10

& DO 4 Q}'%?
MEMORTIA DESCRIPTIVA

de un Certificado de 12 Adicidn p o r :

"Wejoras introducides en el objeto de la

Patente Frincipal N2 231,293 sobre "PRO-
CEDIMITNTO FPARA BL TRATAMIENTO DE RESI-

DUOS DE DESTILACION DE LAS WELAZAS CCN ; i
1T CROORGANTSIOS""; & nombre de: JOH.A. )
BENCKISER Gem.b.H., Chemische PFabrik, de
nacionalidad alemana, domiciliada en LUD-
WIGSHAFEN Al RHEIN, Frenkenthaler Strasse

3, (Alemania).

El objeto del presente Certificado de adicidn se
refiere en forma muy particular a un medio de cultivo pera
bacterias del Acido propidnico- formadoras de vitamine B 12
cuyo medio se haye en esencia comprendido en el objeto de
la patente principal si bien con este certificado se lo-
gren me joras sustanciales.

En loe Ultimos efios se han descrito une serie de
procedimientos para le obtencidn de vitamina B 12 por via
microbioldgica, los cuales hecen usc de distintos microorga-
niswos capecitudos para la sintesis de la vitamine B 12. Asi
por ejemplo, se puede emplear pars ello una cepa de gtrepto-

myces olivaceus, la cusl es cultivada com remocidn y ventila-
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cién simulténeas, en diferentes medios que contienen proteina.

Sin ewburgzo estos procedimientos utilizan materiales de
'partida de un valor relativamente grande. Principelmente para el
cultivo de bzcterias propidnices con mires a la formacion de vita-
mine B 12, se han empleado bien medios sintéticos de complicada
composicidén, o bien meteriales relstivamente ceros tales como,
por ejemplo solucidon de melaza o sclucidn invertida de melaza
con adicion de autolizedo de levadura.

Se he descubierto ahora que les exigentes bacterias del
écido propidnico se pueden cultiver, bajo formacidn de vitamins

B 12 en el bagazo de las industrias de fermentecion transforms—

doras de la melaza, sobre todo si &l medio de dicho bagazo de la me-~

laze se le agregan micelios o sus autolizados, hidrolizados o ter-
wolizados. Tl empleo de bacterias del dcido propidnico tiene la
ventaja de que el medio de fermentocidn se vuelve écido poco a
poco debido @ le formameidn de dcido propidnioco, y por esta ra-
zbn se evitan infecciones por bacterias extrafias, cuya aparicién
en los procedimientos con estreptomicetos u otros organiswos po-
drie con frecuencia alterar el curso normel del proceso de fer—
mentacion, sobre todo al emplesar bagazos de melaze. Le fermenta-
cidn con bacterias propidnices realizada bajo condieiones anaero-
bias, o sea en ls que estg suprimida la ventilacidn ¥y un intenso
movimiento de remoeidn, es ademds, por consiguiente, uuy ecohd-
mica en energfa.

Todo el medio fermentado en vitemine B 12 es convenien—
temente concentrado a sequedad, y representa un valioso forraje
adicional. Mo obstante el 1fquido de fermentacidn o mese de
bacteriss se puede trensformer tembién en vitemine B 12 segin pro-
cedimientos conocidos. ELl presente procedimiento se explica con

log¢ ejemplos siguientes sin que, sin embarzo, esté liuwitedo & los

mismos
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400 kg de aspergillus niger Mycel procedentes de le
fermentacibén de édeido citrico son molidos y mezclados com 80CC 1
de bagazo de melsze (contenido de deshidretante 10% aproximedamen=:
te, y de azucar invertidos 1,2%), tal y como sale después de
le precipitacidn del deido citrico en le preparacion del mismo
microbioldgics. La graduacioén del vslor pH en pH 7,5 se hace con
lechade de cal. Acto seguido se agregan 80 kg de carbonato de
caleio pare el amortiguamiento del ¢cido que se produce durante
ls fermentacion. &1 caldo nutritivo se esteriliza entonces una
hora & 1002 C removiendolo de peso lentamente. Después del
enfriamiento hasta 302 C, se bombes el medio al fermentador
provisto de un agitador lento y se inocula con 2000 1 de un
cultivo de propionibacterium shermenii de 24 horss de vide pro-
cedente del fermentador intermedio.

