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Verfahren zur Gewinnung von Vitamin B12 in reiner Form.

@ Eine Vitamin B, und Verunreinigungen enthaltende

Fliissigkeit wird mit einem Adsorptionsmittel in Form
eines teilchenférmigen Harzes in Beriihrung gebracht. Als
teilchenférmiges Harz wird ein Copolymer aus entweder
Divinylbenzol und Styrol mit einem hauptséchlich vor-
kommenden Porendurchmesser von mindestens 200 A
und einem Gesamt-Porenvolumen von mehr als 0,6 ml/g,
oder aus Divinylbenzol, mindestens einem gegebenenfalls
substituierten Styrol und mindestens einem ungesittigten
Alkylester einer aromatischen Polycarbonséure der For-

mel OOR),,, worin R einen ungeséttigten Alkyl-

rest mit 3-10C-Atomen und einer C=C-Doppelbindung
und n 2 oder 3 bedeuten, das eine Oberfliche von min-
destens 700 m? /g aufweist, oder ein Gemisch dieser bei-
den Harze verwendet. Das durch den Beriihrungskontakt
der Fliissigkeit mit dem teilchenférmigen Harz bzw. Harz-
gemisch am Harz adsorbierte Vitamin B,, wird mittels
eines Eluierungsmittels aus dem Harz eluiert und das er-
haltene aktive Eluat wird gesammelt.
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PATENTANSPRUCHE von mehreren Behandlungsstufen umfasst, den Nachteil,

1. Verfahren zur Gewinnung von Vitamin Bz in reiner dass wihrend der Reinigungsbedhandlung der Verlust an
Form, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Vitamin B Vitamin Bi2 ansteigt. Auch ist die physikalische Festigkeit der
und Verunreinigungen enthaltende Fliissigkeit mit einem in solchen Methoden verwendeten Adsorptionsmittel gering.
Harz in Form eines Copolymers aus entweder s Bei Wiederholung der Adsorptions/Elution-Behandlung

kann es zu einer Verstopfung der Adsorptionsmittel kommen
A) Divinylbenzol und Styrol mit einem am haufigsten vor-  und die erwiinschte Durchflussrate kann dann nicht mehr

kommenden Porendurchmesser von mindestens 200 A und eingehalten werden.
einem Gesamt-Porenvolumen von mehr als 0,6 ml/g, wobei Im Bestreben, diese Nachteile zu beheben, wurden
das Copoylmer A) eine gleichmissige makroretikulare 10 Methoden zur Reinigung von rohem Vitamin Biz unter Ver-
Struktur aufweist, oder aus wendung von Styrol/Vinylbenzol-Harzen vom Type der
B) Divinylbenzol, mindestens einem gegebenenfalls sub- «Amberlite» XAD-Reihe von Rohm & Haas Co., auspro-
stituierten Styrol und mindestens einem ungeséttigten Alkyl-  biert, wobei sich jedoch die Verwendung von Harzen dieser
ester einer aromatischen Polycarbonséure der Formel Sorte ebenfalls als unbefriedigend erwiesen hat.
15 Versuche haben gezeigt, dass die Harze der «Amberlite»

@—-(COOR) XAD-Reihe einen am hiufigsten vorkommenden Poren-

n : durchmesser von 50-100 A und ein Gesamt-Porenvolumen

von 0,3-0,6 ml/g aufweisen, deren Adsorptionsféhigkeit fiir
worin R ein ungesittigter Alkylrest mit 3-10 C-Atomen und Vitamin B2 jedoch nicht befriedigend hoch ist und dass
einer C = C-Doppelbindung und n 2 oder 3 bedeuten, wobei 20 dieser Nachteil noch deutlicher zum Vorschein kommt bei
das Copolymer B) eine Oberfliche von mindestens 700 m*/g ~ Vitamin Bi2 enthaltenden Fliissigkeiten, die einen relativ

aufweist, grossen Mengenanteil Verunreinigungen enthalten, wie
oder in Form eines Gemisches dieser beider Copolymerein  Vitamin Biz enthaltende Fliissigkeiten, die nach einer Fer-
Beriihrung bringt, um Vitamin Biz am Harz zu adsorbieren, _mentationsmethode oder nach einer celluldren Extraktions-
und dass man dann das adsorbierte Vitamin Biz mittels eines 25 methode hergestellt wurden, und eine betréchtlich vermin-
Eluierungsmittels eluiert und das aktive Eluat sammelt. derte Adsorptionskraft fiir diese rohes Vitamin Bi2 enthal-

