotins v cobalto; tode ello ¢ un pil de 6,6 erroxi-

medrments y Dobicnde sido esterilizedo; (Z) inoceculor el me-

nrelimincr-

dic con 10, en volumen de un cultive prersrsdo

- “ 'y 3 » 4 - ~2 - )
¢izs de enticipecidn s bsse de Yropicnibec-

©
Y

ments con
teriun shermanii Cens 22, zn ol nmizne nedio de ceraentecion
demde, contiene un poco de cxtrocto de levocura; (%)
incubor ls nezecls o teapsrsturss de &8 @ EOOC aproximede~
mente, vor un rerfcde sproximecsmente ds 10 a 12 dfes, wmicn-
tris ge mentiensn continusinente un porcent.je totel en volu-
men de szicsr de 5 o 8 ¢proximedsmente; (4) clgo cesnuds
del arimer tsrcio del »nerfode tot:l de incubﬁcién, el

crrener 5,5-dimetilbenzimidezol, de prefercncis en for-

rte de une zolucidn slcondlicz al 707 gproximsdemente, hes-



-t
[
.

tz una concentracidn de 20 mg aproximzdemente por litro de
medio de fermentecidn; (5) el seperer ls mesc bacterisne del
medio ¢e fermentecidn y el suspender en a2;us ls nsss bezeteris-
ne sepereds; (6) el sjuster el pif de la suspensidn 2 6 spro-
zimedenents v el cslentor durents unces minutcs o tempereatu-

o257 ¢ 12000 aprozimedemente;y(7) ¢l centrifuger, ncu-
treliser los filtredos de centrifugsceidn ccabinedos, ¢l adsor-
ber scbre carbdn cetivedo los viteminze contenicie sn z1los,
€l cluer les mizmos por medic de un cleochol scucso, ds pre-

Tersncie isonrossnol, v ¢l gislsr les vwitsmines zn forme cris-

t+1lina de los elusdos cembinasdos por procsdimizntos conoci-
Cos 72 ce por ef. s conveniente sxtrser ls msso
con pogucsies czntidedes ¢s ogus {tres ¢ custro vicss e lo
suae) hoste cue el dltimo ~xtreoto esté cacezezsnente cclerzedo,
41 czldo de fermentscidn obtenide de acuerco con el
procedimiznto expuesto, nuede claborerse como tel, por méto-
dos ccnocides, psre propcrcionsr un ccncentrado gue contiene
vitinines 312 v os Util, por sjemslo, cn ls prepcrscidn de ma-
terice slimenticioss. 3in embargo, ls msse becterizne cue con-

tiene vitenins By, ¥ se obtiene sn le forms cus o2 he descri-

¢

to sntes, pusde tembién ziaplearec como tzl pere les mismos
fines.
21 invento se scclsre todevie més con 1 cjemslo ue

oc dn ¢ continuzeidn, el cucl ticne por objeto ilustresrloe pe-

9]
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ro ein liciterle. Les temperaturss setan regristresdss on gro-

dos czntrizrados.

a prsnsren 10 litroes de un medic gue contiene los
ciruicntes ingredicntes: unc mezcls zrinodcids obtenide por

.

/ . .
ni¢rdlisis dcide ce cezeins, correspondiente g un contenido
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de nitrdgeno de 10 g; uns mezcla aminoscide obtcnids por di-
gestidn triptice de ceceina, correspondiente a un contenido

de nitrdgsno de 15 g; 16 g de NaHaPC4 ¥y 16 g de K5P04; 4 g de
HgGlZ.GHEO; 100 g de FeSO4.7H20; 120 mg de CoSG4.7320; 40 mg
de acide pentoténico; 3 mg de biotina; 100 g de glucoss indus-
trial; y 2gus suficiente nsrs componer el volumen totsl de

10 litros. Se cjustas el pi o 6,5 sz esterilizs el medio y lue-
#0 se inoculz con un litro de un cultive de Propionibacterium
cnermonii Cepa 3%, cue se hs desarrollado durcnte cuatro diss
s tempersturas de 28~50° en el mismo medio, 8l que se siiaden,
sin embargo, 5 g de extrzcto de levadure por ;itro.

