VITAMINE DE BIOSINTEZA                                                Curs 6-7


BIOTEHNOLOGIA DE OBŢINERE A

VITAMINELOR  DE  BIOSINTEZĂ

Vitaminele sunt substanţe organice care, în cantităţi foarte mici, îndepli​nesc în organismul animal funcţiuni specifice. Ele nu produc energie (ca hidraţii de carbon) şi nu sunt utilizate în construcţia celulei (ca proteinele), dar sunt esenţiale pentru organism. 
Lipsa vitaminelor din organism generează avitaminoza, boală ce se manifestă prin tulburări caracteristice pentru fiecare factor în parte (xeroftalmie, scorbut, rahitism, anemie etc.).
Mecanismul prin care vitaminele participă efectiv în reacţiile metabolice şi biochimice din organism nu este pe deplin elucidat.
Pentru unele vitamine (vitamina B2, B12, tiamina etc.) s-a stabilit că ele intră în structura coenzimelor şi sub această formă exercită proprietăţile de biocatalizatori în procesele de metabolizare a hidraţilor de carbon, în transferul de hidrogen, în transferul grupelor acetil, în construcţia proteinelor din aminoacizi etc. Pentru alte vitamine nu s-au precizat pe deplin sistemele enzimatice în care intră, dar importanţa lor pentru organism este bine stabilită.
Vitaminele nu pot fi sintetizate de organismul animal ci numai de plante şi microorganisme. Prin aceasta ele se deosebesc fundamental de hormoni, care sunt de origine endogenă.
Cu toate diferenţele structurale şi fiziologice, vitaminele se clasifică, funcţie de solubilitate, în două mari grupe:
- grupa vitaminelor liposolubile: vitaminele A, D, E, K;
- grupa vitaminelor hidrosolubile: vitaminele complexului B şi vita​mina C.
Vitaminele hidrosolubile se pot obţine prin procedee de sinteză (vitamina B1, B2, B6, amida acidului nicotinic etc), biosinteză (vitamina B2, B12) şi mixte (vitamina C).
Datorită avantajelor economice oferite de procedeele biochimice, se tinde tot mai mult la utilizarea acestora pentru obţinerea vitaminelor hidrosolubile.
A fost studiată elaborarea vitaminelor din grupa B de către bacteriile propinice, utilizând mediu de cultură sintetic sau cu extract de porumb. Bacteriile propinice produc, pe lângă vitamina B12, însemnate cantităţi de tiamină, riboflavină, acid pantotenic, piridoxină, acid nicotinic, acid folic şi folinic. 

Cantităţile de vitamine obţinute sunt determinate de natura şi compo​ziţia mediului de cultură. Astfel, cultivând Propionibacterium shermanii şi Propionibacterium technicum pe medii sintetice şi medii organice s-au obţinut, după 72 ore, cantităţi apreciabile de vitamine din grupa B (tabelele 1 şi 2).

Tabelul.1 Biosinteza vitaminelor din grupa B de către bacteriile propinice pe mediu sintetic

	Vitamine
	Conţinutul de vitamine iniţial, din mediu
	Conţinutul de vitamine, după dezvoltarea bacteriilor

	
	
	Propionibacterium shermanii
	Propionibacterium technicum

	
	
	pe 1 g de biomasă uscată
	γ/l lichid de cultură
	γ/l g de biomasă uscată
	γ/l lichid de cultură

	Tiamina
	200
	11,3
	250
	12,9
	562,0

	Riboflavina
	lipseşte
	241,0
	180
	210,0
	420,0

	Acid pantotenic
	500
	25,8
	235
	25,0
	227,0

	Piridoxina 2
	lipseşte
	4,5
	125
	4,9
	25,0

	Acid nicotinic
	lipseşte
	230,5
	230
	524,0
	522,0

	Vitamina B12
	lipseşte
	181,0
	0
	230,0
	0

	Acid folic
	lipseşte
	76,8
	155
	35,4
	72,5


Tabelul 2. Biosinteza vitaminelor din  grupa B de către Propionibacterium technicum 

pe mediu organic

	Vitamine
	Conţinutul de vitamine iniţial în mediu, γ/l
	Conţinutul de vitamine, după dezvoltarea bacteriilor


	
	
	γ/l de biomasă uscată
	γ/g lichid de cultură

	Tiamina
	Nedeterminat
	11,8
	53,0

	Riboflavina
	Idem
	50,0
	nedeterminat

	Acid pantotenic
	87,0
	4,3
	30,5

	Piridoxina
	168,4
	nedeterminat
	124,0

	Acid nicotinic
	804,0
	140,0
	627,0

	Vitamina B12
	0
	180,0
	0


Biosinteza vitaminelor din grupa B (în special B12, riboflavina, acid nico​tinic şi acid folic) de către bacteriile propionice şi fungi poate avea o importanţă practică în măsura în care se stabilesc tehnologii de fermentaţie şi separare rentabile.

6. Biotehnologia de obţinere a vitaminei b2 (riboflavina)

Vitamina B2 (riboflavina sau lactoflavina) este un factor indispensabil tuturor organismelor animale; de activitatea ei este legată funcţia hormonilor corticosteroizi, a insulinei şi tiroxinei.
Singură sau asociată cu alte vitamine, riboflavina este mult utilizată în scop farmaceutic, în zootehnie ca adaos la hrana animalelor şi păsărilor şi în industria alimentară la vitaminizarea pâinii, a pastelor făinoase, a marga​rinei etc.
Vitamina B2 este o componentă a coenzimei flavoproteinelor existente în toate celulele, care catalizează transferul de hidrogen dintre sistemul enzimatic al coenzimelor I şi II (donore de hidrogen) şi sistemul enzimatic al citocromilor (acceptori de hidrogen). Amănunte privind metabolismul riboflavinei şi sistemele enzimatice ce conţin riboflavina pot fi găsite în tratate de specialitate.
Vitamina B2, identificată prima oară în lapte de către Blyth (1879), a fost izolată în stare pură în acelaşi an (1933) de către Ellinger şi Koschara din lapte şi de Kuhn, Szent-Gyorgyi şi Wagner-Jauregg din lapte şi ouă.
CARACTERISTICI FIZICO-CHIMICE

Vitamina B2 este o pulbere cristalină de culoare galben-portocaliu cu p.t. 292°C, termostabilă şi foarte sensibilă la radiaţii ultraviolete şi vizibile. Este solubilă în soluţii alcaline şi acide, puţin solubilă în apă şi alcool şi inso​lubilă în acetonă, cloroform, eter etilic, benzen, hexan. Soluţiile apoase de riboflavină prezintă, în domeniul de pH  cuprins între 4 şi 8,0, fluorescenţă intensă, care însă dispare în mediu puternic acid sau alcalin. În mediu neutru şi acid soluţiile apoase de vitamină B2 prezintă o slabă activitate optică, iar în mediu bazic activitatea este funcţie de pH şi concentraţie. Astfel, soluţia de riboflavină în NaOH 0,1n este levogiră [α]20D = -114°, iar în prezenţa boraxului, la pH 12, are loc schimbarea direcţiei de rotaţie spre dreapta [α] = +340°. Punctul izoeletric al vitaminei B2 se află la pH = 6, iar constantele de aciditate şi bazicitate au următoarele valori: kA = 6,3 -10-12 şi kB = 5,6 - 10-6. Spectrul de absorbţie a riboflavinei dizolvate în acid acetic diluat prezintă maxime la 266, 371 şi 445 nm. Potenţialul redox al amestecului echimolecular de riboflavină şi dihidroriboflavină este  - 0,185 V la  pH  7,0.

          6.1. Structura vitaminei B2

Vitamina B2, riboflavina sau 6,7-dimetil-9-(l'-d-ribitil)-izoaloxazina este primul component izolat şi identificat al complexului B, având următoarea structură:
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Această structură a fost stabilită prin reacţii de degradare şi confirmată prin sinteză de colectivele conduse de Karrer şi Kuhn.

Prin iradierea riboflavinei cu raze ultraviolete, în mediu acid sau bazic, se formează aldehidă glicolică (II), glicerinaldehidă (III), 6,7,9-trimetil-aloxazină (lumiflavină)  (IV) şi 6,7-dimetilaloxazină (lumicorn) (V):
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Structurile lumiflavinei şi lumicromului au fost confirmate prin sinteză Lumiflavină s-a obţinut din l-meti]amino-2-amino-4,5-dimetil-benzen (VI şi aloxan (VII), iar lumicromul din 1,2-diamino-4,5-dimetil-benzen şi aloxan:
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Structura catenei laterale, care este un rest de d-ribitol, s-a dovedit prin reacţii de oxidare şi acetilare. Formarea aldehidei formice la oxidare cu tetraacetat de plumb şi a tetraacetatului de riboflavină la acetilare cu anhidridă acetică, demonstrează că în catena laterală se găsesc patru grupări, alcoolice din care una este primară.
Confirmarea acestei structuri, stabilite prin desinteză, s-a făcut prin sinteza totală a vitaminei B, sinteză descrisă detaliat în literatură.
6.2. Surse de vitamină B2
Vitamina B2 este răspândită atât în regnul vegetal, cât şi în cel animal. Deosebit de bogate în vitamină B2 sunt unele specii de microorganisme, precum şi drojdia de bere, ficatul, rinichii, ouăle, laptele, plantele verzi etc. În tabelul 3 sunt prezentate principalele surse de vitamină B2 precum şi conţinutul în vitamină.
Tabelul 3. Surse  şi  conţinut de vitamină B2

	Surse de vitamină
	Conţinutul, mg/100  g
	Literatură

	Drojdie de bere
	4  -5
	15

	Penicilinum chrysogenum
	4-4,8
	16

	Clostridium butiricum
	13-20
	14

	Ficat
	4,4-4,5
	18

	Mycobacteriums smegmatis
	860
	17

	Culturi de Erenothecium ashbyi
	2000 γ /ml
	19

	Crustacee
	2,4-3,5
	20, 21


Vitamina B2 poate fi obţinută pe cale fermentativă şi prin sinteză. Ambele procedee sunt utilizate în industrie, fiecare având justificările lui. 
· Vitamina B2 pentru uz farmaceutic se obţine prin sinteză şi biosinteză, ultima necesitând o purificare atentă. 
· Vitamina B2 utilizată ca adaos la hrana păsărilor şi ani​malelor se obţine prin fermentaţie specifică, sau se izolează din borhoturile fermentaţiei butanol-acetonice.
Pentru biosinteza vitaminei B2 se pot utiliza unele ciuperci, drojdii, pre​cum şi unele specii de Clostridium sau Lactobacillus. În ordinea importanţei, microorganismele folosite în riboflavinogeneză sunt: Eremothecium ashbyi şi Ashbya gossypii, caracterizate printr-o productivitate de peste 2000 /ml. Candida flareri cu 700 - 800 γ/ml şi Clostridium acetobutilicum cu 80 - 100 γ/ml.
În ultimul timp, pentru biosinteza vitaminei B2 se folosesc, aproape exclu​siv, Eremothecium ashby şi Ashbya gossypii. Aceste microorganisme au pro​ductivitate mare şi nu sunt sensibile la cantităţi mici de ioni de fier ca Clostri​dium şi Candida. Deşi prezintă şi unele dezavantaje printre care: durată relativ mare a procesului de fermentaţie, sensibilitate la contaminări şi formare de mutanţi cu productivitate scăzută, cultivarea lor la scară industrială pentru obţinerea vitaminei B2 este rentabilă.