tenden Fliissigkeiten aufweisen, und dass diese Harze nicht
2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, jonogene Adsorptionsharze hoher Porositét darstellen, die

dass die mit dem Harz in Beriihrung gebrachte, Vitamin B2 sich aus einer Oberfliche von etwa 700 m2/g ergibt, wobei
und Verunreinigungen enthaltende Fliissigkeit einen 3 jedoch die adsorbierende Oberfliche der Harze aus hydro-
pH-Wert von 5-8 aufweist. phoben oder nicht polaren Molekiilen aufgebaut ist, so dass
3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- wahrscheinlich nur die hydrophoben Teile von Vitamin Biz,
zeichnet, dass man als Eluierungsmittel eine wésserige das in seiner molekularen Struktur sowohl einen hydro-
Losung verwendet, die einen niederen aliphatischen Alkohol,  phoben wie auch einen hydrophilen Teil aufweist, an der
eine Sdure, ein Alkali oder ein Salz enthilt. 35 Adsorption teilnehmen, wodurch der vorstehend genannte

Nachteil der verminderten Adsorptionsfihigkeit betréchtlich
schwierig zu beheben ist.
Es wurde gefunden, dass nach dem erfindungsgemaéssen
Verfahren Vitamin B2 hoher Reinheit mit hoher Ausbeute
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist das im Patent- 40 von mehr als 98% und oft sogar 100% auf einfache Art und
anspruch 1 definierte Verfahren zur Gewinnung von Vitamin  unter Verwendung einfacher Einrichtungen mit befriedi-
Bizin reiner Form. genden Durchlaufgeschwindigkeiten in industriellem
Das erfindungsgemisse Verfahren eignet sich beispiels- Massstab und ohne jegliche zusétzliche oder vorgéngige Rei-
weise fiir die Behandlung von Vitamin Biz enthaltenden Fliis-  nigungsbehandlung gewonnen werden kann, wobei die ver-
sigkeiten, die nach einer Fermentationsmethode odernach 4 wendeten Adsorptionsmittel hohe Bestindigkeit aufweisen

einer celluliren Extraktionsmethode erhalten wurden und und die Behandlung oft und ohne Verstopfen der Adsorp-
fiihrt bei hoher Gewinnungsrate mit hoher Ausbeute von tionsmittel in bis zu 100 Zyklen wiederholt werden kann.
mehr als 98% und oft von 100% zu Vitamin Bz hoher Reinheit Das im erfindungsgemissen Verfahren als Adsorptions-

durch eine einfache und leicht ausfiihrbare Adsorptions-und  mittel verwendete Harz A) weist eine gleichmdssige makrore-
Elutionsbehandlung mittels einfacher Apparatur und ohne 5o tikulare Struktur aufund ist héchst pords, wobei die Adsorp-
die Notwendigkeit irgend welcher zusétzlicher Behandlung, tionsfahigkeit fiir Vitamin Bi2 um das 2-4fache grosser ist als

wie zusitzlicher Reinigung oder Vorreinigung, wobei befrie-  diejenige der bisher als Adsorptionsmittel verwendeten, nicht

digend schnelle Adsorptions- und Elutionsraten bei guter ionogenen Harze, wie beispielsweise « Amberlite» XAD-2.
Bestindigkeit des Adsorptionsmittels erhalten werden. Der am meisten vorkommende Porendurchmesser von
Esist bekannt, Vitamin Bi2 aus einer Vitamin Bizund Ver- 55 mindestens 200 A, vorzugsweise mindestens 250 A, kann bei-
unreinigungen enthaltenden Fliissigkeit zu gewinnen durch spielsweise im Bereich von 200-1200 A, vorzugsweise
eine Adsorptions/Elutions-Behandlung unter Verwendung 250-1200 A liegen und das Gesamt-Porenvolumen von mehr
von Adsorbentien, wie Aktivkohle, aktiviertes Aluminium- als 0,6 ml/g kann bis zu 1,2 ml/g betragen und liegt vorzugs-
oxid «Sephadex» und Ionenaustauscherharzen. Derartige weise im Bereich von 0,68-1,2ml/g.
Methoden haben sich jedoch fiir den industriellen Einsatzals 6 Zusétzlich zu den vorstehenden Parametern soll das Harz
unbefriedigend erwiesen, da der Mengenanteil an das A) zweckmiissig die Anforderungen erfiillen, dass die Poren
Adsorptionsmittel adsorbiertem Vitamin B2 geringund die ~ eines Durchmessers von mindestens 200 A ein Porenvolumen
selektive Adsorptionsfahigkeit der Adsorptionsmittel niedrig ~ von mindestens 0,1 ml/g, vorzugsweise von 0,2-1,0 ml/g auf-
ist. Ausserdem ist das Ausmass der Reinigung von Vitamin weisen.
Bi2in der aktiven Fraktion gering und bei Einsatz eines ¢s Dasim erfindungsgemissen Verfahren verwendete Harz
zusitzlichen Reinigungsmittels ist es immer noch schwierig, B) besitzt eine Oberfliche von mindestens 700 m?/g. Wah-
Vitamin Bi2 in einer befriedigenden Reinheit zu erhalten. rend konventionelle Harze der « Amberlite» XAD-Reihe