Este meterisl de inoculscidn es obtenido & través
de tres stapss de fermentacidn de 20, 200 y 2000 1. El caldo
nutritivo en los fermentedores previo e 1ntermedio se diferen-
cia del de la etaps de produceidn tan solo por el menor con~
tenido de carbonsto de calcio de 0,2%. El cultive preliminsr
de les bacterias del fcido propidnico dure 24 horas en cada
etepa, y luego se traspassa el medic de fermentucidn 8l egita-
dor inmediatemente superior en condiciones esteriles.

Te solucidn de fermentecidn es mantenids en movimiento
lento en el. fermentador de produccién (12 m3). Te velocidad de
remocidn es convenientemente de 30 = 60 revoluciones por minuto
por lo cue la absorcidn de oxigeno por hora es de unos 6 ug
de oxfgeno por litro. In el curso del deesrrollo, el ¥alor pH
vuelve a descender hasta pH 5,5. AL cabo de 96 hores, el 1iquido

de fermentecidn y les celulas beacterienas contienen 1,2 my de

vitemine Bi12 por litro.
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Ahora se concentra con cuidado por evaporacién todo
el sedimento el vecio & 702 C hasta le consistencie sirupose
y 8e le trata a sequedad en una torre de rociedo. Se obtienen
1200 kg de un polvo con un contenido de vitamina B 12 de 10 nmg
por kg, el cusl es utilizado como forraje adicional fevore-
cedor del desarrollo. :

Para la graduscidn inicisl del pH en 7,5 ademés de
la lecheda de cel, se pueden emplear tamvién otros élcalis,
tales como lejie de sosa, carbonato sbddico, solucién smoniacsl,
carbonsto amonico, lejfs de potass, y otros.

Parz le neutrelizacidén de los Acidos orzgénicos que
aparecen por la bacteria del fcido propiénico son apropiados,
adewés del esrbonato de czlcio, también los hidréxidos slcali-
nog o hidrdxidos zlealinotérreos o hidréxido amdnico, que como
suspensidn o solucidn se pueden ezregar continuemente durante
el proceso de fermentacidn. De paso hay que nmantener el valor
pHl entre 5,5 y 7,0. Junto sl propionibacterium shermenii,
tembién esten indicedas otraes especies del genero propidni-
bzcterium tales como, por ejemplo P.freudenreichii, P. zea,

P. peterssonii, P. pentosaceum, y otros.

La marche del ensayo descrita anteriormente se pue-
de varier todavia de otra meners sin menoscabo del rendimiento
en vitemina B 12. Le relscidn de micelio & bagazo de melaze
puede oscilsr asi dentro de emplios 1imites. Les centidades
emplendas pers le inoculscion tmisbién pueden diferir sensible-
mente de las citedes mds erriba. Pueden oscilsr las mismes entre
5 y 35%, si bien meyores centidsdes de inoculscidn gerentizean

L, o, - Iy g !
un cureo rapido y libre de infeccion.
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Pars la mezcla {ntime lents estén indicados, adewbs
de los agitzdores, también bombas, maceradores de remocidn
esi como cuslquier otrs clese de fermentadores en s{ conocidos.

Como es cabido, el bagzzo de le melaza, segun sea
la procedencia de egta.Gltime y el curso de la fermeﬁtacién
precedente, presenta clertas fluctuunciones en cuanto al
contenido de egzucar, de nitrdgeno y ce sel wineral. Pars
equilibrar cstas diferenciss y pera sgegurar un curso vinle
forme de 1lu formacién de vitamine B 12 se pueden agregsr .
sustancias nutritives y zctives pars les becteriss del dcido
propidnico tales como por ejemplo, harine de pescado, hidro-
lizados de elwiddn o svero léctico o fosfato zudnico secuns
derio o hidrolizados de levadura o concentraedos de vitamina
B, y otros. Tembién se puede hacer uso de los sgentes en si

y&¢ conocidos, teles como o-fenilenodiswming y sales de cobalto.