6.3. Mecanismul de biosinteză a vitaminei B2
Pentru elucidarea mecanismului de biosinteză a vitaminei B2 s-au între​prins intense cercetări cu medii de cultură în care s-au introdus anumite componente, considerate drept precursori, conţinând carbon marcat (l4C). Au fost studiaţi precursorii din grupa izoaloxazinelor, din grupa dimetil-benzenului, şi lanţul ribozelor.
· Brown, Goodwin şi Pendligton au demonstrat că formarea nucleului izoaloxazinic din molecula de riboflavină, în culturile de Eremothecium ashbyi şi Ashbya gossypii, este condiţionată de prezenţa purinelor.

Pentru biosinteza nucleelor B şi C din molecula vitaminei B2 (I) sunt posibile două căi:
a) condensarea unui derivat purinic cu precursorii nucleului A;
b) condensarea unei pirimidine cu l,2-dimetil-4-amino-5-(d-l’ribitil-amino)-benzen sau cu 5,6-dimetil-benzimididazol.
Prima indicaţie că riboflavină ar rezulta din purine, sau precursori de tipul purinelor, mai uşor decât în pirimidine, rezultă din observaţia că la Eremothecium ashbyi flavinogeneza este stimulată numai de derivaţii purinici, nu şi de pirimidine sau precursori pirimidinici.
· O confirmare mai directă, a caracterului stimulator al purinelor în pro​-
cesul de biosinteză a vitaminei B2, rezultă din studiile cu izotopi a culturilor de A. gossypii. Plaut cultivă acest microorganism pe medii conţinând H2CO3(acid carbonic), HCOOH ( acid formic) şi NH2-CH2-COOH
( glicina) cu atomi de carbon marcaţi, separă apoi riboflavină formată, o scindează chimic (conform schemei de mai jos) şi deter​mină gradul de radioactivitate al produselor de degradare chimică:
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Rezultatele obţinute indică un model de marcare identic cu acela în care nucleele B şi C derivă din precursori purinici. Carbonul C2 derivă exclusiv din acid formic (sau formiat), C4 (şi C6 din purine) derivă de la CO2, iar C4a şi C9a de la glicină. Acest model, care redă legătura dintre modalitatea de includere a carbonului radioactiv în purine şi  vitamină B2, este prezentat mai jos:


[image: image6.wmf]N

N

N

H

N

O

O

C

H

3

C

H

3

R

N

N

N

H

N

O

O

H

O

H

1

2

4

5

3

6

H


Un asemenea model nu se poate obţine dacă se utilizează drept precursori pirimidine.
Acelaşi model de marcare s-a obţinut şi la cultivarea E. ashbyi în prezenţa serinei marcate la C3. Serina scindează în procesul de metabolizare în glicină şi formiat, care apoi sunt incluse în riboflavină în poziţiile 2 (formiatul), 4a şi 9a (glicina).
· Pe de altă parte Kuhn şi Cook au sintetizat din glioxal şi 4-5 
diaminouracil (XIV) (obţinut din derivaţi purinici XIII) aloxazina (lumazina) (XV) care conţine ambele heterocicluri din vitamina B2, confirmând încă o dată că precursorii ciclurilor B şi C sunt formiaţii şi derivaţii purinici:
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Cealaltă posibilitate de obţinere a ciclurilor B şi C, prin condensarea unei pirimidine cu dimetilbenzimidazol sau un derivat al acestuia, nu a fost susţinută de datele practice.

Experimentând aceşti doi derivaţi la E. ashbyi, s-a stabilit că se formează urme, abia detectabile, de riboflavină, producându-se însă anii (XVI), cromatografic şi spectrofotografic diferit de riboflavină, dar care are o fluorescentă verzuie, alcalin-labilă:


[image: image8.wmf]N

N

H

H

O

O

O

R

N

H

N

X

V

I


Mecanismul de biosinteză a nucleului A s-a studiat pe culturi de A. gossypii cultivat pe medii ce conţin acetat marcat la C1 şi C2 şi glucoza marcată la C1 şi C6. Rezultatele experimentale au evidenţiat faptul că acetatul nu constituie precursorul nucleului A în culturile de A. gossypii, iar în culturile de E. ashbyi acidul acetic inhibă flavinogeneza. Prin urmare, acidul piruvic sau piruvatul format din glucoza marcată nu este decarboxilat la acetat, ci la acetaldehidă, care reacţionează apoi cu acidul piruvic şi formează acetoină (XVII):
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Faptul că această reacţie are loc, este confirmat pe de o parte de experi​mentele prin care s-a demonstrat că acetoina marcată este inclusă de E. ashbyi în molecula riboflavinei, iar pe de altă parte, prin identificarea acetoinei în mediile de cultură a E. ashbyi.
Studiile cu acetoină marcată au evidenţiat că activitatea este limitată numai la ciclul aromatic A şi localizată, în mod egal, pe atomii de carbon din grupele metilice şi din poziţiile 5 şi 8. Această distribuţie, combinată cu faptul că acetoina este încorporată în nucleul A mult mai uşor decât acidul acetic, demonstrează că acetonia, sau diacetilul, este precursorul nucleului A al riboflavinei.
Diacetilul (XVIII) se formează din acidul piruvic, sub acţiunea catalitică a acidului lipoic şi a coenzimei A, prin decarboxilare oxidativă:
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La decarboxilarea oxidativă a acidului piruvic se transmite hidrogen aci​dului lipoic (XIX) care se transformă în acid dihidrolipoic (XX), iar acesta transmiţând hidrogenul la NAD+ reface acidul lipoic conform schemei:
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Prin reducerea acetilocoenzimei A se formează diacetilul,
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iar din 2 moli de diacetil rezultă nucleul aromat al riboflavinei:
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· Confirmarea acestei concluzii a fost dată de Birchov care a condensat derivatul aldolic al diacetilului (XXI) cu 4,5-diaminouracil, obţinând inter​mediar pteridină (XXII), care încălzită pe baie de apă în mediu alcalin închide ciclul, formând lumicrom (V):
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O reacţie similară cu N-metil-diaminouracil şi ciclizare în mediu de acid polifosforic duce la formarea lumiflavinei.
Existenţa acestei analogii între biosinteza riboflavinei şi sinteza chimică a lumicromului şi lumiflavinei, demonstrează că precursorii vitaminei B2 sunt derivaţii purinici, glioxolul şi diacetilul, iar derivaţii pirimidinici şi ace​tici inhibă biosinteza.
Precursorul catenei laterale, după Plaut şi Broherg, este 6,7-dimetil-8-ribitil-lumazina, fapt demonstrat prin utilizarea formiatului şi glicinei marcate şi prin identifidarea în culturile de E. ashbyi şi A. gossvpii a ribitil-lumazinei.
· De asemenea, Kuwada, Masuda şi Asoi, obţinând riboflavină din 6,7-dimetil-ribitil-lumazină pe culturi de E. ashbyi, au confirmat experimental că încorporarea catenei laterale are loc înaintea formării ciclului aloxazinic.

Schema generală de biosinteză a vitaminei B2 de către Eremothecium ashbyi şi Ashbya gossypii poate fi reprezentată astfel:
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Această schemă reflectă corect mecanismul de biosinteză a riboflavinei, fiind susţinută atât de datele experimentale care au permis identificarea fie​cărui component cât şi de reproducerea ei prin sinteză.

6.4. Biotehnologia obţinerii vitaminei B2

Vitamina B2 se obţine prin biosinteză pe o linie tehnologică asemănătoare celorlalte produse de biosinteză prezentate mai sus şi include următoarele etape: sterilizarea aerului şi a mediului de cultură, fermentaţia, separarea vita​minei din biomasă şi purificarea ei.                                       

Procesul de biosinteză a riboflavinei este recunoscut ca un proces deosebit de sensibil la toţi factorii ce intervin în timpul unui ciclu de fermentaţie. Pe lângă faptul că microorganismele producătoare de vitamină B2 (Eremothecium ashbyi şi Ashbya gossypii) sunt foarte sensibile şi dau uşor mutaţii, există permanent şi pericolul apariţiei infecţiilor, iar acest ultim neajuns este favorizat de compoziţia mediului de cultură bogat în proteine şi factori de creştere. Din aceste motive, sterilizarea mediului de cultură pentru biosinteză vitaminei B2 ridică probleme deosebite.

