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El invento concierne a la obtencién o reé%
cuperacién de vitamina 312 v de otras cobalaminas micro- %
bioldgicamente activas.a partir de los liquidos de fermen%
tacién que contienen dichas éustancias activas, en la for%
ma de un concentrado aproplado tanto para la preparacién %
de vitamina 312 cristalina como también para la preparacién
de un aditivo _para piensos que contlene vitamina 312, otras
cobalaminas biolégicamente activas y factores de creci- i
miento, as{ como grandes cantidades de proteinas. %

Es sabido que la preparacién de vitamina |
B12 v de preparados que contienen vitamina B12 tiene lu-
gar en general descomponiendo o disgregando los cuerpos
de bacterias en los liquidos de fermentacién obtenidos por
ejemplo por fermentacidn con metanobacterias o propioni- »
bacterias, y liberando de este modo la vitamina By, acu-
mulada en los cuerpos de bacterias y llevéndola a un medié
liquido, llevando luego desde este medio a la vitamina |
Byos POT concentracién o por adsorcién, a un menor volu-
men, y transformando el concentrado obtenido de este modoi

mediante operaciones de purificacién adicionales en vita-:

mina Bia cristalina, o preparando a partir del concentra- |

i

tdo citado preparados de aditivos para piensos. Tales pro=-

cedimientos tienen on obstante la grave desventaja de queé

a la vitamina By,, que originalmente se habia obtenido in=

icluida en los cuerpos de bacterias que constituyen apro=-

ximadamente 1% del liquido de fermentacidn, se la trans-

fiere durente la descomposicién a un gran volumen de 1li-

quido, después de lo cual se la debe transformar luego, i

‘mediante operaciones de concentracién complicadas y ricas’
] .

.en pérdidas, de nuevo en un concentrado de pequeilo volumen
i ;
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con el fin de ﬁoder recuperar la vitamina Blé‘ Esta des=-
ventaja es especialmente importante en el caso de los pre~
parados de aditivos para piensos, dado que el precio de '
estos productos, mucho més bajo en comparacién con la vi-g
tamina B,, cristalina, no puede cubrir los costos de las
operaciones de concentrgcién citadas.,

‘Con el fin de eliminar esta desventaja, ya
se ha introducido un procedimiento segin el cual la masa ’
de microorganismos contenida en el liquido de fermentacién.
es precipitadamente la adicién de diferentes sustancias
coaguladoras de proteinas o formadoras de precipitados, o
de aditivos floculadores o absorbentes, medianbte ajuste
apropiado del valor del pH o mediante medidas similares, ,
se separa la bio-masa obtenida de este modo por filtracidn,
por decantacién o centrifugacidén y se transforma la masa .
de volumen relativamente pequefio, asi obtenida, en el con{
centrado de vitamina By, (para la preparacidn de vitaminag
B12 cr%stalina o eventualmente de preparados de aditivos :
para piensos que contienen vibamina 312)' ‘

Estos procedimientos tienen la misién de
concentrar a un volumen lo mds pequefio que sea posible,
mediante la precipitacidén, la masa de microorganismos que
contiene la vitamina B12 ¥ otras sustancias valiosas. Esté
método de la concentracidn puede ser ventajoso en el caso;
de la preparacién Ge vitamina By, cristalina, dado que eni
la disgregacidn o descomposicidén de la sustancia activa af
partir de un volumen pequefio se disminuyen también las pér}
didas y el trabajo necesario para el procedimiento ligadog

necesariamente con la concentracién a partir de un gran ;

volumen; no obstante, si se quiere preparar también aditi-
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R R

vos para Diensos que contienen vitamina 312 entonces, ‘
ademds de las ventajas citadas, aparecen también desven- i
tajas, dado que los productos quimicos o agentes adsorben%—

tes utilizados para la precipitacidn no pueden ser elimi-s

nados de manera rentable desde los preparados de aditivos?

|
para piensos, pero su permanencia en el producto acabado

es no obstante indeseable desde el punto de vista de la ‘
nutricidn, dado que los productos quimicoé téxicos o per4
judiciales para la salud de los animales (por ejemplo 1a%
sales de metales pesados utilizados para la precipitacién
de las proteinas) hacen enteramente inutilizable al pro- 5
ducko para fines de mutricidn, y también los agentes de
precipitacién o adsorbentes inertes, no téxicos constitu-
yen en los preparadds de aditivos para piensos suétanciaé
inactivas supérfluas y algunas veces también perjudicia-
les, no aptas para ser digeridas.

