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k57 Resumen:
Procedimiento para la producción de vitamina B12 a
partir de residuos contaminantes de la industria ci-
tŕıcola.
Cultivar la cepa Propionibacterium shermanii ATCC
13673 empleando como sustrato jugo recocido de
aceite esencial de limón tratado con hidróxido de so-
dio y suplementado con una fuente de nitrógeno y
en presencia de una fuente de cobalto, a un pH com-
prendido entre 6,5 y 8,2 y a una temperatura com-
prendida entre 28 y 32 ◦C.
El procedimiento tiene una doble aplicación indus-
trial: producción de vitamina B12 y aprovechamiento
de residuos altamente contaminantes para el medio-
ambiente.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la producción de vitamina
B12 a partir de residuos contaminantes de la in-
dustria citŕıcola.
Campo técnico de la invención

La presente invención se encuadra dentro del
campo técnico del tratamiento y aprovechamiento
de los efluentes industriales que son nocivos para
el medioambiente.

Más espećıficamente, la presente invención pro
pone un nuevo procedimiento para la obtención
de vitamina B12 a partir de los residuos altamen-
te contaminantes provenientes de la industria ci-
tŕıcola.
Estado de la técnica anterior a la invención

Los grandes avances tecnológicos de la época
actual en los diferentes campos industriales tiene
como consecuencia el deterioro medioambiental
debido a la eliminación de grandes cantidades de
efluentes y residuos altamente contaminantes que
dañan gravemente el medioambiente y los ecosis-
temas, sin olvidar tampoco la contaminación pro-
ducida por las aguas y lodos procedentes de los
residuos domésticos en las ciudades.

Tiene por lo tanto un gran interés industrial y
ecológico el aprovechamiento de todos estos resi-
duos con un doble objetivo, a saber, la reducción
significativa del volumen de contaminantes y la
transformación de los mismos en substratos útiles
para diferentes finalidades industriales.

En esta ĺınea, la presente invención se dirige a
la obtención de concentrados productores de vi-
tamina B12 a partir de residuos o desechos proce-
dentes de las industrias.

Como es bien sabido, la vitamina B12 es una
sustancia terapéutica muy importante utilizada
para el tratamiento médico de la anemia perni-
ciosa, aśı como antineuŕıtico, antirreumático, de-
sintoxicante y en otras afecciones humanas. En
la industria alimentaria se emplea como comple-
mento alimenticio y en veterinaria como factor de
crecimiento.

Un tipo de residuos especialmente abundante
y contaminante de la cuenca y zonas mediterrá-
neas es el correspondiente a la agroindustria citŕı-
cola y a la agroindustria de la aceituna. Aśı son
especialmente contaminantes y agresivos el jugo
recocido que queda como sobrante del proceso de
obtención de aceites esenciales de limón, de resi-
duos del proceso de extracción y/o concentración
de jugos de naranja, toronja, etc. al igual que
el alpech́ın derivado de los procesos industriales
olivareros.

La industrialización de ćıtricos en España con
aproximadamente una producción de 220.000 TM
(Zaragoza y Trenor 1989. Congreso de Citricul-
tura de la Plana), entre ellos el limón, proporciona
como productos principales: aceite esencial de
limón destilado, centrifugado, jugo concentrado,
cáscara seca, etc. y como subproducto de la des-
tilación el residuo llamado jugo recocido. La can-
tidad de este producto, unida a todo los desechos
o subproductos del volumen general procesado de
los ćıtricos, es de grandes proporciones.

El jugo recocido o subproducto del limón se
utiliza, a su vez, industrialmente en forma even-
tual para la obtención de ácido ćıtrico ya sea por
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precipitación o fermentación, generando con ello
un grave problema de eliminación de residuos y
de contaminación ambiental.

El objetivo principal de esta invención es la
utilización para la obtención de vitamina B12 de
los diferentes residuos de la industria citŕıcola
como substratos sustituyentes de los diferentes
medios sintéticos utilizados hasta ahora, lo cual
representa ingresos significativamente más altos
que la obtención de ácido ćıtrico y más si se tiene
en cuenta que la producción convencional de vita-
mina B12 a partir de las fuentes de carbono habi-
tuales resulta antieconómica por el precio de los
materiales de partida.

Los primeros trabajos de investigación relati-
vos a la obtención de vitamina B12, corresponden
a Leviton y Hargrove (Leviton, A. y Hargrove
R.A. 1952 Microbiological Synthesis of vitamin
B12 Propionic acid bacteria. Industri & Enginf.
Chem. Vol 44, No. 11:2651 -2655) a partir de los
cuales se ha ido produciendo un continuo desarro-
llo y perfeccionamiento de los procesos siempre
evolutivos en la producción de vitamina B12 con
el empleo del inóculo Propionibacterium Freuden-
reichii (ATCC 6207) y la selección de los mejo-
res medios y substratos. Sin embargo, la relación
coste/beneficio sigue sin ser suficientemente ren-
table desde el punto de vista económico.