6.4.1. Sterilizarea mediilor de cultură

O sterilizare eficace a mediilor de cultură se realizează în autoclave la 120 -  125°C, timp de 30 - 40 min şi adăugarea unui compus bactericid, cum ar fi nitrofuranul, în concentraţie de 1 : 50 000. Această cantitate nu este nocivă pentru E. ashbi şi A. gossypii şi asigură o protecţie împotriva infecţiilor bacte​riene survenite în timpul fermentaţiei.
Hanus şi Munk recomandă utilizarea clortetraciclinei (10 γ/ml), pentru evitarea infecţiilor cu bacili sporogeni, deosebit de periculoşi pentru pro​cesul de fermentaţie.
 Sterilizarea în autoclavă prezintă însă şi unele dezavantaje, printre care şi generarea de inhibitori, mult resimţită în fermentaţie.                       
 Pentru sterilizarea cantităţilor mari de mediu se foloseşte sterilizarea continuă la 120°C timp de 30 min (tabelul 4) şi sterilizarea continuă la 140°C timp de 3 min.
Tabelul 4. Influenţa timpului de sterilizare asupra producţiei de vitamină B2
	Timpul de sterilizare la

120º C, min.
	Concentraţia în vitamină (γ/ml)

	
	după 8 zile

de fermentaţie
	după 10 zile

de fermentaţie

	15

30

45

60

75
	648

680

494

308

288
	700

700

586

346

324


Cele mai bune rezultate în fermentaţie se obţin atunci când sterilizarea componentelor mediilor de cultură se face separat la 140°C, timp de 3 min, evitându-se în acest fel reacţiile secundare de formare a inhibitorilor de tipul bazelor Schiff.

6.4.2. Fermentaţia în procesul de obţinere a vitaminei B2

Etapa de fermentaţie din procesul de biosinteză al vitaminei B2 poate fi realizată în :

· regim static (fermenţaţie de  suprafaţă) şi 
· regim dinamic (fer​mentaţie în profunzime).                                   

Cultivarea microorganismelor producătoare de vitamină B2 în regim static se realizează pe medii nutritive lichide sau medii solide umectate (ex: tărâţe de orez şi grâu cu adaos de turtă de soia sau germeni de cereale). Această metodă este neeconomică la scară industrială, fiind utilizată numai în laborator.
Procedeul culturii în profunzime, utilizat curent în industrie, oferă randa​mente mari în riboflavină, economie de spaţiu şi manoperă, iar produsul obţinut este omogen şi de  calitate.
Faza de fermentaţie este faza cheie în tehnologia de biosinteză a vitaminei B2, iar obţinerea unor activităţi mari este condiţionată de menţinerea, la valori prescrise, a tuturor factorilor ce influenţează desfăşurarea normală a biosintezei. 
Factorii care condiţionează decisiv procesul de biosinteză sunt: natura microorganismului producător, calitatea şi cantitatea inoculului, compoziţia, mediului, pH-ul, temperatura, aeraţia, regimul de agitare, materialul de construcţie al fermentatorului şi forma constructivă a acestuia.

Pentru biosinteza riboflavinei au fost studiate diferite specii de Candida, Eremothecium ashbyi, Ashbya gossypii, Mycobacterium etc. Cea mai mare producţie de riboflavină s-a obţinut cu Eremothecium ashbyi şi Ashbya gossypii şi cea mai mică cu Mycobacterium.
Speciile de Candida, deşi cresc rapid pe un mediu simplu (hidraţi de car​bon, uree, fosfat monopotasic, sulfat de magneziu şi microelemente), au o sen​sibilitate deosebită faţă de ionii de fier, care inhibă sistemul sintetizat al flavinelor, fapt ce limitează cultivarea acestor microorganisme la scară industrială. În ultimul timp se studiază producţia de vitamină B2 cu Candida tropicalis, folosind medii de cultură ce conţin n-alcani, azotat de amoniu, sulfat de amoniu şi fosfat de amoniu şi cu Candida guillermondii, în prezenţa unor agenţi de chelatare, dar rezultatele nu au depăşit sfera de labo​rator.
Eremothecium ashbyi şi Ashbya gossypii, deşi nestabile din punct de ve​dere genetic, sunt cultivate curent la scară industrială datorită capacităţii deosebite de biosinteză a vitaminei B2. Productivitatea tulpinelor acestor fungi s-a dublat prin iradiere cu raze X, iar prin mutaţii repetate s-au obţinut suşe de E. ashbyi şi A. gossypii, care produc 2480 γ/ml şi respectiv 5000 γ /ml.
O mare importanţă în mărirea şi menţinerea unei producţii ridicate în vitamină B2 se acordă compoziţiei mediilor de cultură. Toate mediile utilizate pentru biosinteza riboflavinei conţin surse de carbon, azot, microelemente, aminoacizi şi precursori.

Drept sursă de carbon se poate folosi cu succes glucoza, zaharoza, fructoza, maltoza, manoza, glicerolul, manitolul, sorbitolul, lipidele etc. Din studiile efectuate rezultă că glucoza şi zaharoza sunt surse ideale de hidraţi de carbon, atât în faza de creştere a masei celulare, cît şi în faza de elaborare a vitaminei B2. O serie de date experimentale atestă că prin folosirea unui amestec de glucoză şi maltoză se măreşte efectul fiecărui zahăr luat individual. Influenţa concentraţiei glucozei asupra culturii de E. ashbyi şi A. gossvpii este redată în tabelul 5, din care rezultă că valoarea optimă este de 3 - 4%.

Tabelul  .5. Efectul concentraţiei glucozei asupra culturilor de E. ashbyi

	Concentraţia

glucozei,

%
	Greutatea masei

celulare uscate,

Mg
	Concentraţia

în vitamină B2,
γ/ml

	0,2

0,6

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

10,0
	9,1

15,2

20,4

28,3

39,6

44,5

49,9

64,0
	216

545

567

574

599

608

600

587


În culturile de A. gossypii s-a observat că aproape toată glucoza din mediu este utilizată în primele 24 ore de fermentaţie; acest fenomen este însoţit de o scădere a pH-ului de la valoarea iniţială de 6,3 la 4,5 fără a se produce cantităţi detectabile de vitamină B2. În perioada următoare, până la 115 ore de la însămânţare, se acumulează vitamină şi odată cu aceasta creşte si valoarea pH-ului (figura 1).
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Figura.1. Modificările principalilor parametrii în procesul de biosinteză a vitaminei B2 cu A. Gossyppi: 1 – variaţia pH-ului; 2 – variaţia glucozei; 3 – acumularea vitaminei B2
Modificările metabolice care au loc în mediile de cultură a microorganis​melor E. ashbyi sunt asemănătoare celor observate în culturile de A. gossypii. Şi în acest caz, viteza de utilizare a glucozei în primele 30 de ore de fer​mentaţie este foarte mare, pH-ul coboară repede până la valoarea 3,5 fără a se amorsa procesul de elaborare a vitaminei. În următoarele 24 - 36 ore de fermen​taţie are loc acumularea vitaminei B2, şi creşterea pH-ului până la valoarea 9 (figura 2).
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Figura 2. Modificările principalilor parametri în procesul de biosinteză a vitaminei B2 cu E. Ashbyi: 1 – variaţia concentraţiei glucozei; 2 – variaţia pH-ului; 3 – acumularea vitaminei B2
Vasilescu şi Baltaşu studiind posibilitatea înlocuirii glucozei pure cu glucoza tehnică, melasă sau reziduuri animale, demonstrează că această înlocuire nu duce la activităţi sporite şi nu este motivată nici economic.
 Pe de altă parte, în toate studiile efectuate s-a remarcat că randamentul de biosinteză a vitaminei B2 depinde foarte mult de variaţiile pH-ului, iar pentru menţinerea acestuia la valori optime se recomandă adăugarea glucozei în porţiuni. În acelaşi scop se poate utiliza şi un amestec de glucoză şi zahăr care, adăugat în porţiuni, asigură posibilitatea menţinerii pH-ului între 6,2 şi 7,0 pe toată durata procesului de biosinteză.
Există numeroase indicaţii în literatură privind utilizarea lipidelor (împreună cu glucoza sau în exclusivitate) ca sursă de energie şi de carbon în procesul de biosinteză a vitaminei B2. Adăugând în mediul de cultură a A. gossypii grăsimi animale bogate în acid palmitic, stearic şi oleic se obţin randamente mai mari în riboflavină. Cele mai bune rezultate s-au obţinut la utilizarea unui amestec de ulei de oase şi de soia în proporţie de 3 : 2. În acelaşi scop Hickey indică utilizarea oleatului de sodiu (0,003 - 0,4%) împreună cu lecitină sau caseină.
Dintr-un studiu detaliat al acţiunii uleiurilor, grăsimilor şi al agenţilor tensioactivi asupra flavinogenezei la E. ashbyi, efectuat de Osman şi Soliman, rezultă că dintre acizii graşi numai cei nesaturaţi (şi anume forma cis) stimulează producţia de riboflavină. Autorii explică acest efect prin creşterea permeabilităţii celulare sub acţiunea acizilor nesaturaţi şi a agenţilor tensioactivi şi utilizarea mai eficientă a componentelor mediului de cultură. Adaugarea în biomasă a agenţilor tensioactivi pe bază de oleat  (poli-oximetilen-sorbitan-monooleat) duce la  o  creştere a producţiei de ribofla​vină de peste 6 ori.
Smith, studiind influenţa structurii chimice a substanţelor tensioactive asupra procesului de biosinteză a riboflavinei la A. gossypii, arată că aceşti agenţi prezintă acţiune maximă atunci când raportul dintre grupele hidrofile şi lipofile este 13,5, iar stimularea flavinogenezei se datoreşte modificării permeabilităţii celulare.
Rezultate excelente în biosinteză vitaminei B2 s-au obţinut pe medii de cultură ce conţin glucoză, surse de grăsimi animale sau vegetale, substanţe tensioactive, surse de azot, stimulatori şi săruri anorganice.