Se ha encontrado shora que se puede lle-
var a cabo de modo muy ventajoso la concentracién de la

vitaminae B12 a pequefios vollmenes y que se puede breparan

un concentrado excelentemente apropiado en primer lugar

para la produccidén de preparados de aditivos para pien-~ é
sos, pero también bien utilizable para la obtencién de
vitamina B,, cristalina, libre de sustancias inactivas
no aptas para ser digeridas, e incluso otras sustancias
nutricias proteinicas valiosas, si se mezclan los liqui~§

dos de fermentacidén obtenidos por la fermentacién Bl2’

realizada con metanobacterias o con propionibacterias,
con pequeflas cantidades de sustancias adsorbentes utili~:
zables bioldgicamente, es decir con la suspensién acuo-

sa de las sustancias de procedencia bioldgica cuyas par-.

.. 383983



6.X.1970

10

15

20

25

30

ticulas tienen gran carga positiva y de este modo pueden
adsorber por acciones electrostdticas y gravitatorias los
pequenos cuerpos de bactéiias de carga negativa (de 1 a

3 /u-de tamafio) presentes en el liquido de fermentacidn y

que contienen la vitamina B producida. La adicibén de di-
chas sustancias adsorbentes orginicas hace posible y favo-%
rece de este modo la separacidn o divisidén de los cuerpos ;
de bacterias que conbtienen vitamina y por consiguiente hasi
ce posible una concentracidén pricticamente total del con- ;
tenido de vitamina B12 en una llamada bio-masa acuosa,

' Como "sustancias adsorbentes bioldgicamente

jutilizables" se entienden dentro del sentido del presente
invento las sustancias orgénicas de estructura celular o
granular que consisten principalmente en proteinas o en
darbohidratos que son digestibles para los animales que
consumen el aditivo para piensos y no son téxicas, y tam- :
bién poseen de por si un valor nutritivo y/o otras propie-?
dades fisioldégicamente ventajosas. Como tales sustancias ‘
adsorbentes bioldgicamente utilizables pueden utilizarse
por ejemplo engrudo o suspensién de almiddén, suspensidn de%
levadura, suspensiones de micelios concentradas de otros ‘

hongos y suspensiones de células similares de procedencia,

natural, digestibles, libres de sustancias toéxicas. De
acuerdo con los ensayos de la firma solicitante, estas i
sustancias adsorbentes utilizables biolégicamente pueden

ser afiadidas en cantidades de 0,01 a 5,0%, ventajosamente

de 0,01 a 1,0% con relacidn al liquido de fermentacidn.

Estos porcentajes se refieren en cada caso al contenido de’
i . ) f
gustancia seca de la sustancia adsorbente utilizada.

i

i' Durante la separacibn se arrastran enbonces'
!
i
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los cuerpos de bacterias que contienenAvitamina B12 por

|

las particulas de la sustancia adsorbente utilizable bio= |

légicamente y de este modo se alcanza una sedimentacidn |
féeil y répida de toda la bio-masa; de este modo se obtie%
ne, a partir del liquido de fermentacidén que original- E
mente contiene 1% de sustancia seca, una bio-masa acuosa :
con un contenido de sustancia seca de 15 a 20%, que con= 5
tiene précticamente toda la actividad By, del mismo, la E
. cual junto con la vitamina By,y que procede del 1{quido

10 de fermentacidn, factores de crecimiento y proteinas de
cuerpos de bacterias, contiene tembién las sustancias or=
!génicas también valiosas de la sustancia absorbente bio-
légica. Esta bio-masa separada por sedimentacidn, decan-
bacibén, ventajosamente por separacidn o centrifugaciébn,
15 puede ser secada luego en dispositivos apropiados para
ello, por ejemplo en un secador de tambor giratorio, ¥y
de este modo se obtiene un preparado apto para el almacené-
miento, seco, con elevado contenido de vitamina 312 y de l
proteinas, que puede ser utilizado como aditivo para pien-

20 808 o puede ser llevado directamente al comercio.