Frente a los inconvenientes de la técnica an-
terior, la presente invención proporciona un pro-
cedimiento para la obtención de vitamina B12 a
partir de sustratos muy económicos, los desechos
de la industria citŕıcola, al tiempo que permite un
aprovechamiento racional de los mismos.

Además la invención tiene un gran interés
ecológico y medioambiental al posibilitar una im-
portante reducción de contaminantes agresivos en
las zonas de cultivos y su procesado como lo son
las zonas mediterráneas.
Descripción detallada de la invención

La presente invención tal y como se indica en
su enunciado, se refiere a un procedimiento para
la producción de vitamina B12 a partir de los resi-
duos de la industria citŕıcola. Con esta invención
se pretende modificar radicalmente los caminos
tecnológicos hasta ahora conocidos para produ-
cir vitamina B12 con sustratos novedosos muy
económicos y totalmente diferenciados de los con-
vencionales. Dichos sustratos, además, están re-
presentando en la actualidad importantes fuentes
de contaminación ambiental, por lo que su posible
aprovechamiento tiene gran interés ecológico.

Más espećıficamente, la presente invención se
basa en la adecuación de los efluentes de la indus-
tria citŕıcola particularmente del jugo recocido del
aceite esencial, como sustrato idóneo en los pro-
cesos de fermentación anareóbica y aeróbica con-
ducentes a la obtención de la vitamina B12.

La composición del sustrato propuesto pre-
senta un análisis t́ıpico medio como sigue:

La composición media del jugo recocido de la
industria citŕıcola:

Manganeso 1,5 ppm
Cobre 0,85 ppm
Magnesio 8,0 ppm
Hierro 16,85 ppm
Cinc 4,2 ppm
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Cromo < 3,0 ppm
Fósforo 15,95 mg/100 ml
Azúcares totales 1,5 %
Nitrógeno 0,06621 g/100 ml
Acidez 5,426 %
Aceite esencial 0,02 % v/v
Grado Brix 8,6 %
pH 2,5

Como puede observarse del anterior análisis,
el substrato es bajo en fósforo y nitrógeno, por lo
que con solo corregir estas deficiencias se tiene un
buen medio para fermentación.

El solicitante, tras el desarrollo de sus traba-
jos de investigación, pudo comprobar que el mi-
croorganismo más adecuado para los fines de la
presente invención era el Propionibacterium sher-
manii ATCC 13673.

El procedimiento de la invención por tanto,
se llevó a cabo empleando este microorganismo
y utilizando, como medio base, jugo recocido de
limón tratado con NaOH aproximadamente (500
ml/l).

Este medio se suplementa con agua de coci-
miento de máız como fuente adicional de nitróge-
no (en una cantidad adecuada para proporcionar
aproximadamente 315 mg de N2/100 ml, lo que
equivale a unos 60 ml/l.

El proceso de fermentación se lleva a cabo ino-
culando con una suspensión del microorganismo
al 10% v/V aproximadamente durante unos 3
d́ıas.

Las condiciones de fermentación más adecua-
das son:

- 3 d́ıas anaerobiosis
- 3 d́ıa aerobiosis, con agitación
El control del crecimiento del microorganismo

en el medio se lleva a cabo por métodos conven-
cionales, por ejemplo, el de Carpenter (Carpen-
ter, P.L. 1969. Microbioloǵıa, 2a. Edición Edit.
Interamericana pp 205).

La separación de las células y caldos se lleva a
cabo por centrifugación, preferentemente a 12.000
rpm durante unos 20 minutos.

La presencia y contenido de vitamina B12 se
determina en las células en base a la metodoloǵıa
propuesta por Fisher (Fisher, R.A. 1954, Rapid
spectrophotometric determination of vitamin B12
in microbial material. J. Agr. Food Chem. 1:
951-953) y, en caldos, por el método de Rudkin
(Rudkin, G.D. y Taylor, R.J. 1952. Chemical me-
thod for determining vitamin B12. Anal. Chem.
24: 1155-1156).

El tratamiento con NaOH del jugo recocido
tiene como finalidad proporcionar mejores rendi-
mientos de vitamina B12 y menos problemas de
precipitación.

Evidentemente, es preciso llevar a cabo el pro-
ceso en presencia de una fuente de cobalto. Aśı,
el medio se suplementa con CoCl2.6H2O (aproxi-
madamente unos 5 mg/l).