Zudem hat eine Reinigungsmethode, die eine Kombination keine polare Oberfliche aufweisen, zeigt das Harz B) eine
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missig polare, aus dem ungesittigten Alkylester der aromati-  mit 1-6 C-Atomen in der Alkylgruppe, wie Methyl-, Athyl-,
schen Polycarbonséure abgeleitete Oberfliche. Das Harz B) Dimethyl- und Propylstyrol. Ungeséttigte Alkylester einer
zeigt eine 4-6fach stirkere Adsorptionsfihigkeit fiir Vitamin  aromatischen Polycarbonséure sind beispielsweise Di- oder
B2 als die konventionellen Harze. Die Oberfliche des Harzes  Tri-alkenylester mit 3-10 C-Atomen, wie Triisoprenyl-1,2,4-

B) betriigt mindestens 700 m?/g, vorzugsweise mindestens 5 benzoltricarboxylat und Diisopropenyl-terephthalat. Fiir die
800 m2/g und liegt beispielsweise im Bereich von Herstellung des Harzes B kann beziehungsweise kdnnen 1
700-1200 m?/g, vorzugsweise von 800-1200 m?/g. oder mehrere Styrol-Monomer(e) aus der Gruppe von Styrol
Die Form der im erfindungsgemissen Verfahren alternativ  und funktionellen Derivaten davon, und ein oder mehrere
oder gemeinsam verwendeten Harze A) und B) kann frei ungestittigte(r) Alkylester von aromatischen Polycarbon-
gewihlt werden. Beispielsweise konnen die Harze in Form 10 sduren verwendet werden.
eines Pulvers, Granulats, oder von Kiigelchen, Tabletten In den Harzen A) bzw. B) kann der Gehalt an Styrolmo-
oder dergleichen, vorliegen. nomer bzw. des ungesittigten Alkylesters einer aromatischen
Die am meisten vorkommenden Porendurchmesser und Polycarbonsiure zweckentsprechend gewahlt und veréindert
das Gesamt-Porenvolumen des Harzes A) und die Oberfliche  werden. Der Mengenanteil Styrolmonomer betrigt vorzugs-
des Harzes B) werden bestimmt, wie nachstehend 15 weise 30-80 Gew.%, insbesondere 45-70 Gew.%, bezogen auf
beschrieben: das Gesamtgewicht von Styrolmonomer und Divinylbenzol.

Jedes der Harze A) und B) wird in eine Séule einer lichten Der Mengenanteil ungeséttigter Alkylester einer aromati-
Weite von 8 mm und einer Linge von 500 mm eingefiilltund  schen Polycarbonsaure betragt vorzugsweise 30 Gew.%, ins-
durch die jeweilige, harzgefiillte Siule werden je eine Lésung ~ besondere 0,1-30 Gew.%, besonders bevorzugt 1-10 Gew.%,
von 10 Arten Polystyrol bekannter molekularer Kettenldnge, 20 bezogen auf das Gesamtgewicht von Divinylbenzol, Styrol-

bzw. von Styrol in Chloroform hindurchgeleitet. Das monomer und ungesittigtem Alkylester einer aromatischen

Volumen Vi von jedem eluierten Polystyrol wird gemessen Polycarbonséure.