El producto obtenido del modo anterior pue{
de ser tratado no obstante también para la obtencién de

%
vitamina 312 con una calidad apropiada para fines terapéuﬁ

{
ticos humasnos. Para este fin, el polvo seco es ajustado

25, ~ ;en metanol al 70%, mediante la adicién por ejemplo de le-;

: 'ala de sosa al 50-96%, convenientemente al 70%, a un valoﬁ
‘de pH de 8-9, y se agita durante 30-40 minutos a 40-502°C,

d1s01v1éndose la vitamina Bl2 en el metanol. Esta extrac—:

[}

5016n se puede llevar a cabo ventajosamente en presencia
50 'de 0,01 hasta 0,5% de tiocinato de amonio, de cianhidrina
!

6.%.1970 -6 '38 3983
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minio de Brockmann y es llevada a forma cristalina.

'de benzaldehido o de formiato de amonio. Luego la solu- }

ién es separada por decantacidén o filtracidén y es eva~ i
i

porada, y la vitamina B12 bruta obbenida como residuo de

vaporacién es purificada de la manera usual, por ejemplo:
|
or adsorcién sobre una columna rellena con éxido de alu~-

i

El invento es por lo tanto un procedimien-

i

to para la preparacibén de concentrados de vitamina B,, con

levados contenidos de proteinas, secos, apropiados para

la utilizacién como aditivo para plensos o para la obten=- -

ién o recuperacidén de vitamina Byo cristalina, el cual es-

t& caracterizado porque al liquido de fermenbtacién que

ontiene vitamina 312’ obtenido por fermentacidén por ejem—
lo con metanobacterias o proplonibacterias, se ailaden

ustancias adsorbentes bioldégicamente utilizables, conve-

nientemente una suspensién de células de levadura, de mi- .

elios de hongos o de almiddén, en cantidades de 0,01-5,0%,

convenientemente de 0,01-1,0%, luego se separa la sustancia

6lida suspendida por sedimentacidn, decantacién o por se-

paracidén y/o centrifugacidén, y se seca. El producto en for-

ma de polvo seco obtenido de este modo puede ser utilizad@

n esta forma, directamente o después del mezclado con i
tras sustancias nutricias o piensos de por si conocidas,

omo un aditivo para piensos que contiene vitamina By, ¥ :
}

roteinas, pero también puede ser tratado - como concentra-

o que contiene vitamina 312 en grandes cantidades y de :
orma fécilmente recuperable - de medo muy venbajoso para i

a recuperacidén de vitamina By cristalina.
El procedimiento de acuerdo con el inven- °

o muestra, en comparacién con los procedimientos utiliza-:

383983
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dos o conocidos hasta ahora para la recuperacidén de vita-é
mina By, y/o0 para la produceidn de preparados de aditivosé
para piensos que contienen vitamina BlZ’ las siguientes %
ventajas: %
1.~ El nuevo procedimiento es esencialmen~;
te mAs sencillo que la btecnologfa utilizada hasta el mo=- %
mento, que exige una puesta en ebullicidn, una filtraciéni

una precipitacién y otras operaciones complicadas y ricas

en pérdidas.

2.~ Los dispositivos voluminosos y costosos

ubilizados en los procedimientos equivalentes, tales como

reactores de descomposicidén o disgregacidn por calor, f£il-
! tros prensa, etc no son necesarios; los dispositivos de
este tipo que ya se encuentran a disposicidn en funciona-
miento pueden ser empleadoé para otros fines.