El pH del medio de fermentación debe con-
trolarse dentro del rango de 6,5 a 8,2 estando los
niveles óptimos entre 7,0 y 7,5. Deben evitarse
los pH muy alcalinos o muy ácidos para evitar la
degradación del producto terminal en el primer
caso y la inhibición del crecimiento del organismo
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con el segundo.
La temperatura de fermentación debe man-

tenerse entre 28◦ y 32◦C, siendo la temperatura
preferida de 29-30◦C.

Puede resultar especialmente ventajoso llevar
a cabo el proceso de fermentación en presencia de
5,6-dimetilbencimidazol, que es un precursor de
la vitamina que según Janicki (Janicki, J. y col.
1954, Acta Microbiol. Pol. 3:3) puede actuar
como potenciador acelerante del proceso. De he-
cho el solicitante ha podido comprobar que existe
una relación directa entre la adición de este com-
puesto y la producción de vitamina, la cual se ve
claramente aumentada, especialmente en condi-
ciones anaerobias.

También puede ser conveniente complementar
el agua de cocción de máız, como fuente de nitró-
geno, con NH4OH. Puede también incorporarse
un azúcar (dextrosa, por ejemplo) como fuente
adicional de carbono.
Modos de realización de la invención

La presente invención se ilustra adicionalmen-
te mediante los siguientes ejemplos, los cuales no
deben considerarse limitativos de su alcance.
Ejemplo 1

Este ejemplo se ha elaborado para ilustrar el
procedimiento de obtención de vitamina B12 de
la presente invención, partiendo de los efluentes
de la industria citŕıcola.

Se preparó un medio mezclando homogénea-
mente 1 litro de jugo recocido de limón, 60 ml
de agua de cocimiento de máız, 1,5 g de solución
acuosa saturada de hidróxido amónico, 20 mg de
CoCl2.6H2 o e hidróxido de sodio en la cantidad
necesaria para alcanzar un pH de 6,7. Seguida-
mente se añadió dextrosa al 10 % p/v y 10 mg/l
de bencimidazol.

Se inoculó este medio con Propionibacterium
shermanii ATCC 13673 al 10 % v/v.

Seguidamente, se llevó a cabo el proceso de
fermentación a una temperatura de 29-30◦C con
una primera fase anaerobia (3 d́ıas) y una segunda
fase aerobia (3 d́ıas) con agitación.

Tras la fermentación se separaron las células
y caldos por centrifugación a 12.000 rpm durante
unos 20 minutos.

Mediante este proceso, pudieron obtenerse 20,5
mg de vitamina B12.
Ejemplo 2

Este ejemplo se ha elaborado con el fin de
comparar la alta rentabilidad económica del pro-
ceso de la presente invención. Se efectúa un análi-
sis comparativo de costes en los procesos conven-
cionales de obtención de vitamina B12, con los del
proceso de la invención.

Como método convencional se emplea el de
Leviton y Hargrove, descrito en Inds. & Enging
Chem. Vol. 44. No. 11: 2651-2655. Se exponen
a continuación los resultados de los diferentes ex-
perimentos:
Experimento 1:
Medio A: 200 ml con 4 ml de lactato de so-

dio (0,6 g de ácido Láctico por
ml), 2 g de N-Z Amina (Tipo A)
0,6 g de extracto de levadura, 16
CoCl2
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Tiempo (horas) 24 48 96 144
Vitamina B12 (mg/l) 0,10 0,02 0,0 0,02

En este experimento la fermentación se llevó
a cabo con aireación.
Experimento 2
Medio: El mismo del experimento 1
Tiempo (horas) 24 48 96 144
Vitamina B12 (mg/l) 0,22 0,28 0,34 0,56

Este experimento se llevó a cabo en condicio-
nes anaerobias (pasando nitrógeno a través del
tubo de fermentación).

Para trasladar los resultados obtenidos ante-
riormente a mayor escala, los mencionados auto-
res llevaron a cabo otros dos experimentos para-
lelos empleando 2,5 1 de medio, con la siguiente
composición por litro: 10 g de N - Z Amina, 5 g
de extracto de levadura, 3 g de (NH4)2SO4, 20 g
de ácido láctico, 9,1 g de NaOH y 4 mg de CoCl2
6H2O;
Experimento 3
Tiempo (horas) 20 42 70 94
Vitamina B12 (mg/l) 0,0 1,0 1,0 1,0
Experimento 4
Tiempo (horas) 20 42 70 94
Vitamina B12 (mg/l) 0,0 0,9 1,1 1,0

Este experimento se concluyó en condiciones
de fermentación aerobia.

El costo de los reactivos empleados en el me-
dio o substrato de los experimentos anteriores 3 y
4, alcanza un total de US $ 120.56 para cada uno
de ellos (Cifra obtenida por cálculos proyectados
a un volumen de 2,5 litros y derivados de cada
uno de los precios actuales de los nuevos reactivos
utilizados en el medio o substrato láctico.- Con-
sulta de precios en el anuario Biochemical Orga-
nic Compounds for Research Diagnostic reagents.
Sigma Chemical Co. 1995-). Si se proyectan estas
cifras a un volumen semi-industrial de 50 litros de
fermentación, el costo de los reactivos que com-
ponen el substrato utilizado en cada experimento
alcanza un valor de US$2411.17.