und in ml ausgedriickt. Handelsiibliches Divinylbenzol enthilt iiblicherweise

Jedes Polystyrol hat eine molekulare Kettenldnge von 40-70 Gew.% m- und p-Divinylbenzol und 30-60 Gew.% o-,
10 A bis 107 A und die Verteilung der molekularen Ketten- 25 m- und p-Athylstyrol. Dieses im Handel erhiltliche Divinyl-
ldnge ist sehr eng. benzol kann auch als solches anstelle des genannten Divinyl-
Unter Verwendung der molekularen Kettenlédnge in Aund  benzols und Styrolmonomers verwendet werden.

des Elutionsvolumens Vi in ml und des Gewichtes Win g Die Copolymerisation kann nach bekannter Art ausge-

eines in die Siule eingefiillten Harzes, konnen das Gesamt- fithrt werden. Beispielsweise kann das Harz A) bzw. B) durch

Porenvolumen V in ml/g, das Porenvolumen Van in ml/g von 30 Copolymerisation in Suspension von Divinylbenzol und

Poren eines Durchmessers von mindestens 200 A und die Styrol oder einem funktionellen Derivat davon und gegebe-

Oberflidche S in m?/g nach den nachstehenden Gleichungen nenfalls des ungesittigten Alkylesters einer aromatischen

errechnet werden: Polycarbonséure in Gegenwart eines Polymerisations-Initia-

tors ausgefiihrt werden.

(1) Viml/g) = (Va-Vo)/W 35 Eskonnen hierfiir bekannte, in den genannten Mono-

(2) Si(m¥/g) =8.Vi.-10*/(m+n) meren 16sliche Radikal-Polymerisationsinitiatoren ver-
i=8000 wendet werden, beispielsweise Benzoyl- und Lauroyl-

(3) V(mi/g) =L Vi peroxid, tert.-Butylperacetat und -perpivalat sowie Azobisi-
i=15 sobutyronitril. Der Mengenanteil Polymerisationsinitiator
1=8000 40 kann zweckentsprechend gewahlt werden und betrigt bei-

(4) Vao(ml/g) =2ZVi spielsweise 0,1-10 Gew.%, vorzugsweise 0,5-3 Gew.%,
i=200 bezogen auf das Gesamtgewicht des Polymerisationsan-
i=8000 satzes.

(5) S(m*/g)  =ZLSi Vorzugsweise wird bei wisseriger Suspensions-Copolyme-
i=15 45 risation ein Dispergierungsmittel eingesetzt, um ein granu-

. . liertes Copolymer zu erhalten. Geeignete derartige Disper-
Vi: Das Porenvolumen von mA bis nA giermittel sind beispielsweise schlecht Idsliche Metallsalze
Vm: Das Volumen von mit Polystyrol eluiertem mA von anorganischen Siuren, wie Bariumsulfat, Calciumcar-
Vn: Das Volumen von mit Polystyrol eluiertem nA bonat und Tricalcium-phosphat; schlecht 18sliche Tonerde-
Si: Die Oberfldche von mA bis nA 50 mineralien, wie Bentonit und Ton; natiirliche oder synthe-

m und n: Molekulare Kettenlinge tische wasserldsliche polymere Materialien, wie Stirke, Meth-

. . ylcellulose, Gelatine, gegebenenfalls teilverseifter Polyvinyl-
Der am meisten vorkommende Porendurchmesser wird alkohol, Polyacrylsiuresalze, wie Poly(natriumacrylat) und
definiert als ein Volumen von (m+n)/2 bei maximalem Wert  _(kaliumacrylat). Der Mengenanteil Dispergiermittel kann
von Vi in einem durch Auftragen von Vi auf der Ordinate ss zweckentsprechend gewéhlt werden und betrigt beispiels-
und (m+n)/2 auf der Abszisse hergestellten Histogramm. weise 0,1-10 Gew.%, vorzugsweise 0,5-7 Gew.%, bezogen auf
Die im erfindungsgemissen Verfahren alternativ oder im das Gesamtgewicht des Monomergemisches.

