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I N V E N C I O N

por "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE COBALAMINA", a fa­

vor de la firma suiza F. HOFFMANN-LA ROCHE & CIE. Société Ano­
nyme, domiciliado en BASILEA (Suiza).

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere a un procedimiento para la 
producción de cobalamina por fermentación con bacterias del 
ácido propiónico de un medio que contenga hidratos de carbo­
no, aminoácidos y sales nutritivas, invento caracterizado 

5. particularmente por el empleo de Propionibacterium shermanii 

Cepa 33 como microorganismo especifico.

El Propionibacterium shermanii Cepa 33 puede obtener­
se a base de cuajo de leche o requesón de la manera siguien­
te:

10 Cultivo de enriquecimiento: En cada uno de una serie



r:
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15.
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oe tubos de ensayo, se mezcle 1 g de leche cuajada 

(cuyas diversas porciones tienen varios orígenes) con 
10 cc de un medio nutritivo que tengo la siguiente 

composición por litro:
10 g de glucosa
1)5 g de nitrógeno en forma de un proteolizeto de 

caseína
1 g de nitrógeno on forma de un hidrclisato de ácido 

cassínico 
1)6 g de NaHgPO^
1 ,6 g de
0 ,4  g de H g C lg .a igO  

10 mg de FeSO^ilgC 
12 mg de CoSO^.THgO
4 mg de ácido pantoténico 
0,3 mg de biotina
5 g de extracto de levadura 
c.s. hasta 1 litro - agua.

21 pH de la solución se ajuste a 6,8 y se esterili­

za el medio en la forma convencional. Se llena cada tubo de 
ensayo con 10 cc del medio nutritivo y luego se cubre con une 
delgrda caos ce aceite parafínico. Se mantienen los tubos de 
ensayo en un secador completamente evacuado, a 30°C, durante 
4 s 5 días y en presencia de una cubeta que contenga solución 
al 10% alcalina ce pircgellol. De esta manera se suprime con 
eficacia la interferencia de otros gérmenes.
Cultivo ouro: La obtención de un cultivo puro se logra venta­
josamente desarrollando el cultivo en capas profundas (10 cm. 
de profundidad en el tubo de ensayo) con el use del mismo 
medio nutritivo descrito antes, el cual, sin embargo, se solí.



álfica con 2% en peso áe agar. Cada uno de los diversos cul­
tivos de enriquecimiento descritos antes se introduce indi­
vidualmente en diluciones crecientes en el ager estéril li- 
cuefactado, a 40°C, y se distribuye bien por rotación de los 
tubos de ensayo. Luego se incuban las muestres individuales 

en un secador en la manera descrita antes. Se escogen para 
el aislamiento del material deseado, los tubos de ensayo que 
no presentan desarrollo excesivo, es decir, los que contienen 
colonias bacterianas bien separadas. Los tubos escogidos se 

10. calientan durante breve tiempo en baRo máría para que pueda
trasladarse la torta de agar a una cubeta Letri estéril. Se 
separan con una aguja de platino las colonias individuales 

que se hallan en el tercio inferior de la torta y que han 
crecido en condiciones extremadamente cercanas a las enaero- 

1 5 . bias, y se inoculan a una nueva cantidad del mismo medio em­
pleado antes para obtener el cultivo de enriquecimiento. Los 

cultivos así obtenidos se cultivan luego en condiciones ten 
estrictamente anaerobias como sea posible, tal como se ha des­
crito antes para la obtención del cultivo de enriquecimiento. 

20. Las diversas muestras así obtenidas se ensayan de
manera convencional para determinar su capacidad de producir 
actividad de vitamina Se repite el procedimiento de se­
lección tel como se ha descrito en el párrafo "Cultivo puro".

Los cultivos puros recién obtenidos no producen al 
principio mucha fermentación. Solamente después de ulterior 
cultivo en medio líquido de capa profunda, con mantenimiento 
de condiciones estrictamente anaerobias, aumenta la capacidad 
de desarrollo y de fermentación; la producción de vitamina 
alcanza entonces un nivel de 15 mg por lo menos por litro de 

medio de fermentación.30 .



10 ,

15.

20.

25.

-0.