Ejemnlo 2%

40 kg de wicelios (Aspergillus niger ) triturados
vy lsvedos, y 200 1 de bagaso de meluza procedente de lg fabri-
ceeidn Ge deido oitrico se mezelsn con 50 1 de suero léetico
v 0,25 kg de fosfato ambrico secunderio y 2,5 kg de carbonato
de caleclo, y se esterilizan durante 30 winutos a 1002 C. Acto
seguido se gredua el vslor pH con lejia de soga en pH T.

| Al medio obtenido se le inocula con 20 1 de uns
éuspensién espesa de lactobacillus casei, el cual habia sido
cultivado & suero 1detico bajo adicidn de bagazo en cultivo
submerso. Al medio inoculsado se le remueve lentamente en un
fermentador (400 1) sin ventilacidn a 302 C durante 20 minu-

N : .2 . 4 .
tos, concluyehdo entonces la fermentacion del fcido léctico.
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Al sediaento ce le agregan ab ra 0,5 g de nitrato de
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cobalto y se le inocula con 20 1 de un cultivoe ds propionbacte-
riwn Freudenreichii 2e 48 horass de vida. 41 czbo de 3 — 4 dles
he concluido el desarrollo y la forwscitn de vitanina B 12, de
las bacterias propiénicas. i continuecién se suelta el sedimento

gy oa la 2dicidn de 300 g de sulfito scdico se le concentra con

cuidado & sequedad. Se obtiene un valioso forraje sdicional.
Mediante la feruentacidn precedente del dcido léctico

ge logra un aumento del rendimiento en vitamina B 12,

25 kg de pileos triturados (Asperhillus niger), 250 1 de
g8z0 de melaza de la fabrice¢idn del feido citrico, que se

obteiene después de le precipitscidn del deido eftrico en forma

de sal cédlciea, 50 1 de leche fresca Gesnatada (le adicidn de

leche se puede sustitulr por otras fuentes apropiadas de alibdni-

ne o de hidrédto de csrbono, tales como harins de soja o suero

léctico en poivo), 0,5 kg Se fosfato auwdnico secundario, 25 kg

de carboneto de calcio y 200 1 de aguea se esterilizan por cocﬁén.

Se inocula con un cultivo de una cepa - formadora de nisina -

de.Streptodocus lactis (Wsttick, A.T.R.; Hirech, 4. Nature

(Tond) 154 (1944) 551; Hirsch, A. ¢ J. Gen. Microb. 5 (1951)

208). Una vez concluide el desarrolio de Streptococus lactis

se inoculaz el fermentador con 25 1 de un cultivo de ﬁropioniu

bacteriva f:eudenreichii. De spués de un periodo de fermentacidn de

3 -4 dfes se seca el sedimento y suministra un forraje adicional

con efecto antibidtico y con actividad de vitamina B 12. Merced

2l contenido de &cido propidmico, dcido léctico y nisina, este

producto esté perfectamente indicado como medios de ensilaje.

Une ventaja singular eg que se iampiede el desarrollo de bucterias

del {cido butirico ¥ que los forrajes de ensilar obtenidos contie-
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- nen udicionalmente, la vuliosa vitamina B 12.

Ejemplo 4:

100 1 de bagzzo de melazs de la fabric&cién de &cido
cftrico por.fermentacién, tal y somo sale después de lu pre-
ciyp. tacidn del feido citrico en forme de citrato calcico,
se mezclan con C,1% de fosfato amoéni co y 0,5% de carionato
cédleico y se esberilizan en un correspondiente fermentador.
Después del enfriamiento hasta unos 302 C se agrega al sedi-
mento un 5% de micelios enmohecidos de la fermentacidn del
fcido citrico sin esterilizecidn precedente, En caso necesa-
rio se yradda el valor pH con lechada de cal 6 dcido sulfu-
rico en pH 6,5 y ¢l medio preparsdo de esta menera se inocula
con 10 1 de un cultivo estable de bscterias del Acido propié-
nico. Al medio inoculedo ge le somete entonces dursnte 3 - 4
dizs & una fermentacidn anserobisa, removiendolo degpicio
gl wismo tiewpo, a une temperature de 25 - 30?2 C. & continvge
cidn, con cuidsdo, se concentra por eveporacidn todo el liq,i-
do de fermentszcidn obtenido y se le seca, se obtienen 10 kg
deun producto seco que contiene vitamine B 12, que es un fo-
rreje adicional con excelente efecto para el desarrollo.