2.~ HL nﬁevo procedimiento hace posible
la preparacidn mis rentable, en comparacidén con el proce-
dimiento equivalente, de un preparado de aditivo para pieﬁ-
sos resistente y estable, que contiene grandes cantidades

de proteinas y vitamina By, u otros factores de creci-

miento digestibles, con elevado valor nutritivo, buen sa-

- bor, buen olor y buen aspecto.

| 4.~ El mismo producto, que es ubtilizable

. directamente como aditivo para piensos acabado, puede ser

ubilizado sin modificacién del procedimiento como sustan-

%cia de partida para la preparacién de vitamina B12 eris— .
{ talina, con lo cual el procedimienbo puede ser ajustado
i

¢ A . . . :
ide modo flexible y en proporcicnes cuantitativas cusles- -
%quiera, con minimas necesidades de dispositivos, de per- -
]
i
\
i

sonal de brabajo y de materiales, a las dos ramas de pro=~

- 383983
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duccidn.
5.~ El procedimiento suministra una sustan—;
cia de partida para la preparacidn de vitamina B12 suscep—f
tible de ser tratada ulteriormente de modo tecnoldgicamen-:
te ventajoso. f
6.- E1 procedimiento se puede aplicar de maQ
nera igualmente ventajosa para el tratamiento de los 1li- §

quidos de fermentacidn obtenidoé por fermentaciones realiza-

das con metanobacterias o con propionibacterias, con uti-

%izacién de sustancias de partida cualesquiera y susbtancias

nutricias cualesquiera.

{
|

|

es explicado con més detalle mediante los siguientes ejem-

El procedimiento de acuerdo con el invento

blos:
Ejemplo 1: 10 litros de un liquido de fer-
mentacién obtenido por fermentacidn con metanobacterias,

cuyo contenido gldbal de vitamina Bl2’ medido por cromato-

" grafia en papel y cuyo factor IIT activo microbiolégica-

mente era de 82.000 meg/l0 litros, fueron mezclados vigo-

fosamente con 60 g de levadura (Baccharomyces cerevisiae)

ge 20% de contenido de sustancia seca suspendidos en 400

‘ El de agua, y con 20 g de fécula de pabata suspendidos en

"7 100 ml de agua. Luego la mezcla fue centrifugada durante

|
g-2 minutes con 5000 vueltas/minuto. Se obtuvieron 452 g
ﬁe precipitado; este fue exteniide sobre placas, fue seca-

do en la estufa de secado a 1202C, fue desmenuzado y moli-

I
do, y luego fue btamizado. De este modo se obtuvieron 92,0 g

ﬁe producto final seco.

i

§ 1l g de este polvo seco fue suspendido en
;OO ml de agua, la suspensidén fue ajustada a pH = 4,8=5,2

?

| -9 -
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y fue puesta en ebullicidén durante 10 minubos. Luego 1la é
suspensién fue centrifugada, el precipitado fué desechadoi
y en el liquido se determind, por cromatografia en papel,é
la cantidad tobtal de las cobalaminas microbiolégicamente t
activas, El valor encontrado fue de 680 mcg; por consi-
guiente, el producto con un peso de 92,0 g contenia en
total 62,320 meg de sustancia activa, lo cual correspondef
a un rendimiento de 86%. ;
Ejemplo 2: 10 litros de liquido de fermenta~%

cibdn de una fermentacidén realizada con Propionibacterium

shermannii, cuyo contenido de vitamina B12 era de 100,000
:mcg/l, fueron mezelados con las cantidades de levadura y
de almidén indicadas en el Ejemplo 1; del modo alli des=-
crito se obbtuvieron 405 g de precipitado htmedo. El trata-
miento y la determinacidn del contenido de cobalamina tu-
vieron lugar como en el Ejemplo 1; se obtuvieron 81,0 g
de producto de color gris claro con un contenido de vita-
mina B,, de 890 meg/g; el conbenido total del producto con
un peso de 81,0 g era por lo tanto de 72,000 meg, lo cual
corresponde a un rendimiento de 72%.

Ejemplo 3: Por tratamiento de 10 litros de
iliquido de fermentacidén con metanobacterias del modo des~;

crito en el Ejemplo 1, se obtuvieron 87,5 g de producto
14

. i final seco, con un contenido total de vitamina 312 de

50,700 g. Este producto en forma de polvo fue mezclado in=-

étensamente en un matraz de fondo redondo de 1l litro con
i

450 ml de metanol al 70%, el valor del pH fue ajustado a

1 845-9,0 con lejia de sosa al 30%, la mezcla fue mezclada '
%con 1,0 g de tiocianato de amonio y fue mantenida en baiio