Otra modalidad de operación que se ha hallado ser 
deseable pera obtener cultivos dotados de gran capacidad de 
fermentación es la siguiente:

Se inoculan muestres del medio nutritivo vertiendo 
sobre ellas 10% de su volumen del cultivo puro obtenido co­

mo se ha descrito antes. Se extrae el aire del medio por 
desplazamiento con anhídrido carbónico, a una presión de ma­
nómetro de una atmósfera en el recipiente de fermentación. 
Luego se incuban durante dos días a 30°C. durante este tiem­

po la glucosa se agota y el pH desciende hasta 4,5. Se ajus­
ta el pH a 6,6 por medio de solución saturada.de carbonato 
sódico y se agrega 1% en peso de glucosa. La mezcla se efec­

túa por medio de gas anhídrido carbónico pasado por un filtro 
estéril de lana de algodón y se dastribuye en el medio en 
forma finamente dividida. La incubación se efectúa durante 

un ulterior periodo de dos días a 28^0, manteniendo el medio 

bajo una presión de anhídrido carbónico de una atmósfera de 
manómetro. De esta manera se obtiene, finalmente, el cultivo 

de gran rendimiento de la Cepa 33.
31 Propionibacterium shermanii Cepa 33 obtenido como 

se ha descrito antes, posee las siguientes características: 
las células del cultivo son de forma diploíca y se presenten 
en cadenas cortes dotadas de cuatro miembros a lo sumo, nm- 
oleando el medio antes descrito, manteniendo la cantidad ino­
culada por debajo de 10% aproximadamente, efectuando la fer­
mentación anaerobic ament e en cuento sea posible., corrigiendo 
continuamente el pH y agregando azúcar, el tamaño de las ce- 
lulas permanece inferior a 0,5 mieras. Por otra parte, iden­
tificando de acuerdo con el "lianual of Determinative Bacte­
riology" de Bergey, se hallan todas las características ex-



puestas en ese obre pera el Propionibacterium shermanii. La
Cope pe se distingue particularmente per su fermentación so­
bremanera satisfactoria, por ejemplo en medio .piucosico. ¿¡in 
embargo, fermente la lactosa sólo moderad;.mente y con mucha 
lentitud, en constreste con las indicaciones pare las espe­
cies expuestas en le obra referida ce hergay. NI Propionibac­
terium Shermanii Cepa 35 está depositado en la American Type 
Culture Collection con el No. 13 673 y se halla disponible

en esta colección.
Les características especiales de la Cepa 33, esto 

os, su gran capacidad pera producir vitamina el tamaño
de las células bacterianas, que con más pequeñas de lo normal 
pare las especies, y el rápido aumento de grosor do las colo­
nias bacterianas aparecen solamente después de numerosos pa­
sajes por el medio líquido, como se ha expuesto antes.

Ns ventájese efectuar los procedimientos de fermenta­
ción del invento en condiciones anaerobias, a temperaturas 
de 28° a 32°C aproxime demente, por períodos de diez días a 
doce días aproximadamente, en un medio estéril que contenga 
un azúcar asimilable, una mezcla aminoácida obtenida por de­
gradación proteolítica y/o hidrolítica de proteínas, cales 

nutritivas convencionales, una fuente ce cobalto, ácido pen- 
toténicc, Pletina y 3,6-dimetilbenzimidazol, añadiendo centi­
no. monte o ce cuando en cuando cantidades adicionales de azú-
car y manteniendo al-pll entre 6 y 7 aproximadamente. Azúcares 
especialmente adecuados para ser empleados en este case son la 
glucosa, el azúcar invertido y la maltosa. La mezcla aminoácida 
puede obtenerse de albúminas vegetales o animales, por ejemplo 
gluten ce trigo o de maíz,proteines de patata o de soja,caseína,
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albúmina de Is señare, albúmina de pescado y similares. 
Termineda la fermentación, la masa bacteriana puede sepa­
rarse ventajosamente del caldo de fermentación, por centri­
fugación o filtración y las vitaminas del grupo conte­
nidas en él pueden aislarse por métodos ya de sí conoci-