Gemisch verwendeten Harze A) und B) kénnen durch Bei Ausfiihrung der wisserigen Suspensions-Copolymeri-

bekannte Suspensionspolymerisation in wisserigem Medium  sation kann auch ein Dispersions-Stabilisator eingesetzt

hergestellt werden. Das Harz A) ist im Handel erhiltlich & werden, wie Natrium-dodecylbenzolsulfonat und verschie-
unter der Handelsmarke «Diaion» HP-10, HP-20, HP-30, dene andere oberflichenaktive Mittel. Der Einsatz eines Dis-

HP-40 und HP-50 der Mitsubishi Chemical Co., Ltd. pergiermittels mit oder ohne Dispersions-Stabilisator verhin-

_Das Harz A) kann aus Divinylbenzol und Styrol oder dert die Vergrosserung eines durch teilweise Zusammenbal-
einem funktionellen Derivat davon und das Harz B) aus Jung des Lésungsmittels und der Monomere in der Suspen-

Divinylbenzol, Styrol oder einem funktionellen Derivat ¢ sionspolymerisation gebildeten Gels und ermdglicht es, auf

davon und dem ungeséitigten Alkylester ciner aromatischen  Jejchte Art ein Copolymer von Divinylbenzol/Styrol oder

Polycarbonséure abgeleitet werden. Funktionelle Derivate von Divinylbenzol/Styrol/ungesttigtem Alkylester einer

von Styrol sind beispielsweise alkyl-substituierte Derivate aromatischen Polycarbonsiure einheitlicher Teilchengrosse
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herzustellen. Ausserdem ergibt sich daraus eine verbesserte
Teilchengrosse-Verteilung des erhaltenen teilchenférmigen
Harzes und es wird teilchenformiges Harz A) oder B) mit her-
vorragender Adsorptionsfahigkeit fiir Vitamin Bi2 erhalten.

Gewiinschtenfalls kann auch ein Gemisch von Losungs-
mitteln verwendet werden, die gute Losungsmittel fiir minde-
stens das Divinylbenzol oder den ungesittigten Alkylester
einer aromatischen Polycarbonsédure darstellen. Geeignete
derartige gute Losungsmittel sind beispielsweise alkyl-substi-
tuierte Benzole, wie Didthyl- und Trimethylbenzol sowie
Methylisopropylbenzol als gute Losungsmittel fiir Divinyl-
benzol; und aliphatische Alkohole, wie tert.-Isoamylalkohol
und -Butylalkohol als gute Losungsmittel fiir ungeséttigte
Alkylester von aromatischen Polycarbonsduren. Wenn bei-
spielsweise als Losungsmittel ein Gemisch von tert.-Isoamyl-
alkohol und Difthylbenzol verwendet wird, wirkt dieses als
gutes Losungsmittel fiir eines der Monomere, jedoch als
schlechtes Losungsmittel fiir das andere Monomer. Demzu-
folge dient es dazu, dem resultierenden teilchenférmigen
Harz eine gleichméssige, makroretikulare Struktur zu ver-
leihen und die Porositiit des gesamten Harzes zu erhGhen.
Dies ist wirksam fiir die Verminderung des Ausmasses der
Quellung der im erfindungsgemissen Verfahren als Adsorp-
tionsmittel verwendeten Harze und ergibt bessere Trennfé-
higkeit der Harze fiir Vitamin Bi.

Bevorzugt wird wisserige Suspensions-Copolymerisation
iiblicherweise in inerter Gasatmosphére, wie Stickstoff, aus-
gefiihrt und die Copolymerisationstemperatur und -dauer
kann in Abhédngigkeit des jeweiligen Polymerisationsinitia-
tors und anderer Fakten gewahlt werden. Beispielsweise eine
Temperatur von 0-110°C, vorzugsweise 50-100°C und eine
Zeitdauer von 8-16 h.

Die nach dem erfindungsgeméssen Verfahren der Adsorp-
tions- und Elutionsbehandlung zu unterziehende, Vitamin
Bizund Verunreinigungen enthaltende Fliissigkeit, enthilt
beispielsweise rohes Vitamin Bi2, und wird erhalten durch
Extraktion von in der Zuchtbrithe oder in geziichteten mikro-
biellen Zellen angesammeltem Vitamin Bi2, das durch Ziich-
tung eines bekannten, Vitamin B12 produzierenden Mikroor-
ganismus in einem Ndhrmedium erhalten wurde, mittels
Wasser oder einem Alkohol, wie Methanol, Athanol oder
Isopropanol, oder erhalten durch Zerstérung der Zellmem-
branen der Vitamin Bi2 enthaltenden, geziichteten mikro-
biellen Zellen durch Mahlen oder andere mechanische Mittel
oder Ultraschall, gegebenenfalls mit an die Zerstdrung der
Zellmembranen anschliessender Extraktion mit Wasser oder
einem Alkohol.