‘Maria, con vigorosa agitacidén continua, bajo un refrigera-

-10 -
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dor de reflujo durante 35-40 mimutos a 40-502C, Después de
la terminacién de la extraccidén y despuds de sedimentar é
durante 10 a 15 minutos, se decantd la solucidn coloreadai
de rojo transparente en un matraz con succidn de 500 ml, |
el precipitado fue llevado sobre el filtro, y la solucién
todavia remanente en el precipitado fue succionada bajo %
vacio de trompa de agua en la cantidad principal de la so;
lucibén. Después de la filtracidén con succibn, el precipi—i
tado que se encontraba sobre el filtro de succidn fue 1a—;
vado ulteriormente de modo adicional con un total de 50 |
a 60 ml de metanol al 70%, en pequefias porciones.

Se obtuvieron en total 530 ml de filtrado. La
solucidn fue liberada de metanol por concentracién en va-
cio, quedaron como residuo 150 ml de solucién acuosa, cu-
yo contenido global de vitamina 312’ determinado por cro-f
matografia en papel, era de 35.490 mcg. Rendimiento: 70%.‘

Esta solicitud, gque corresponde a la presenta;
da en Hungria el 26 de septiembre de 1969, bajo el nﬁmerof
RI-377, se acoge a los beneficios del articulo 51 del Vi

gente estatuto sobre Propiledad Industrial.

REIVINDICACIONES

Ios puntos de invencidn propia y nueva que se’

- i presentan para que sean objeto de esta Solicitud de Paten~-

te de Invencidn en Espafia por VEINTE afios, son los siguiep—

-n- 383003
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l.- Procedimiento para la preparacién de con-i

centrados de vitamina B, secos, con elevado contenido dd
i
5 a piensos o para la obtencién de vitamina 312 cristalinaﬁ

k]

caracterizado porque al liquido de fermentacidén que con~ ;

proteinas, apropiados para la utilizacidén como aditivos

tiene vitamina 312 obtenido por fermentacién por ejemplo

con metanobacterias o propionibacterias se afladen sustan—
% cias adsorbentes bioldgicamente utilizables,conveniente-
10 ; mente una suspensibén de células de levadura, de micelios
de hongo o de sus almidones en cantidades de 0,01 hasta
' 5,0%, convenientemente de 0,01 a 1,0%, luego se separa la
sustancia sélida suspendida por sedimentacién, decanta-
: c¢idn o separacidén y/o centrifugzcidn, y se seca.
15 2.~ Procedimiento segfn la reivindicacién 1,
caracterizado porque (calculado con relacidn al peso de
la sustancia seca) se utiliza 0,01 hasta 1,0% de levadura
como adsorbente bioldgicamente utilizable.
3.~ Procedimiento seglin la reivindicacidén 1,
20 | caracterizado porque (calculado con relacidén al peso de
la sustancia seca) se utiliza 0,01 hasta 1,0% de almiddn

como adsorbente bioldgicamente ubilizable.,

4,~ Procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado porque se afiade al liquido de fermentacidn
. en calidad de adsorbente bioldgicamente utilizable una
’27!suspensién acuosa qué contiene en total (ecalculado con

relacién al peso de la sustancia seca) 0,01 hasta 1,0% de

levadura y almidbén, convenientemente fécula de patata.

i
.
1
s
i
¥

5.~ Procedimiento segfin la reivindicacién 1,

- 30 : caracterizado porque a partir del concentrado en forma de

i -2- 383983
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polvo seco obtenido se extrae la vitamina By, con un di~;
solvente que coagula las proteinas, ventajésamente con |
metanol al 50-96% y a partir de la solucién se obtiene |
la vitamina B12 de manera de por si conocida. :

6.~ Procedimiento segln la reivindicacién 5,2
caracterizado porque la extraccidén de vitamina B12 se ?
lleva a cabo a 25 hasta 502C, convenientemente en presen%
cia de 0,01 hasta 0,5% de tiocianato de amonio, cianhi- i
drina de benzaldehido o formiabto de amonio.

7.— Procedimiento para la preparacidén de con-
centrados de vitamina By, secos, de elevado contenido en
proteinas, |

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de trece hojas escritas
& miquina por una sola cara. , :

Madrid, 13 0CY i _:
P.A.
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