&os.
Una modalidad, particularí¿ente apropiada para llevar 

e cabo el invento, comprende (1) la preparación de un medio 
acuoso de fermentación que con tange de 1,ú a 2,' aproximada­
mente, en peso de un azúcar fermentable, por ejemplo glu­
cosa, azúcar invertido o maltosa; una mezcla aminoácido ob­
tenida preferiblemente ce la caseína, por degradación prc- 
tec-lítica mediante tripsina y por hidrólisis acide, en une 
concentración correspondiente a 2,5 g aproximadamente de ni­
trógeno por litro de medio de fermentación; iones de fosfate, 
sulfato y cloruro de sodio, de potasio, de magnesio y de hie­

rro, en concentración convencional; un poco de ácido panto- 
ténico, biotina y cobalto; todo ello a un pll de 6,6 aproxi­
madamente y habiendo sido esterilizado; (2) inocular el me­
die con 10,'. en volumen de un cultivo preparado preliminar­

mente con y 3 5 días de anticipación a base de Propionibac­
terium shermanii Cepa 33, en el mismo medio de fermentación 
que, además, contiene un poco de extracto de levadura; (3) 
incubar la mezcla a temperaturas de 28° e 30°C aproximada­
mente., por un período aproximadamente de 10 a 12 días, mien­
tra s se mantienen continuamente un porcentaje totel en volu­
men de azúcar de 5 a 8 aproximadamente; (4) algo después 
del primer tercio del período total de incubación, el 
agregar 5,8-dimetilbeazimidazol, de preferencia en for­
ma de una solución alcohólica al 70,0 aproxima demente, has-
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ts una concentración de 20 mg aproximadamente por litro de 

medio de fermentación; (5) el separar la masa bacteriana del 
medio de fermentación y el suspender en agua la masa bacteria- 
na separada; (6) el ejustar el pH de la suspensión a 6 apro­
ximadamente y el calentar curante unos minutos a temperatu­

ras de 35° a 120°C aproximadamente;y(7) ¿1 centrifugar, neu­
tralizar los filtrados de centrifugación combinados, el adsor­
ber sobre carbón activado las vitaminas contenidas en ellos, 

el cluer las mismas por medie de un alcohol acuoso, de pre­
ferencia isoprcpsnol, y el aislar les vitaminas en forme cris­
talina de los alus dos combinados por procedimientos conoci­

dos ya de por sí. 2s conveniente extraer la masa bacteriana 
con pocuchas cantidades de agua (tres o cuatro veces a lo 
sumo) hasta que el último extracto esté escasamente coloreado.

21 caldo de fermentación obtenido de acuerdo con el 

procedimiento expuesto, puedo elaborarse como tal, por méto­
dos conocidos, para proporcionar un concentrado que contiene 

vitaminas B ^  Y ss útil, por ejemplo, en la preparación de ma­
terias alimenticias. Sin embargo, la masa bacteriana que con­
tiene vitamina y se obtiene en le forma que se he descri­
to antes, puede también emplearse como tal para les mismos 

fines.
di invento se aclara todavía más con el ejemplo que 

se de a continuación, el cual tiene por objeto ilustrarlo pe­
ro sin limitarlo. Las temperaturas estén regristradas en gra­

dos centrigra dos.

Ss preparen 10 litros de un medio que contiene los 
siguientes ingredientes: una mezcla aminoácido obtenida por 

hidrólisis acida de caseína, correspondiente a un contenido



de nitrógeno de 10 g; una mezcla aminoacide obtenida por di­

gestión tríptica de caseína) correspondiente a un contenido 
de nitrógeno de 15 g; 16 g de NaB^PC^ y 16 g de K^PO^; 4 g de 

HgClg.eHgO; 100 g de FeSO^.THgO; 120 mg de CoSO^HgO; 40 mg 
de acido pantoténico; 3 Mg de biotina; 100 g de glucosa indus­
trial; y agua suficiente para componer el volumen total de 
10 litros. Se ajusta el pH a 6,6 se esteriliza el medio y lue­
go se inocula con un litro de un cultive da Fropionibacterium 
shermanii Cepa 33) que se ha desarrollado durante cuatro días 
a temperaturas de 28-30° en el mismo medio, al que se añaden, 
sin embargo, 5 g de extracto de levadura por litro.