Sursele de azot necesare unui proces normal de biosinteză a vitaminei B2 pot fi asigurate de proteine animale (peptona, colagen), proteine vegetale (făina de soia, extract de porumb) şi de aminoacizi. De asemenea, s-a propus ca sursa de azot pentru fermentaţia riboflavinei miceliile rezultate din pro​ducţia penicilinelor şi tetraciclinelor. Natura surselor de azot au o însemnă​tate esenţială pentru biosinteza vitaminei B2, deoarece azotul intră în structura ciclului izoaloxazinic.
    La scară industrială, se foloseşte ca sursă de azot făina de soia (întrucât proteinele animale sunt scumpe şi deficitare) sau extract de porumb cu adaos de aminoacizi capabili să stimuleze producţia de vitamină. Din datele existente în literatură, privind acţiunea flavinogenetică, a aminoacizilor, rezultă că aceştia se clasifică în trei grupe:
  1) aminoacizi care stimulează creşterea masei celulare şi flavinogeneza într-o proporţie comparabilă cu peptona (ex. acid aspartic, asparagina, acid glutamic etc.);
  2) aminoacizi care stimulează numai flavinogeneza (ex. serina,  treonina, tirozina etc.);
  3) aminoacizi care nu au nici o influenţă asupra procesului de biosinteză a vitaminei B2.
Natura aminoacizilor utilizaţi şi proporţia în care se adaugă la un mediu de fermentaţie constituie unul din secretele de fabricaţie a vitaminei B2. Rezultate bune se obţin la utilizarea asparaginei, a acidului glutamic, a săru​rilor de amoniu a acizilor graşi, a amestecului de aminoacizi din hidrolizatul de caseină, drojdie  etc.
De asemenea, la scară industrială se utilizează frecvent gelatina, cleiul de oase şi cleiul de piele ca sursă de azot în biosinteza riboflavinei cu A. gossypii. Aceste surse sunt mult mai bogate în alanină, glicină, prolină şi treonină decât făina de carne şi făina de oase. Conţinutul ridicat în aminoacizi al gelatinei şi al cleiului de oase şi piele (tabelul 6) permite realizarea unor producţii mari de vitamină B2 (peste 5000 γ/ml), indiferent că se utilizează gelatină sau unul din cleiuri. Este interesant de remarcat că acelaşi efect se obţine şi la utilizarea colagenului ca sursă de azot.
Pe lângă sursele de azot organic, toate mediile de cultură conţin şi surse de azot anorganic. Dintre sărurile anorganice cu azot se utilizează numai să​rurile de amoniu, deoarece azotul din azotaţi sau azotiţi nu este asimilat de culturile de E. ashbyi şi A. gossypii.

Formarea riboflavinei este favorizată de adenină, xantină, guanină şi hipoxantină. Toţi aceşti compuşi purinici sunt precursori ai vita​minei B2.

Tabelul 6. Conţinutul în aminoacizi a gelatinei din cleiul de oase şi piele

	Aminoacizi
	Conţinut, în %

	
	Gelatină
	Clei de oase
	Clei de piele

	Alanina

Glicina

Prolina

Treonina
	8,09

20,51

13,36

1,79
	7,3

22,9

9,8

1,8
	6,2

19,3

9,2

1,2


Randamente maxime în riboflavină s-au obţinut la concentraţii de 1,5; 1,7; 1,75; 2,0 mM guanină, xantină, hipoxantină şi respectiv adenină.
Pe lângă sursele de carbon şi azot, mediile utilizate pentru biosinteza vitaminei B2 conţin fosfor, sulf, potasiu, cupru, zinc, magneziu şi fier; toate aceste elemente sunt introduse sub formă de săruri anorganice.         
În ultimul timp se studiază posibilitatea utilizării mediilor sintetice în tehnologia riboflavinei. Compoziţia acestor medii este foarte variată, iar diferiţi autori recomandă îmbinaţii de diverse substanţe nutritive, fără a lipsi însă sursa de proteine animale.
După Tabenkin mediul sintetic de bază are următoarea compoziţie (în g/l):

CaCO3   ...............................................      5,0;     FeSO4 ∙ 7H2O   ........................................     0.2;
K2HPO4     ...........................................      2,0;     ZnSO4 ∙ 7H2O    .....................................    0,04;    
MgSO4 ∙ 7H2O.....................................      0,5;     CuSO4 ∙ 5H2O   .......................................  0,005.
La acest mediu se mai adaugă 4 - 5% zahăr, cazeină solubilizată ca sursă de azot şi bază sau acid pentru menţinerea pH-ului la valoarea 5,5 - 6 pe toată durata fermentaţiei.
Mediile sintetice, deşi oferă o reproductibilitate a compoziţiei şi a ran​damentelor în faza de fermentaţie, nu au fost extinse la scară industrială, datorită productivităţii scăzute.
 Pentru realizarea unor randamente ridicate în faza de fermentaţie este necesar ca valoarea iniţială a pH-ului să fie de 6,5, iar temperatura de fermentaţie să fie menţinută, pe toată durata fermentaţiei, la 28 - 30°C. Corec​tarea pH-ului mediului înainte de începerea fermentaţiei este foarte impor​tantă, deoarece după sterilizare pH-ul este scăzut ca rezultat al degradării termice a componentelor mediului de cultură, iar microorganismele E. ashbyi şi A. gossypii nu pot sintetiza multe din cele mai esenţiale substanţe de creş​tere, decât într-un anumit interval de pH. În afara acestor limite sinteza este suprimată, iar factorii indispensabili pentru creştere trebuie adăugaţi la mediul nutritiv.
De asemenea, desfăşurarea optimă a procesului de elaborare a vitaminei B2 are loc numai în anumite limite de pH. S-a demonstrat că Eremothecium ashbyi produce maximul de riboflavină la valori de pH cuprinse între 6,5 şi 7,0. La scăderea pH-ului de la valoarea 6,5 la 6 are loc o scădere a randamen​tului în vitamină cu 30%, iar la o creştere a pH-ului până la 7,5 randamentul scade cu 12% (figura 3, curba 2).
În culturile de A. gossypii randamente maxime în vitamină se obţin la valori ale pH-ului cuprinse între 6,0 şi 6,5 iar abaterile de la această limită au ca efect reducerea substanţială a randamentelor (figura 3, curba 1).
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Figura 3. Influenţa pH-ului asupra biosintezei vitaminei B2
1 – în culturile de A. gossypii; 2 – în culturile de E. ashbyi

Menţinerea pH-ului la valori prescrise în tot timpul procesului de biosinteză se realizează prin adăugarea glucozei în porţiuni şi prin adaos de acizi sau baze.
În procesul de fermentaţie a microorganismelor producătoare de vita​mină B, aeraţia şi agitarea sunt factori ce influenţează decisiv nivelul concen​traţiei de  riboflavină în biomasă.
 Studiile existente în literatură demonstrează că în sis​temele aerate şi agitate cantitatea de riboflavină sintetizată se găseşte, în cea mai mare parte, în soluţie, iar în sistemele statice se găseşte în miceliu (figura 4.).

Din multitudinea datelor existente, privind intensitatea aeraţiei şi agi​tării, rezultă că acumularea maximă de riboflavină se obţine la un consum de aer de 0,25 m3/m3. min şi la o viteză de agitare de 140 - 150 rot/min.
 Industrial, procesul de fermentaţie se realizează în trei stadii: inoculator, intermediar şi regim, utilizând un mediu de cultură ce conţine extract de porumb, glucoza, aminoacizi, ulei vegetal, fosfat monopotasic şi microelemente. În tot timpul fermentaţiei se păstrează o suprapresiune de 0,2 at, care asigură sterilitatea biomasei. De asemenea, se păstrează riguros temperatura la valoarea de 28 - 30ºC şi un pH – de 6,5 – 7,0 pentru E. Ashbzii şi 6,0 – 6,5 pentru A. Gosszpii.
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Figura.4. Distribuţia vitaminei B2 între mediu de cultură şi micelui în culturile statice şi agitate de E. ashbyi:

 1 - culturi agitate, conţinut de vitamină B2 în mediu;

 2 - culturi agitate, conţinut de vitamină B2 în miceliu;

3 - culturi statice, conţinut de vitamină B2 în mediu;

4 - culturi statice, conţinut de vitamină B2 în miceliu

Procesul de fermentaţie se desfăşoară în principiu în patru faze: 

În prima fază, are loc un intens proces de consum al zahărului şi odată cu aceasta o scădere bruscă a pH-ului, a cărui valoare, dacă nu se corectează cu baze, ajunge până la 5 - 5,5. Această fază, ce durează 20 - 25 ore, se carac​terizează prin acumulare de masă microbiană fără a se elabora vitamină B2.
În faza a doua, care durează 20 - 25 ore, conţinutul de zahăr se reduce în continuare, pH-ul are tendinţă de scădere, iar în biomasă se formează spori ce declanşează procesul de flavinogeneză.
În faza a treia, care durează 100 ore, zahărul este metabolizat aproape în întregime, iar valoarea pH-ului începe să crească continuu, necesitând corec​tare cu acizi pentru menţinerea valorilor optime. În acest stadiu se formează cantitatea cea mai mare de riboflavină, fapt pentru care se mai numeşte şi stadiu sau fază de producţie. Riboflavină apare la început ca metabolit intracelular, apoi se repartizează între miceliu şi mediu apos, iar în final este deplasată preferenţial în soluţia apoasă.
În faza a patra a fermentaţiei acumularea de riboflavină încetează şi începe un intens proces de autoliză a miceliului, caracterizat prin creşterea bruscă a pH-ului. Această etapă trebuie evitată în toate procesele de biosinteză a riboflavinei.
Din dinamica procesului de biosinteză, redată în figura 6.5, rezultă că odată cu scăderea conţinutului de glucoză, scade în primele 50 - 60 de ore şi azotul aminic, după care urmează o creştere a acestuia ca rezultat al acu​mulării în soluţia apoasă a riboflavinei şi în final ca rezultat al autolizei mice​liului.