Después de ls inoculacidn, se deja fermentar la mez-
cla, 2l principio durente dos afes a 30° ¥ luego e 280, mien-
tras que se ejusta el pH o 6,6 disrismente desde el segundo
d{a de la fermentscidn. Cuendo el contenido de azdcer ha dis-
minuf{do a menos de 0,57, se siade diarismsnte golucién ccn-
centrada de glucosa estéril, pera msntener la concentrzcidn
el 1% en peso del medio. De esta msnera se mantiene la fermen-
tscibn durente diez dfes. 41 cuinto dfe de fermentscidn, se
sfiede 8 le mezcla de fermentacién 5,6-dimetilbenzimicdzzol en
sclueidn sleohdlics 21 7055, en uns centidsd de 20 mg por li-
tro,

Pespués de fermentsr durcnte 12 d{as, se centrifuga
el celdo de fermentscidn, cue shors, segdn estimacidn micro-
bioclbgice, contiene uns activided vitanm{nice Byp de 18,8 mg
nor litro, con lo cue se\obtienen 250 g de uns mess bacteria-
nsz himeds. ¥ste ultime se suspende en un litro de sgue, se
mezcls le suspensidn con 0,1 g de sulfito sbdico por litro,
ce cjuste el pli & 6,0 y se colientz ls suspensidn dursnte 15

minutos 2 90°, Iuego se enfrie y centrifuge la suspensidn y
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ce renite el nroceso de extreccidn custro vcees més
tidedes menores de cgue. %6 obtiene as{ un extrscto ascuoso
de. color rojo cnsrcnjedo cue importe el 20 del volumen del
medio vrimitivo de fermentscidn., 41 extrscto se cileds 1% en
volumen de csrbdn activedo y se cglte ls mezcls durcnte 1/2
hore. Se centrifugs le suspensidn y el adsorbato de cerbén
as{ serarsdo se eluye ocho veces, empleszndc cad: vez, duren-
te 10 minutos, una mezcls de 70 vollmenes por ciento de iso-
propenol, 25 volumenes por ciento de zgue y 5 volimenes por
ciento de benceno, ¢ tempereture de ebullicidn. De ests mane-
rs se obtiene un c¢lusto rojo puroc en csntidsd correspondiente
g 8 volimenes por ciento del medio primitivo. For destilscidn
en vacio ss concentrs el elusto s unz décims de su volumen,
es decir, e 0,8 por ciento eproximedemente cdel volumen del
medio primitivo.

nete concentrado contiens,; determinacdo vor estime-
cibn espectofotométrice, 2,2 mg»de vitemina B12 por cec, Co-
rresnondiendo, por consgiguiente, s 17,6 mg nor litro del me-
dlo oprimitivo de fermenteciln. Prosiguiendo ls eleboracidn de
este e¢lusto concentredo, se cbtisnen 15,2 mg de cobalemine

ceristsline por litro delmedio primitivo.

-4
@

invenecién, dentro de su essenciclidsd, puede ser de-
sarrollaods en otrce formes de reeclizacion cue difiersn en de-
tolle de le indicede a t{tulo de ejemplo, e las cusles elcen-
zoré iguelmente la proteccidnm que se recebs. Todré, pues, resg-
lizerse con L1os medios y sperstos més sdecusdos, por guedar
todo ello comprendido dentro del espiritu de les reivindice-

ciones.
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NOTA

Descrito el invento, se declaran nuevas las sigulen-
tes relvindicaciones, con prioridad suiza n? 67 720, del 24
de diciembre de 1.958:

1. Un procedimiento para la produccidén de cobalami-
na, que comprende el fermentar un medio nutritivo con cropio-
aibacterium shermanil Cepa 33.

2. Un procedimiento segin la reivindicacidn 1, que
comprende el fermentar un medio nutritivo con Propibnibacte-
rium shermanii Cepa 33 en condiclones substancialmente anae-
roblas,

3. Un procedimiento segin la reivindicacidén 1, que
comprende el hacer crecér rropionibacterium shermanii cepa 33
en un medio nutritivo que contiene fuentes asimilables de
carbono, nitrogeno y cobalto, en condiciones anaerobias y a
temperaturas entre 28%% Yy 3200 aproximadamente.

4, Un procedimiento segin la reivindicacidn 1, que
comprende el hacer fermentar un medio acuoso gue contiene un
azicar fermentable, una mezcla aminoacida y una fuente asimi-
lable de cobalto con rropionibacterium shermanii Cepa 33 en
condiciones substancialmente anaeroblas y a temperaturas entre
28%; y 3200 aproximedamente, mientras se mantiene la concen-
tracidn del pH entre 6 y 7 aproximadamente, y se mantiene la
concentracidn de azicar entre 1% y 2% aproximadamente en peso.

5. Un procedimiento para la produccion de cobalami-

bna.



Segin se describe y reivihdica en la presente memo-
ria descriptiva, la cual consta de once hojas, foliadas y
escritas a maquina por una sola de sus caras y acompafiadas
de la documentacidn correspondiente.
5. Barcelona, para wadrid, 25 Diciembre de 1.959.

F. HOFFMANN-LA ROCHE & CIE. Société Anonyme.
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