Die Herstellung von Vitamin Biz durch Fermentationsver-
fahren und Vitamin Bz erzeugende Mikroorganismen sind
bekannt und kénnen fiir die Herstellung der das rohe
Vitamin Biz enthaltenden, nach dem erfindungsgeméssen
Verfahren zu behandelnden Fliissigkeit eingesetzt werden.

Bekannte Vitamin B2 erzeugende Mikroorganismen sind
beispielsweise solche der Sorten Propionibacterium, Strepto-
myces, Arthrobacter, Corynebacterium, Rhodopseudo-
monas, Mycobacterium und Pseudomonas. Spezifische Bei-
spiele dieser bekannten Mikroorganismen sind nachstehend
angefiihrt und von den angegebenen Depotstellen frei
erhiltlich:

Propionibacterium freudenreichii (ATCC 6207),
Propionibacterium shermanii (ATCC 8262),
Streptomyces olivaceus (ATCC 3335),
Arthrobacter hyalinus (ATCC 31263),
Arthrobacter simplex (ATCC 6946),
Rhodopseudomonas spheroides (ATCC 11167),
Rhodopseudomonas capsulata (ATCC 11166),
Corynebacterium sp. (IFO 12320),

Mycobacterium smegmatis (IFO 3082) und
Pseudomonas denitrificans (ATCC 13867).

Das Verfahren zur Herstellung von Vitamin Bi2 durch Fer-
5 mentation unter Verwendung der bekannten, vorstehend
angefiihrten, Vitamin Biz2 erzeugenden Mikroorganismen, ist
ebenfalls bekannt und beispielsweise in «Microbial Techno-
logy» 2. Ausg., Bd. 1, S. 497-519, 1979, Verlag: «Academic
Press, Inc.», offenbart.

Das erfindungsgemaisse Verfahren umfasst, dass die rohes -
Vitamin Biz und Verunreinigungen enthaltende Fliissigkeit
mit einem Adsorptionsmittel in Form des Harzes A) und/
oder des Harzes B) in Beriihrung gebracht wird, um Adsorp-
tion von Vitamin Bi2 an das Harz zu erzielen, wonach das
15 adsorbierte Vitamin B2 mittels eines Eluierungsmittels aus

dem Harz eluiert und das aktive Eluat gesammelt wird.

Fiir den Kontaktierungsschritt kann jedes beliebige Mittel
eingesetzt werden, das vollstindige Berithrung von Harz und
Fliissigkeit ermoglicht. Beispielsweise kann eine Ansatzme-

20 thode verwendet werden, wobei das Harz als Adsorbierungs-
mittel mit der das Vitamin B:2 enthaltenden Fliissigkeit
gemischt und das Gemisch gewiinschtenfalls geriihrt wird,
um Fliissigkeit und Harz vollstindig miteinander in Beriih-
rung zu bringen. Es kann aber auch Séulenchromatographie

25 zum Einsatz gelangen, wobei das Harz als Adsorptionsmittel
in eine Sdule gefiillt und die das Vitamin Biz enthaltende

Fliissigkeit durch die harzgefiilltte Sdule hindurch geleitet

wird. Im Fall des diskontinuierlichen Ansatzverfahrens wird

der pH-Wert der das Vitamin B2 enthaltenden Fliissigkeit

30 zweckmdissig auf 5-8, vorzugsweise etwa 7, gestellt und ein
zweckentsprechender Mengananteil, beispielsweise [-50

Vol.Teil(e)/Vol.Teil, der das rohe Vitamin Bi2 enthaltenden

Fliissigkeit des Adsorptionsmittels beigemischt. Danach wird

das Gemisch zweckmaéssig wihrend 10 min bis 2 h, iiblicher-
35 weise 20 min bis 1 h, sachte geriihrt. Die Temperatur dieser

Adsorptionsbehandlung kann Zimmertemperatur sein, liegt

jedoch zweckmassig so tief wie moglich, beispielsweise bei

10-30°C.

In der Methode der Sdulenchromatographie kann die das

40 Vitamin Bi2 enthaltende Fliissigkeit unter hnlichen Bedin-
gungen von pH-Wert und Temperatur durch die in die Séule
als Adsorptionsmittel eingefiillte Harzschicht geleitet
werden, wie im diskontinuierlichen Ansatzverfahren.