Procesul de fermentaţie, în totalitate, durează 140 - 150 ore, iar la ter​minarea sa vitamina B2 biosintetizată se găseşte în cea mai mare parte în faza lichidă. Pentru a deplasa cât mai mult riboflavină din miceliu în soluţie se recomandă, ca după terminarea fermentaţiei, să se adauge în biomasă anumite substanţe ce măresc solubilitatea acesteia în mediu apos. În acest scop se poate folosi l-tirosinamida, N-metil-acetamida, amide alifatice, ureea, acidul formic, acid galic, boraţi, acid p-aminobenzoic, propilenglicol, nicotinamidă, acizi hidroxibenzoici etc. 
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Figura 5. Dinamica procesului de biosinteză a vitaminei B2
După terminarea fermentaţiei, biomasa se prelucrează în funcţie de modul de utilizare finală a vitaminei B2. Dacă va fi utilizată în zootehnie ca adaos la nutreţuri, atunci nu este necesară separarea produsului de mice​liu, iar lichidul de fermentaţie se concentrează ca atare şi se usucă prin ato​mizare.
Pentru uz farmaceutic şi pentru industria alimentară este nevoie de un produs cu o puritate ridicată, conţinând minimum 95% vitamină B2.
În acest scop, biomasa rezultată de la fermentaţie, având un miceliu fin dispersat, se prelucrează prin acidulare şi încălzire la 60 - 70°C, după care se răceşte şi se filtrează pe filtru presă sau pe centrifugă; din filtratul obţinut se separă vitamina B2.

6.4.3. Separarea şi purificarea vitaminei B2
Separarea vitaminei B2 din soluţia nativă se poate face prin următoa​rele procedee:
1)  reducerea chimică la dihidroxiriboflavină şi reoxidarea 
      leucobazei;
2)  reducerea şi reoxidarea biologică;
3)  extracţia cu solvenţi organici;
4)  separarea cu schimbători de ioni.
Procedeele de reducere şi reoxidare se bazează pe faptul că formele reduse ale vitaminei B2 sunt, spre deosebire de riboflavină, insolubile în apă. Ribo​flavina (I) se reduce uşor, trecând prin mai multe etape intermediare (verdoflavină, rodoflavină) în dihidroriboflavină (XXVI):
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Reducerea biologică se face cu microorganisme ce au proprietăţi reducătoare ca de pildă  Escherichia coli, Clostridium acetobutilicum, Str. cremoris, Str. zymogenus etc. Cultivarea acestor microorganisme în soluţiile ce conţin riboflavină se face anaerob, iar hidrogenul pus în libertate generează un potenţial oxido-reducător suficient pentru a efectua reducerea. Acest procedeu, deşi oferă produs pur şi randamente mulţumitoare, este puţin utilizat în industrie, deoarece este scump şi are o durată mare (24 - 48 ore).
Reducerea chimică se poate realiza cu Na2S2O4, SnCl2, TiCl3. Cele mai bune rezultate se obţin cu hidrosulfitul de sodiu care, în mediu acid, pune în libertate o moleculă de hidrogen conform reacţiei: 

Na2S2O4 + 2 H2O = H2 + 2 NaHSO3
Hidrogenarea cu hidrosulfit are loc sub agitare în reactorul 7 (figura 6) la un pH de 5 - 5,5 folosind un raport molar între hidrosulfit şi riboflavină de 1,5:1. După terminarea reducerii, dihidroriboflavina precipitată se separă prin cen​trifugare şi se prelucrează mai departe, fie în soluţie apoasă, fie în solvenţi.
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Figura 6. Schema de principiu a instalaţiei de separare a vitaminei B2
1 - aparat reducere; 2 - vas măsură soluţie hidrosulfit; 3 - centrifugă; 4 - uscător; 5 - turn oxidare; 6 - aparat pentru perfectarea oxidării; 7 - vas măsură HCl; 8 - vas măsură H2O; 9 - filtru nuce; 10 - aparat recristalizare;  11 - vas măsură sol. NaOH; 12 - vas măsură hidrosulfit de sodiu; 13- rezervor

Pentru prelucrare în soluţie apoasă dihidroriboflavina se usucă la 40 - 50°C în uscătorul 4 după care se introduce, fin mărunţită, în turnul de oxidare cu aer cald. În acest turn dihidroriboflavina se aşează pe site şi se fluidizează cu un curent de aer cald (40 - 45°C), timp de 2 - 2,5 ore.
Produsul, oxidat în cea mai mare parte, se introduce în aparatul 6, se solubilizează cu HCl, după care se adaugă H2O2 pentru perfectarea proce​sului de oxidare a dihidroriboflavinei la riboflavină. Masa de reacţie obţi​nută, filtrată în prealabil, se introduce în aparatul 10, prevăzut cu manta şi serpentină, se diluează cu puţină apă distilată şi se încălzeşte la 80 - 85°C. După aceasta, se corectează pH-ul la valoarea 6 şi se răceşte la 10 - 15°C, pentru cristalizarea vitaminei B2. Produsul obţinut se separă pe centrifugă şi se usucă. Dacă conţinutul în vitamină B2 nu este satisfăcător se face o nouă
recristalizare.    
La prelucrare în mediu de solvenţi, dihidroriboflavina se dizolvă în alcooli alifatici inferiori (butanul, izobutanul), glicol, cetone, esteri, iar din soluţia organică caldă vitamina B2 se separă sub formă de cristale aciculare, prin oxidare cu aer. Produsul obţinut se purifică prin recristalizare, iar randamentul de separare a riboflavinei prin reducere şi oxidare este de 90 - 92%.
Procedeul de separare a riboflavinei prin extracţie din soluţie nativă cu solvenţi (de obicei butanol) este neeconomic, deoarece necesită un volum mare de solvent (raportul solvent : soluţie apoasă este 1 : 1), instalaţii mai com​plexe şi multă manoperă.
În ultimul timp se studiază intens procesul de separare a vitaminei B2 din mediul de cultură cu schimbători de ioni, dar rezultatele obţinute, deşi promiţătoare, nu au fost extinse încă la scară industrială.

7. Biotehnologia de obţinere a vitaminei B12

Vitamina B12 (ciancobalamina) este un factor indispensabil creşterii organismelor tinere şi un excelent medicament în tratamentul anemiei per​nicioase.

Vitamina B12 - izolată în stare pură în 1948 de Folkers, Smith şi Parker din ficat şi de Rickes din culturile diferitelor tulpini de Streptomices - este o substanţă cristalină de culoare roşie, puţin solubilă în apă, etanol, metanol, fenol, insolubilă în cloroform, eter, benzen, acetonă anhidră şi, în general, în toţi solvenţii nepolari. Substanţa anhidră este higroscopică,  putând fixa până la 12 % apă.
Prin electroforeză şi titrare s-a demonstrat că vitamina B12 este o bază poli-acidă foarte slabă, având punctul izoelectric la 1,5.
În stare pură, vitamina B12 este o bază optic activă termostabilă, având p.t. 300ºC, rotaţia specifică [α]D20 = - 110°C şi indicele de refracţie nD = 1,616. Prezenţa cobaltului trivalent în molecula vitaminei B12 a fost pusă în evidenţă prin măsurători de susceptibilitate magnetică şi confirmată prin studii polarografice şi absorbţie cu raze X.

7.1. Structura vitaminei B12

Prin  efortul  comun  al  cercetătorilor  din  domeniul  chimiei  organice, analizelor spectrale şi difracţiei razelor X s-a stabilit pentru vitamina B12 formula structurală de mai jos.

După cum rezultă din formula structurală, plană şi spaţială, molecula vitaminei B12 este formată din porţiunea A, nucleotidică, conţinând rest de 5, 6 - dimetilbenzimidazol, riboză şi acid fosforic şi porţiunea B conţinând un sistem macrociclic şi un ion de cobalt trivalent cu numărul de coordinaţie 6. 

Sistemul macrociclic (cu structură porfirinică), denumit corină, este for​mat din inele pirolice de care sunt legate resturi propionice şi acetice. În cen​trul ciclului corinic se găseşte ionul de cobalt legat de un azot şi o grupare CN, iar a treia sarcină este satisfăcută de restul de ester fosforic din porţiunea nucleotidică a moleculei.
Sistemul corinic are structură plană şi formează un unghi drept cu por​ţiunea nucleotidică din molecula vitaminei B12. Resturile propionice din ciclul corinic se găsesc de aceeaşi parte cu inelul imidazolic, iar resturile acetice şi gruparea CN de cealaltă parte. Legătura nucleotidei cu ciclul corinic se face prin amida acidului propionic din poziţia 17, iar riboza, esterificată cu acid fosforic, este legată de benzimidazol α-glicozidic. Această legătură este spe​cifică numai vitaminei B12, deoarece majoritatea ribozidelor purinice şi pirimidinice naturale sunt β-anomeri.
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Structura vitaminei B12 a fost stabilită prin:

· reacţii de degradare pe cale chimică şi 
· identificarea prin metode fizico-chimice a produselor obţinute.
Prin hidroliza vitaminei B12 cu HCl 6n la 150°C se separă 5,6-dimetil-benzimidazol (III) a cărui structură a fost stabilită prin spectrul de absorb​ţie în I.R. şi confirmată prin sinteză din l,2-diamino-4,5-dimetilbenzen şi acid formic.  

 Prin hidroliza acidă cu HCl 6n la 120°C se separă un derivat de benzimidazol, substituit în poziţia 1 şi a cărui structură s-a dovedit a fi 1-α-d-ribofuranozil-5,6-dimetil-benzimidozol (II). 
Dacă hidroliza vita​minei B12 se face cu HCl 20%, la 100°C se separă, în decurs de 1 oră, esterul fosforic al d-ribofuranozil-5,6-dimetilbenzimidazolului (I), care în pre​zenţa HI scindează acid fosforic. Analiza rőntgenografică a arătat că acidul fosforic este legat de carbonul C3 din ribofuranoză.
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Caracterul poliamidic al ciancobolaminei, cum mai este denumită vita​mina B12, s-a stabilit prin hidroliza acidă şi  dozarea a 6 moli de NH3.
La hidroliza vitaminei B12 în soluţie diluată de acid clorhidric, la fier​bere, se separă un precipitat roşu care conţine cobalt. Prin oxidarea cian​cobalaminei cu bicromat de sodiu în soluţie de acid acetic se separă amida acidului 3,3-dimetil-2,5-dioxipirolidin-4 propionic (IV), iar prin hidroliza amidei (IV) se obţine acidul pirolidinic corespunzător (V) care la oxidare trece în lactonă (VI):
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La hidroliza amidei (IV) cu HCl 6n se obţine acidul 2,2-dimetil-3-carboxi-adipic (VII), iar din lactona (VI) prin încălzire cu hidroxidul de potasiu rezultă pirol. De asemenea, în reacţiile de degradare a vitaminei B12 au mai fost identificaţi d-1-amino-2-propanol şi acid cianhidric. Izolarea din produsele de degradare alcalină a unui acid hexacarboxilic conţinând cobalt a fost de mare ajutor în elucidarea structurii acestei vitamine.