Y

En lugar del micelio de la fermentecidn del dcido
citrico se puede emplear también con el mismo exito el mkcelio
de la fermentacidn del &cido gldéénico o fumérico, o bien de
1z fobricacidn de entibidticos. En la misue forma que un cul=
tivo estable, también es apropiado un cultivo obtenido bajo

« ! N « 7 . 4
rewocion o agiteeion simultanea.

Ejemplo b5:
90 1 de bzgezo de melsza con une densidad de 1,04 y
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son un contenido de azucaer invertido de 1,2% y 10 kg de mice-
lio Aspergillus n{ger trifturzdo procedente de le fabricaeidn
del 4cido citrico se mezclen con 100 g de fosfato aménico
secundario; 0,8 g de cloruro de cobalto y 500 g de carbonato
célcico. Después de graduer el valor pH en pH 7,5 con lejia
de sosa ge esteriliza el medio de cultivo en un fermentador
vor calentamiehto hasta 100 8 C durante una hore. El fermen-
tador de 150 1 de capucidad estd equipsdo con un agitedor
de 60 revoluciones/minuto. Cuando el medio esterilizado se
he enfrisdo hasta 302 C,4se inocula el sedimento bajo condi-
clones estériles con 10 1 de un cultivo de propionbacterium
shermenii de 48 hores de vida. El desarrollo y le forme-
cidn de vitamina B 12 de las bacterias de #cido propidnico
se realize bajo removiodn lenta a 302 C. Al cebo de cuetro
dfas el medio contiene 2,3 mg de B 12 por 1. Secando cuida-
dosamente todo el sedimento ( e 70 ¢ C como méximo) ge Ob=
tienen 10 kg de un forraje adicional favorecedor del desarro-
1lo, con un contenido de vitamine B 12 de 20 mg vit.B 12 por

kgo

e =1NOTA .-,

Se reivindica como nuevo y de propia invencién:

1.~ Mejoras introducides en el objeto de le Patente
prihcipal N¢ 231,293 sobre procedimiento para el trastamiento -
de residuos de destilacidn de les melazas con microorganismos
carccterizadas porque bara la preparacidn de un medio de
cultivo pers becterias del dcido propidnico bejo formecidn
de vitamine B 12 se inocula con bacterias proPiénicas el bo-

g820, de las industrias de feruentacidn transformadoras de
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melezs de micelios u otros autolizados, hidrolizados, termolizados
¥y se les somete a una fermentucidn anserobia. -

| 2.~ Mejoras segun le reivindicscidn 1, ceracterizadas
porque como bacterias del écido propionico se hace uso de pro=
pionibacterium freudenreichil, propionibacterium shermanil, propio
nibacterium zea, propionibacterium peterssonii, propionibascterium |
pentosaceum, y otras.

3¢— Mejorss segin reivindicacidn 1, caracterizades

porque después de una fermentacidn de:écido léctico, se ino-
cule el substrato'nutritivo con bacterias del écidoapropiénico ¥y
ge le somete a une fermentacidn aneerobia.

4.- Mejoras segun reivindicecién 1, ceracterizadas por—

que después de 1la inoculscidn con formedores Ge nisina, el substre-

to nutritivo es mezclado con bacterias del 4cido propidnico ¥
sometido & una fermentacidn anaerobia.
5.~ MEJORAS INTRODUCIDAS EN EL OBJETO DE LA PATENTE
PRINCIPAL N9 231.293 sobre "PROCEDIMIENTO PARA EL TRATAMIENTO
DE RASIDUOS DE DESTILACION DE LaS MELAZAS CON MICROORGANISMOSY.
Tal como se describe y reivindice en la presente
llemoria Descriptive que congta de nueve hojas escritus a méqui-

na por una sola care.

ﬁIadrid, 2 2 MAR, 1960
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