Nach der Adsorptionsbehandlung wird das Harz zweck-

45 missig gewaschen und dann mittels eines Eluierungsmittels
eluiert. Beispielsweise kann das Harz, nachdem das Vitamin

Biz adsorbiert wurde, mit Wasser oder wisserigem Alkohol

niedriger Konzentration, beispielsweise 5%igem wésserigem

Methanol, 2%igem wisserigem Athanol oder 1%igem wisse-
50 rigem Isopropanol gewaschen und dann mittels eines Eluie-

rungsmittels eluiert werden.

Durch die Eluierungsbehandlung von Vitamin Bi2 von
Harz als Adsorptionsmittel mittels eines Eluierungsmittels,
wird ein aktives Eluat erhalten, das gereinigtes Vitamin Bi

55 enthilt.

Es konnen gewohnliche Eluierungsmittel verwendet
werden, beispielsweise wésserige Losungen von niedrigen ali-
phatischen Alkoholen, Sduren, Alkalien und Salzen. Spezi-
fische Beispiele hierfiir sind niederaliphatische Alkohole, wie

& Methanol, Athanol und Isopropanol; Siuren, wie anorgan-
siche Sduren, z.B. Phosphor-, Bor- und Salzsiure, sowie orga-
nische aliphatische Carbonséuren, z.B. Essigsdure; Alkalien,
wie Natriumhydroxid, Mono- und Diammonium-phosphat

und Ammoniumnitrat; Salze, wie Natriumcarbonat, -acetat, .
65 -phosphat und Kaliumphosphat. Das jeweilige Eluierungs-

mittel kann zweckentsprechend und in Abhingigkeit der

jeweiligen Arten und Mengenanteile der Verunreinigungen
und der Art des als Adsorbierungsmittels verwendeten

10



Harzes gewidhlt werden. Bevorzugt werden wisserige
Lésungen von niederen aliphatischen Alkoholen, beispiels-
weise wisserige Alkohole einer Alkoholkonzentration von
weniger als 50 Vol.%, beispielsweise 25-50 Vol.% Methanol,
15-40 Vol.% Athanol, 6-20 Vol.% Isopropanol.

Die Eluierungsbehandlung kann bei Zimmertemperatur
erfolgen, wobei weder eine besondere Erwdrmung noch Kiih-
lung benétigt wird. Gewiinschtenfalls kann jedoch erwidrmt
oder gekithlt, beispielsweise auf 30-80°C erwédrmt werden.
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Beispiel 3
Ein Rithrwerksbehilter von 150 1 Inhalt wurde mit 5,0 kg
industriellem Divinylbenzol einer Reinheit von etwa 55%,
Rest Athylvinylbenzol, 1 kg Tripropenyl-1,2,4-benzoltricar-

5 boxylat, 6,0 kg Didthylbenzol, 3,0 kg Isoamylalkohol, 80 g

Benzoylperoxid, 1001 Wasser, 4 kg Tricalciumphosphat und
6 g Natriumdodecylbenzolsulfonat beschickt und das
Gemisch wurde unter Riihren bei 90°C wihrend 8 h suspen-
sionspolymerisiert, wobei ein granuliertes, vernetztes

Nach dem beschriebenen Vorgehen wird ein aktives Eluat 10 Polymer erhalten wurde.

erhalten, das gewiinschtenfalls konzentriert, umkristallisiert
oder auf andere Art aufgearbeitet werden kann.

In den nachstehenden Beispielen werden Ausfithrungs-
formen der Erfindung néher erldutert.

Beispiel 1

In einer Glassdule wurden 100 ml eines granulierten Divi-
nylbenzol/Styrol-Copolymers mit einem hauptsichlich vor-
kommenden Porendurchmesser von 320 A und einem
Gesamt-Porenvolumen von 0,91 ml/g, das durch Suspen-
sionspolymerisation in wisserigem Medium unter Verwen-
dung von industriellem Divinylbenzol einer Reinheit von
etwa 55%, Rest Athylvinylbenzol, hergestellt worden war,
eingefiillt.

Das Porenvolumen der Poren dieses Harzes mit einem
Porendurchmesser von mindestens 200 A betrug 0,50 mi/g.