7.2. Nomenclatura în seria vitaminei B12

În procesul de separare a vitaminei B12 din culturile diverselor microor​ganisme, s-au identificat compuşi care diferă de aceasta prin natura gru​pării ce înlocuieşte ligandul CN (hidroxicobalamină, nitrozocobalamină, metilcobalamină), prin lipsa ligandului (cobalamină) sau prin natura nucleotidului (factorul A, factorul B, factorul C etc). Nomenclatura acestor com​puşi are la bază ciclul corinic (VIII) comun tuturor derivaţilor de vitamină B12:
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În numerotarea atomilor din ciclul corinic s-a omis poziţia 20, astfel încât sistemul de numerotare va corespunde cu acela al nucleului de porfirină. Toate corinoidele izolate din natură au cobaltul ca atom central şi grupe de acid acetic şi propionic aranjate în aceaşi ordine ca şi în porfirine, dar cu un rest de acid acetic mai puţin decât acestea. Denumirile substan​ţelor corinoide cu structura generală (IX) derivă de la acidul cobirinic (X), considerat a fi substanţa de bază:
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Prin înlocuirea grupării OH de la C1, din cobamidă cu 5,6-dimetilbenzimidazol, se obţine cobalamină, în care ciclul imidazolinic este legat N-glicozidic de riboză, iar prin al doilea atom de azot se leagă coordinativ de cobalt (ligand axial). Al doilea ligand axial poate fi CN, apa sau alt anion. Dacă al doilea ligand axial este CN se obţine vitamina B12 care este α-(5,6-dimetilbenzimidazolil)-ciancobamidă sau  ciancobalamină.

7.3. Analogi ai vitaminei B12

Analogii vitaminei B12, cunoscuţi în prezent, pot fi clasificaţi în:

· analogi sintetici şi 
· analogi naturali.
Analogii sintetici provin din vitamina B12, prin înlocuirea ligandului CN cu alţi liganzi anorganici. Stabilitatea deosebită a legăturii Co – CN a determinat utilizarea aquocobalaminei ca intermediar în obţinerea cobalaminelor modificate. Aquacobolamina (vitamina B12a sau B12b hidroxi-cobalamina) conţine în locul grupei CN o grupare OH sau o moleculă de apă. Ea se obţine din surse naturale în absenţa ionilor CN, precum şi prin reducerea sau fotoliza vitaminei B12. Prin tratarea aquacobolaminei cu acizii respectivi se obţine clor-, brom-, sulfat-, tiocianat- şi nitrit-cobalamine (ultima se mai numeşte şi vitamina B12c) care sunt puţin stabile, iar în prezenţa ionilor cian trec cantitativ în vitamină B12.       

Tot din grupa analogilor sintetici fac parte şi vitaminele B12r (cu cobalt bivalent) şi B12s (cu cobalt monovalent) obţinute prin reducerea vitaminei B12 în mediu acid sau bazic.

Din grupa analogilor naturali ai vitaminei B12 fac parte analogii fără nucleotid (de ex. acidul cobiric sau factorul Vla, cobinamida sau factorul B etc), analogii cu nucleotid, coenzime şi analogi biosintetici (dehidrovitamina B12 etc).
Analogii cu nucleotid conţin o altă bază în locul 5,6-dimetil-benzimidazolului. Astfel, pseudovitamina B12 conţine un rest de adenină, factorul A un rest de 2-metil-adenină, factorul G un rest de α-hipoxantină, factorul H un rest de 2-metil-hipoxantină etc.
Activitatea tuturor analogilor este mai mică decât a vitaminei B12, iar prezenţa lor a determinat introducerea termenului de grupa vitaminelor B12.
Coenzima vitaminei B12, analog natural al vitaminei B12, se caracteri​zează prin faptul că în locul ligandului cian are un ligand adeninic. Structura coenzimei vitaminei B12 (formă sub care vitamina B12 se găseşte în ficat) poate fi reprezentată schematic prin structura (XV), în care cobalamina s-a reprezentat printr-un paralelogram.
Prin tratarea coenzimei vitaminei B12 cu cianură alcalină se obţine ciancobalamină, adenină şi dihidroxipentenal.
Coenzima vitaminei B12, substanţă de culoare roşie, are proprietăţi fizico-chimice similare vitaminei B12, iar în soluţie acidă se comportă ca un cation datorită protonizării.

7.4. Surse de vitamină B12

Sursele principale de vitamină B12 sunt: ficatul animalelor, nămolul activ al staţiilor de epurare şi culturile microbiene.
Din ficatul animalelor, separarea vitaminei B12 se face prin tratare cu cianură alcalină sau acid cianhidric, după care concentratul este supus acţi​unii fermenţilor digestivi sau a pepsinei şi adsorbţie pe cărbune activ. De pe cărbune, vitamina B12 se eluiază cu alcooli alifatici, iar din soluţia alcoolică se extrage cu solvenţi organici, se reextrage în apă şi se purifică prin cromatografiere. Acest procedeu a fost abandonat deoarece are randamente foarte mici (250 - 300 mg vitamină B12/t ficat), este foarte costisitor şi implică o tehnologie, de separare a vitaminei B12 de analogii naturali, greu de reali​zat şi de reprodus la scară industrială.
Utilizarea nămolului activ, de la staţiile de epurare a apelor reziduale, poate constitui sursă pentru obţinerea vitaminei B12 furajere; separarea produsului cristalin din acest nămol este neeconomică.
Culturile microbiene constituie principala sursă de obţinere, la scară industrială,  a vitaminei  B12.
Microorganismele au început să fie folosite ca sursă de vitamină B12 din anul 1948, când Stocksad a semnalat că bacteria Flavobacterium solare produce o substanţă ce combate anemia pernicioasă, iar Rickes separă vitamina B12 din lichidul de cultură a microorganismului Streptomyces grizeus. Ulterior s-a constatat că şi alte microorganisme (Mycobacterium, Propionobacterium, Streptomyces olivaceus etc.) sunt capabile să biosintetizeze vitamină B12.
Astăzi singura sursă, economică, de vitamină B12 o constituie culturile de  microorganisme.

7.5. Mecanisme de biosinteză a vitaminei B12

Cunoaşterea mecanismului de biosinteză a vitaminei B12 şi a sistemului corinic prezintă o deosebită importanţă teoretică şi practică, pentru stabi​lirea condiţiilor optime de realizare a procesului de fermentaţie din tehno​logia acestei vitamine. Din datele existente în literatură rezultă că în mecanismul de biosinteză a vitaminei B12 intervin două etape funda​mentale: 1) formarea ciclului corinic şi 2) încorporarea restului nucleotidic cu formarea vitaminei B12.

Ciclul corinic se formează din radicalii pirolici, sintetizaţi - în acelaşi mod ca şi în porfirine - din succinat şi glicină, prin fazele intermediare de acid aminolevulinic  (AAL), porfobilinogen şi uroporfirinogen, conform schemei:
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În procesul de transformare a porfobilinogenului în cobinamidă au loc reacţii de metilare a ciclului corinic, formarea legăturii între atomii de carbon α - α din ciclurile A şi D prin dehidrogenare în prezenţa cobaltului şi intro​ducerea grupelor amidice.
Cobinamida (sau factorul B) a fost izolată din culturile microorganis​melor, confirmându-se astfel schema de formare prezentată mai sus.
Etapa a doua, în care are loc încorporarea nucleotidului în ciclul cori​nic cu formarea vitaminei B12, poate fi schematizată astfel: 
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În acest mecanism 5,6-dimetilbenzimidazol- α -d-ribozida este încorporată ca o componentă unitară. Formarea acestei componente nu este pe deplin elucidată, deşi există o serie de date experimentale în favoarea mecanismului prezentat mai sus.
Cu toate acestea, schemele de mai sus reflectă corect mecanismul de biosinteză a vitaminei B12, fiind susţinute de datele practice care au condus la separarea din biomasă atât a cobinamidei, cât şi a nucleotidei (riboză-benzimidazol) şi a unor intermediari (cobinamidă-fosfat, cobalamină-5'-fosfat  etc.)

7.6. Identificarea şi dozarea vitaminei B12

Pentru identificarea vitaminei B12 se utilizează curent metoda spectrofotometrică. Spectrul în ultraviolet al unei soluţii apoase de vitamină B12 cu concentraţia 0,003 - 0,004 % prezintă maxime de absorbţie la 278 nm, 361 nm şi 550 nm, iar rapoartele maximelor de absorbţie trebuie să fie cuprinse între următoarele limite:

       A361/A278 = 1,6 – 1,9;                        A361/A550 = 2,8 – 3,45.

Dozarea cantitativă a vitaminei B12 poate fi realizată prin metode microbiologice, metode spectrofotometrice directe şi indirecte; metode polarografice, metode fluorimetrice, metode cromatografice şi cu izotopi radioactivi.

În industrie se folosesc de obicei metodele spectrofotometrice, polaro​grafice şi microbiologice, iar pentru determinări cantitative rapide se foloseşte spectroscopia în ultraviolet.
         7.7.  Biotehnologia fabricării vitaminei B12

Fabricarea industrială a vitaminei B12 prin procedee de biosinteză cuprinde următoarele faze: sterilizarea aerului şi a mediului de cultură, fermentaţia, separarea, purificarea şi cristalizarea vitaminei biosintetizate. Deoarece pro​cesul de sterilizare este comun cu cel de la fabricarea antibioticelor, mai jos se vor trata numai fazele de fermentaţie, separare şi purificare.
Vitamina B19 este produsul de metabolism al unor actinomicete (Streptomyces grizeus, S. olivaceus, S. aureofacieus) sau a unor bacterii (Bacillus megatherium, Propionibacterium freudenreichi, Propionibacterium shermani, Propionibacterium technicum), fiind obţinută prin fermentaţii specifice şi nespecifice. În fermentaţia nespecifică produsul principal de biosinteză este un antibiotic, iar ca produs secundar rezultă vitamina B12.
 Avantajul acestui tip de fermentaţie constă în faptul că materiile prime utilizate sunt ieftine, iar separarea vitaminei B12 din apele reziduale de la biosinteza tetraciclinelor şi streptomicinei se face prin absorbţia pe cărbune activ sau alt suport adsorbant.
Dezavantajul principal al acestui tip de fermentaţie îl constituie randamentul foarte scăzut în vitamina B12 şi costul ridicat al procesului de separare şi purificare.