Después de la inoculación, se deja fermentar la mez­
cla, al principio durante dos días a 30° y luego a 28°, mien­
tras que se ajusta el pH a 6,6 diariamente desde el segundo 

día de la fermentación. Cuando el contenido de azúcar ha dis­
minuido a menos de 0,5%, se añade diariamente solución con­
centrada de glucosa estéril, para mantener la concentración 
al 1% en peso del medio. De esta manera se mantiene la fermen­
tación durante diez días. ¿1 quinto día de fermentación, se 
añade a la mezcla de fermentación 5,6-dimetilbenzimidazol en 

solución alcohólica al 70%, en una cantidad de 20 mg por li­

tro.
Después de fermentar durante 12 días, se centrifuga 

el caldo de fermentación, cue ahora, según estimación micro- 
biológica, contiene una actividad vitamínica áe 18,8 mg 
por litro, con lo que se obtienen 250 g de una masa bacteria­
na húmeda. Ksta última se suspende en un litro de agua, se 
mezcla la suspensión con 0,1 g de sulfito sódico por litro, 
se ajusta el pH a 6,0 y se calienta la suspensión durante 15 

minutos a 90°. Luego se enfría y centrifuga la suspensión y



ce repite el proceso de extracción cuatro veces mes con can­

tidades menores de agua. Se obtiene así un extracto acuoso 
de.color rojo anaranjado que importe el 20% del volumen del 
medio primitivo de fermentación. ¿1 extracto se añade 1% en 

5. volumen de carbón activado y se agita la mezcla durante 1/2
hora. Se centrifuga la suspensión y el adsórbalo de carbón 
así separado se eluye ocho veces, empleando cada vez, duran­
te 10 canutos, una mezcla de 70 volúmenes por ciento de iso- 

propanol, 25 volúmenes por ciento de agua y 5 volúmenes por 
10. ciento de benceno, a temperatura de ebullición. De esta mane­

ra se obtiene un eluato rojo puro en cantidad correspondiente 
a 8 volúmenes por ciento del medio primitivo. Por destilación 
en vacío se concentre el eluato a una décima de su volumen, 
es decir, a 0,8 por ciento aproximadamente del volumen del 

15. medio primitivo.
Lste concentrado contiene, determinado por estima­

ción espectofotométrica, 2,2 mg de vitamina 3 ^  por ce, co­
rrespondiendo, por consiguiente, a 17,6 mg por litro del me­
dio primitivo de fermentación. Prosiguiendo la elaboración de 

2o, este eluato concentrado, se obtienen 15,3 mg de cobalamina
cristalina por litro del medio primitivo.

La invención, dentro de su esencialidad, puede ser de­
sarrollada en otras formas de realización que difieran, en de­
talle de le indicada a título de ejemplo, a las cuales elcen- 

25. zara igualmente la protección que se recaba. Podrá, pues, rea­
lizarse con los medios y aparatos más adecuados, por quedar 
todo alio comprendido dentro del espíritu de las reivindica-

c i one s



N O T A

Descrito el invento, se declaran nuevas las siguien­

tes reivindicaciones, con prioridad suiza ns 67 720, del 24 

de diciembre de 1.958:
1. Un procedimiento para la producción de cobalami- 

5 . na, que comprende el fermentar un medio nutritivo con Propio­

nibacterium shermanii Cepa 33*
2. Un procedimiento según la reivindicación 1, que 

comprende el fermentar un medio nutritivo con Propionibacte­

rium shermanii Cepa 33 en condiciones substancialmente anae-

10. robias.

3* Un procedimiento según la reivindicación 1, que 

comprende el hacer crecer Propionibacterium shermanii cepa 33 

en un medio nutritivo que contiene fuentes asimilables de 

carbono, nitrógeno y cobalto, en condiciones anaerobias y a 

13. temperaturas entre 28**c y 32°C aproximadamente.

4. Un procedimiento según la reivindicación 1, que 

comprende el hacer fermentar un medio acuoso que contiene un 

azúcar fermentable, una mezcla aminoácida y una fuente asimi­

lable de cobalto con Propionibacterium shermanii Cepa 33 en 

20. condiciones substancialmente anaerobias y a temperaturas entre

28° c y 32°C aproximadamente, mientras se mantiene la concen­

tración del pH entre 6 y 7 aproximadamente, y se mantiene la 

concentración de azúcar entre 1%* y 2y& aproximadamente en peso.

3. Un procedimiento para la producción de cobalami-

25
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Según se describe y reivindica en la presente memo­

ria descriptiva, la cual consta de once hojas, foliadas y 

escritas a máquina por una sola de sus caras y acompañadas 

de la documentación correspondiente.

Barcelona, para madrid, 23 Diciembre de 1.959.

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