Se estima que en el precio medio del gramo de
vitamina B12 en forma purificada fluctúa alrede-
dor de los 50.00 $US. En el catálogo Sigma 1995
el valor o precio para un gramo, es de 133.00 $US
en presentación de frascos de 100 mg y de $77.60
US para la Cyanocobalamina (V 6629) en frascos
de 250 mg.

La comparación a simple vista de estos datos
pone de manifiesto la no rentabilidad del método
convencional de Leviton y Hargrove.

Este proceso convencional está claramente
mejorado por Speedie y Hull (Speedie. J.D.
y Hull, G.W. 1960 Patente US 2.951.017) y
Pierrel (Pierrel S.p.A. 1965, Patente Británica
1.007.972). El esquema de obtención de vitamina
B12 por este proceso mejorado es el siguiente:
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Propionibacterium Liofilizadocon suero de leche
shermanii

cultivo madre

mantenimiento tubo de prueba substrato(a)
cultivo d́ıas incubación a 30◦C

1a. etapa frasco 2 lts. Erlenmeyer con
cultivo semilla 0,4 l de substrato(b) 2 d́ıas

incubación a 30◦C sin agitar

fermentador 30 lts. con 10
lts. substrato (c), incubado

2a etapa 24 horas a 30◦C anaerobica
cultivo semilla mente, pH 6,5 con solución

de NH4OH

fermentador 500 lts. con
340 lts. substrato (d) esteri-
lización 40 min. a 120◦C,
inoculado con 7 lts. semilla

cultivo principal cultivo 2a. etapa, incubado
a 30◦C 80hr anaerobicamen
te agitación lenta, 88hr.
aeróbicamente (2 m3/hr
con agitación) pH ajustado
con NH4OH acuoso.

Substrato (a): Tryptone 10 g., extracto de le-
vadura 10 g. jugo de tomate filtrado 200 ml., agar
15 g. a 1 litro de agua.

Substrato (b): igual anterior sin agar.
Substrato (c): Licor saturado de máız 20 g.,

dextrosa 90 g. a 1 lto. agua.
Substrato (d): Licor saturado de máız 40 gr.,

dextrosa 100 g., Cloruro cobalto 20 mg. a 1 litro
agua.

Mediante este procedimiento, se consiguen
producciones de vitamina B12 del orden de 25-45
mg/l aproximadamente.

El costo de los reactivos empleados en los dos
últimos sustratos (c) y (d) es aproximadamente
US$ 1.591,23.

Para fines comparativos, se establece arbitra-
riamente que el costo o valor inicial del jugo re-
cocido, como desecho industrial, empleado en el
procedimiento de la invención, es de US$ 0,008
por litro.

Si llevamos los costos expuestos a valores de,
por ejemplo, 340 litros de volumen de fermen-
tación, se tiene:

Proceso convencional, 340 lts. con un prome-
dio de 32 mg/litro para un total producido de
10,880 mg y un costo de US$ 1.591,23 Relación
económica = 6.83. (2,75 %)

Proceso de la invención, 340 lts. con un pro-
medio de 20.562 mg/litro para 6,991 mg y un
costo de US$ 28.17. Relación económica = 248.17
(97.25%).
lo que demuestra claramente la rentabilidad eco-
nómica del procedimiento de la presente inven-
ción.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la producción de vi-
tamina B12 a partir de residuos de la indus-
tria citŕıcola, cuyo procedimiento se caracteriza
por cultivar la cepa Propionibacterium sherma-
nii ATCC 13673 empleando como substrato jugo
recocido de aceite esencial de limón tratado con
hidróxido de sodio y suplementado con una fuente
de nitrógeno y en presencia de una fuente de co-
balto, a un pH comprendido entre 6,5 y 8,2 y a
una temperatura comprendida entre 28 y 32◦C, y
aislar la vitamina B12 del medio.

2. Procedimiento según la reivindicación 1,
caracterizado porque la fuente de nitrógeno es
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agua de cocción de máız, opcionalmente comple-
mentada con NH4OH.

3. Procedimiento según las reivindicaciones 1
y 2, caracterizado porque la fuente cobalto es
CoCl2.6H2O.

4. Procedimiento según las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque el cultivo se
lleva a cabo en presencia de 5,6-dimetilbencimi-
dazol como potenciador.

5. Procedimiento según las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque se incorpora
adicionalmente al medio de cultivo un azúcar
como fuente de carbono.

6. Procedimiento según la reivindicación 5,
caracterizado porque dicho azúcar es dextrosa.
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