În fermentaţiile specifice sau dirijate se obţine aproape în exclusivitate vitamina B12 asigurându-se randamente sporite în produs util. Acest procedeu este utilizat curent în fabricarea industrială a vitaminei B12, iar activi​tatea obţinută este determinată de natura microorganismului şi compoziţia mediului utilizat. Reţelele principale ale mediilor pentru câteva specii de microorganisme sunt prezentate în tabelul 6.7.

În practică, pentru obţinerea vitaminei B12, se utilizează curent Streptomyces  olivaceus, Propionibacterium shermanii, Propionibacterium freudenreichii şi Propionibacterium technicum, iar procesul de biosinteză este influenţat de temperatură, pH,  compoziţia mediului, gradul de aerare, precursori şi modul de sterilizare a mediului de cultură.

Deşi compoziţia mediului este determinată de natura microorganis​mului producător, totuşi, din nici un mediu nu poate lipsi glucoza, săruri de cobalt, surse de aminoacizi şi săruri anorganice. Proporţiile în care aceste componente intră în mediul de cultură sunt: amidon 2 % sau glucoza 5 - 10 %, extract de porumb 2 - 4 %, azotat de amoniu 0,6 - 1,2%, clorura de sodiu 0,2 - 0,3%, carbonat de calciu 0,4 – 0,5% şi clorură de cobalt 0,04 - 0,06 %. Literatura recomandă utilizarea unui amestec de glucoză şi lactoză care oferă randamente superioare în faza de biosinteză.

Tabelul.7. Microorganismele utilizate în producţia vitaminei B12 şi reţetele corespunzătoare

	Microorganismul   producător
	Reţeta

	Bacillus megatherium
	Melasă de sfeclă, fosfat de amoniu, săruri de cobalt, săruri anorganice

	Flavobacterium solare
	Extract de drojdie, extract de malţ, glucoză,  deşeuri de la fer​mentaţia penicilinei, săruri   anorganice

	Propionibacterium freudenreichii
	Glucoza , hidrolizat de cazeină, extract de drojdie, săruri de cobalt, acid lactic

	Flavobacterium  devorans
	Glucoza, făină de soia, extract de porumb, săruri de cobalt, săruri tampon

	Propionibacterium freudenreichii
	Glucoză peptonă, drojdii, fosfat de potasiu, săruri de  cobalt

	Propionibacterium shermanii
	Extract de drojdie, glucoză, sare de cobalt, hidroxizi

	Streptomyces griseus
	Glucoză, făină de soia, săruri de cobalt

	Streptomyces fradiae
	Glucoză, drojdie de bere, făină de soia, sare de cobalt, săruri anorganice

	Streptomyces olivaceus
	Glucoză, făină  de soia, borhoturi de spirt,  săruri de cobalt, săruri  anorganice

	Streptomyces sp.
	Făină de soia, glucoză, fosfat de potasiu, clorură de cobalt



Glucoza constituie sursa de carbon şi de energie, reglând în acelaşi timp şi pH-ul mediului la valori optime. Sursele de aminoacizi furnizate de uleiul de soia, borhoturi de spirt, făină de peşte, extract de drojdie, extract de porumb, cazeină, hidroliat de cazeină etc., influenţează direct asupra randamentului în vitamina B12. Astfel serina, glicina şi metionina au un efect pozitiv asu​pra procesului de biosinteză a vitaminei B12, iar treonina, valina, leucina şi acidul aspartic stimulează dezvoltarea bacteriilor. De asemenea, unele vita​mine (colina, vitamina B2) influenţează pozitiv creşterea biomasei, iar altele (biotina şi vitamina B12) sinteza de vitamină B12. Trebuie să subliniem că produsele de degradare ale mediului de cultură în timpul sterilizării, ca şi prezenţa ionilor de cupru reduc foarte mult randamentul în vitamina B12. Pentru evitarea acestui neajuns, se recomandă ca procesul de sterilizare să se efectueze în aparatură care să nu cedeze în mediu ioni de cupru la pH 7 şi la temperatura de 120 – 125oC în proces discontinuu, sau la 140°C în pro​ces continuu.

În biosinteza optimă a vitaminei B12 pH-ul are o importanţă deosebită, iar menţinerea lui la valoarea optimă este absolut necesară. Acest parametru variază în timpul fermentaţiei funcţie de gradul de aeraţie, tipul fermentatorului, concentraţia hidraţilor de carbon etc. Se apreciază că valoarea pH-ului trebuie să fie sub 8, limitele optime fiind 7 - 7,5, iar menţinerea la această valoare se face prin adăugare de acizi sau baze.

Intensitatea aeraţiei şi agitării influenţează în primul rând asupra dura​tei de fermentaţie. Un aport de 0,4 milimoli oxigen/l mediu/min permite terminarea fermentaţiei în 90 ore. Dacă aeraţia creşte până la 0,7 milimoli oxigen/l mediu/min, durata procesului de fermentaţie scade până la 70 ore. Durata optimă a fermentaţiei trebuie reglată în aşa fel încât să se termine în 100 ore când, folosind Propionibacterium freudenreichii la 30ºC şi pH 7, se obţine o activitate de 9 gr cianocobalamină/ml mediu.

Există suficiente dovezi că unele microelemente, având rolul unor cata​lizatori biologici, favorizează procesul de biosinteză a vitaminei B12. Astfel, sărurile de cobalt şi în mod deosebit clorura de cobalt (CoCl2 ∙ 6H20) în con​centraţie de 200 ppm dublează cantitatea de vitamină B12 în fermentaţia S. Olivaceus, iar în fermentaţia Propionobacterium freudenreichii se ob​ţine acelaşi efect cu numai 3 ppm. Alte microelemente, printre care zincul, fierul, magneziul, favorizează procesul de formare a vitaminei B12, în timp ce cuprul, mercurul, bismutul inhibă acest proces.

Efectul unor microelemente asupra procesului de biosinteză a vitaminei B12 este redat în tabelul 8, din care rezultă că adăugarea carbonatului de zinc produce o creştere a producţiei cu 50 %, în timp ce adăugarea sărurilor de crom şi argint are un efect foarte redus.

Tabelul.8. Efectul microelementelor asupra biosintezei vitaminei B12
	Microelement
	Cantitate,

g/m3
	Procentul de creştere faţă de martor

	Martor
Carbonat de zinc

Sulfat de nichel

Azotat de argint

Oxid de crom
	-

10

0,5

0,13

5,0
	100

150

120

105

105,6



În dirijarea procesului de fermentaţie un rol deosebit îl au precursorii, care influenţează direct asupra randamentului în vitamina B12. Dacă în fermentaţia nespecifică adaosul de precursor (5,6-dimetilbenzimidazol) nu intensifică producţia de ciancobalamină, în fermentaţie dirijată precursorul determină o creştere substanţială a randamentului. Pentru a obţine un efect maxim, se recomandă adăugarea precursorului în intervalul de 48 - 72 ore de fermentaţie; cantitatea optimă de precursor fiind 0,5 - 7 mg/l.

Un alt factor care influenţează randamentul în vitamină B12 este tem​peratura. Din studiile existente în literatură rezultă ca randamente maxime în vitamină se obţin la 28 – 30oC.


Parametrii procesului de fermentaţie a vitaminei B12 depind în mare măsură şi de natura microorganismului producător şi de cantitatea şi calitatea inoculului. Dacă în procesul de fermentaţie se dezvoltă bacterii propionice atunci aeraţia trebuie redusă foarte mult, deoarece în mediu puternic aerat se ajunge repede la liza bacteriilor şi distrugerea produsului format. De asemenea, utilizarea unui inocul concentrat şi a unui mediu de cultură cu un conţinut de 2 % lactat de sodiu sau acid lactic permite reducerea duratei de fermentaţie şi ridicarea conţinutului de vitamină B12, ca rezultat al sim​biozei bacteriilor lactice şi propionice.

Industrial, procesul de fermentaţie se realizează ca şi la antibiotice, în trei stadii: inoculator, intermediar, regim. În tot timpul procesului de fer​mentaţie se păstrează riguros temperatura optimă şi o suprapresiune de 0,2 - 0,3 at, care asigură sterilitatea biomasei.

În mersul normal al procesului de fermentaţie valoarea pH-ului coboară în primele 24 ore până la 5 (datorită formării acidului acetic, propionic şi CO2), iar apoi începe să crească repede, încât în cursul altor 48 de ore trece de valoarea 8. Pentru menţinerea pH-ului la valoarea optimă de 7 - 7,5 se face corecţia prin adăugarea de acizi minerali sau hidroxizi alcalini.

Glucoza, care se consumă în timpul fermentaţiei, se adaugă în porţiuni, astfel încât concentraţia să fie în permanenţă peste l%, iar precursorul 5,6-dimetil-benzimidazol se adaugă în porţiuni în perioada dintre 48 şi 72 ore. După cum rezultă din diagrama ce descrie dinamica procesului de biosinteză a vitaminei B12 (figura 6.11), glucoza se adaugă treptat, începând din ziua a doua de fermentaţie.

Urmărindu-se evoluţia în timp a procesului de biosinteză, s-a stabilit că în culturile de Propionibacterium shermanii (principalul producător de vitamină B12 la scară industrială) după prima zi se formează factorul B, iar după a doua zi se formează factorul C şi vitamină B12. Prin adăugarea de precursor toate produsele de fermentaţie trec în vitamină B12.

După cum s-a arătat mai sus, atât vitamina B12 cât şi porfirinele se formează din acidul δ-amino-levulinic, iar deplasarea procesului spre deformarea de vitamină B12 se poate realiza prin adaos de săruri de cobalt, de microelemente (Zn, Mi, Mg)  şi de fosfat de amoniu.

Pentru a evidenţia rolul hotărâtor al cobaltului în dirijarea transformării acidului δ-amino-levulinic în vitamină B12 s-au efectuat culturi în prezenţa şi absenţa cobaltului. În prezenţa cobaltului se formează intensiv vita​mină B12, iar cantitatea de porfirine extracelulare este foarte mică (figura 7) comparativ cu cea din culturile lipsite de cobalt (figura 6.8).


[image: image32.png]4

sy <o spapod 7lg

2 46 8101214 18

Tie




Figura 7. Biosinteza vitaminei B12 şi a porfirinelor de către P. Shermanii pe medii cu Co2+:

1 – vitamina B12, γ / g; 2 – biomasa, g / l; 

3 – porfirine intracelulare, γ / g; 4 - porfirine extracelulare, γ / g
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Figura .8. Biosinteza porfirinelor de către P. Shermanii pe medii fără Co2+:

1 – vitamina B12, γ / g; 2 – biomasa, g / l; 

3 – porfirine intracelulare, γ / g; 4 - porfirine extracelulare, γ / g


În ambele cazuri, cantitatea de porfirine intracelulare şi extracelulare scade pe măsură ce procesul de fermentaţie avansează. Acest fapt este dato​rat scăderii conţinutului de acid δ-amino-levulinic (figura 9), acid produs numai de celulele tinere.
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Figura 9. Elaborarea acidului δ-amino-levulinic intracellular

 în culturile de P. shermanii:

1 – pe medii cu cobalt;

2 – pe medii fără cobalt.

Studiul acumulării vitaminei B12, în funcţie de perioada de introducere a cobaltului, demonstrează că introducerea acestuia la începutul dezvoltării masei celulare şi după 24 sau 48 de ore nu are o influenţă prea mare asupra procesului de biosinteză dar, dacă adăugarea cobaltului se face după 72 de ore, se observă o scădere a vitezei de acumulare a vitaminei B12, iar această scădere este cu atât mai pronunţată cu cât vârsta masei celulare este mai mare (figura 10).
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Figura 10. Efectul vârstei microorganismelor asupra biosintezei vitamine B12 în culturile de P. shermanii


Adăugarea concomitentă a cobaltului şi a acidului δ-amino-levulinic, în stadiile avansate de fermentaţie, produce o intensă stimulare a procesului de biosinteză a vitaminei B12 (tabelul 9).

Tabelul 9. Efectul cobaltului şi acidului δ-amino-levulinic asupra biosintezei vitaminei B12

	Vârsta suspensiei,

ore
	Vitamină   B12, γ/g

	
	Fără acid δ-AAL
	Cu   acid   δ- AAL

	24

48

72

96
	643

145

105

0
	770

390

330

325



Prin urmare, introducerea cobaltului în culturile de P. shermanii încă de la inoculare şi adăugarea acidului δ-amino-levulinic spre sfârşitul perioadei de fermentaţie permit obţinerea unor concentraţii mari în vitamină.


Corelarea principalilor parametrii, din procesul de fermentaţie a Propionibacterium shermani, este redată în figura 11. 
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Figura 11. Dinamica procesului de biosinteză a vitaminei B12 de către P. shermanii
Vitamina B12 rezultată în urma procesului de fermentaţie a bacteriilor propionice se găseşte în masa celulară, fiind legată de partea proteică. Pentru izolarea vitaminei B12 masa celulară se separă de lichidul de cultură, tratat în prealabil termic şi cu coagulanţi, prin centrifugare sau filtrare pe filtru presă şi se prelucrează prin extracţie.

7.8. Separarea şi purificarea vitaminei B12


Separarea şi purificarea vitaminei B12 este una din operaţiile foarte costi​sitoare datorită diluţiei mari în care se găseşte ea în soluţie. Metodele utilizate, asemănătoare metodelor de separare a antibioticelor, cuprind următoarele etape:

- coagularea şi denaturarea proteinelor celulare; 


- adsorbţia vitaminei B12; 


- purificarea prin extracţii cu solvenţi;


- cianurarea;

- concentrarea şi purificarea finală; 


- cristalizarea produsului obţinut.

Separarea vitaminei B12 obţinută prin fermentaţii nespecifice se face prin adsorbţia pe cărbune activ, bentonită sau talc, apoi se eluiază cu alcooli alifatici, iar din soluţia alcoolică se extrage cu solvenţi, se reextrage în apă şi se purifică prin cromatografiere.

Procesul de separare şi purificare a vitaminei B12 obţinute prin fermentaţii dirijate cuprinde mai multe etape de extracţie urmate de cromatografiere, cris​talizare şi filtrare. În prima etapă masa microbiană obţinută la filtrare se sus​pendă în apă şi se acidulează cu HCl, sub agitare şi încălzire la 80 - 90°C, pentru eliberarea vitaminei B12 şi trecerea ei în soluţie apoasă. După aceasta soluţia se salifiază cu NaCl şi se filtrează pentru separarea masei celulare.

Tanaka şi colaboratorii separă vitamina B12 din biomasă prin tratarea lichidului de cultură cu sulfit de sodiu sau sulfit acid de sodiu la pH 6 şi tem​peratura de 80°C, iar Rolovich şi Devescovi încălzesc masa bacteriană suspendată în apă la 100 -120°C.

Din soluţia apoasă clară, rezultată de la filtrare, se extrage vitamina B12 cu un amestec fenolbutanol (1:1), folosind un raport între soluţia apoasă şi amestec de solvenţi de 20:1. Extractul organic conţinând vitamina B12 se tratează cu apă (raport 20:1), pentru reextracţia acesteia din solvenţi în apă. Soluţia apoasă de vitamină B12, obţinută după separarea fazelor, se tratează cu cianură de sodiu la pH 7,5 - 8 pentru transformarea cobalaminelor în ciancobalamine şi se supune purificării. Purificarea vitaminei B12 pentru obţinerea ciancobalaminei - vitamina B12 adevărată - este unul din marile secrete indus​triale ale acestei tehnologii, motiv pentru care procedeele respective sunt în majoritatea cazurilor acoperite de brevete, iar altele, sumar descrise în lite​ratură, sunt foarte greu, dacă nu chiar imposibil de reprodus.


Acesta este şi motivul pentru care în ultimii ani - având în vedere creş​terea continuă a producţiei de vitamină B12 şi preţul de cost foarte ridicat în comparaţie cu alte produse medicamentoase - au apărut puţine lucrări de​scriind tehnologii noi de purificare care să fie raţionale şi din punct de vedere economic. În principiu, purificarea se realizează în două etape: extracţii succesive cu solvenţi urmate de reextracţii în apă şi apoi, purificarea finală, care se realizează prin cromatografie preparativă, schimbători de ioni sau prin alte metode.

Pentru purificarea vitaminei B12 cu solvenţi se foloseşte un amestec de crezol-tetraclorură de carbon. Operaţia se repetă de două ori, după care urmează o purificare suplimentară cu KAl(SO4)2 sau se precipită vitamina B12 sub formă de complex cuprocianic. După eliminarea pseudovitaminelor, printr-o nouă reextracţie cu amestec de crezol-tetraclorură de carbon la pH 8,0 rezultă o soluţie cu vitamină B12 parţial purificată. Din soluţia organică vitamina B12 se extrage în apă, iar soluţia apoasă se prelucrează prin cromatografiere.

După un brevet canadian, pentru purificarea vitaminei B12 se folo​seşte un dizolvant alcoolic în prezenţa unei sări minerale neutre şi solubile (de exemplu Na2SO4). Din soluţia alcoolică vitamina B12 este extrasă în apă şi apoi, cu un acid monocarbonic alifatic care conţine 4 -14 atomi de carbon (de ex. acid ciclohexil-acetic), se îndepărtază ultimele impurităţi care însoţesc vitamina B12, după care se prelucrează prin cromatografie.

Cromatografia are un rol esenţial în întreaga fabricaţie de vitamină B12, fiind faza tehnologică care asigură purificarea avansată a vitaminei B12 şi separarea analogiilor ei (pseudovitamine). Procedeele de cromatografie care sunt practicate actualmente, folosesc drept material adsorbant oxidul de alu​miniu, celuloze speciale, silicagel, schimbători de ioni cu proprietăţi adsorbante etc.

Cromatografia pe oxid de aluminiu s-a impus cu autoritate încă de la începutul fabricaţiei vitaminei B12, fiind citată de Lester Smith şi Goferman, care au efectuat studii sistematice în acest sens, ca metodă deosebit de eficace. Oxidul de aluniniu folosit are activitatea I sau II (după metoda Brockman) şi o umiditate de 1- 6%.

Concentratul purificat după extracţie cu solvenţi, având o concentraţie în vitamina B12 de 5 - 8 000 γ/ml, prin trecerea pe coloană cromatografică şi eluţie ajunge la circa 20 000 γ/ml şi este suficient de pur pentru cristalizarea vitaminei B12. Pentru aceasta se adaugă acetonă până la apariţia opalescenţei, care indică începerea procesului de cristalizare a vitaminei B12, se lasă 20 - 30 ore pentru creşterea cristalelor, după care acestea se filtrează, se spală cu acetonă şi eter farmaceutic şi se usucă la vid.

Separarea vitaminei B12 din soluţia apoasă se poate face şi prin complexare cu acid metilendisalicilic, acid oxinaftalincarboxilic, acid 5-brom sau clor-salicilic, acid 5-nitrosalicilic, acid fenilsalicilic etc.

Acidul metilendisalicilic este cel mai economic, iar randamentele complexării sunt cuprinse între 90 şi 100%.

Complexul vitaminei B12 cu acidul metilen-disalicilic precipită la pH acid, iar prin redizolvarea complexului în soluţie acetonică la pH alcalin se separă acidul de complexare şi precipită vitamina B12 pură.
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