Ein gemahlenes Produkt von mikrobiellen Zellen, die
durch Zentrifugieren einer Zuchtbriihe von Propionibacte-
rium shermanii (IFO 12391), einem Vitamin B2 erzeugenden

Das erhaltene granulierte Polymer wurde abfiltriert, in
einer Sdule mit Methanol und Chloroform gewaschen, erneut
abfiltriert und unter vermindertem Druck bei 60-80°C
getrocknet, wobei 5,3 kg eines weissen, nicht-transparenten,

15 granulierten Polymers erhalten wurden.

Das erhaltene Polymer zeigte eine Oberfldche von
874 m?/g und ein Gesamt-Porenvolumen von 1,7 ml/g.

Das Porenvolumen der Poren eines Durchmessers von
mindestens 200 A im erhaltenen Harz betrug 0,30 ml/g.

Das erhaltene Harz zeigte eine fiir die Carbonylgruppe
charakteristische IR-Absorption bei 1740 cm-', woraus her-
vorgeht, dass das Tripropenyl-1,2,4-benzoltricarboxylat
wirksam durch Copolymerisation in das Polymer einpolyme-
risiert worden war.

Ein Vitamin Bi2 enthaltendes, durch Ziichtung des Vitamin
Biz erzeugenden Mikroorganismus Propionibacterium sher-
manii (IFO 12391) erhaltenes Produkt wurde zentrifugiert
und das Vitamin Bi2 wurde zusammen mit Verunreinigungen
aus den abgetrennten mikrobiellen Zellen unter Verwendung

Mirkoorganismus, erhaltenes Vitamin Biz enthielt, wurde mit 30 von KCN enthaltendem wisserigem, 80%igem Athanol

KCN enthaltendem, 80%ige, wisserigem Athanol extrahiert.
Die erhaltene, Vitamin Biz und Verunreinigungen enthal-
tende Fliissigkeit wurde auf 1/10 konzentriert und dann mit
der 10fachen Menge Wasser verdiinnt, so dass eine Vitamin

extrahiert. Die erhaltene Fliissigkeit wurde durch Verdamp-
fung auf 1/10 des Volumens konzentriert, wobei ein rohes
Vitamin Bz in einer gewichtsmissigen Konzentration von
500 ppm enthaltende Zuchtfliissigkeit erhalten wurde. 100 ml

Bi2und Verunreinigungen enthaltende Fliissigkeit miteinem 3s der erhaltenen Zuchtfliissigkeit wurden mit einer Durchfluss-

gewichtsmassigen Gehalt an Vitamin Bi2 von 23 ppm erhalten
wurde.

Von der erhaltenen, Vitamin Bi2 und Verunreinigugnen
enthaltenden Fliissigkeit wurde 1 I mit einer Durchflussge-

geschwindigkeit von 200 ml/min von oben nach unten durch
eine mit 3 1 des wie vorstehend beschrieben hergestellten, teil-
chenférmigen Harzes gefiillte Sdule geleitet, um Vitamin Bi2
am Harz zu adsorbieren. Dann wurden kontinuierlich 101

schwindigkeit von 4 ml/min von oben nach unten durch die 40 einer 1%igen wisserigen Losung von Essigsdure von oben

mit dem granulierten Harz gefiillte Glassdule geleitet, wobei
das Vitamin Biz am Harz adsorbiert wurde. Danach wurden
kontinuierlich 2 | entionisiertes Wasser durch das Harz
geleitet, um die Verunreinigungen in die Abgangsfliissigkeit
der Adsorptionsbehandlung zu spiilen.

Dann wurde das adsorbierte Vitamin Bi2 durch Hindurch-
leiten von 3 140%igem wisserigem Methanol mit einer
Durchflussgeschwindigkeit von 3 ml/min durch die Harzfiil-
lung der Sdule eluiert.

Vom erhaltenen aktiven Eluat wurde ! | gesammelt und
darin der Gehalt an Vitamin Biz nach einer mikrobiologi-
schen Messmethode bestimmt, wobei eine gewichtsmissige
Konzentration von 23 ppm Vitamin Bi2 ermittelt wurde. Das
Gewinnungsverhiltnis von gereinigtem Vitamin Bi2 aus der
Vitamin Bi2 und Verunreinigungen enthaltenden Fliissigkeit
betrug somit 100%.

Beispiel 2

Beispiel | wurde mit der Ausnahme wiederholt, dass in die
Glassdule als Adsorptionsmittel 100 ml des handelsiiblichen
Divinylbenzol/Styrol-Copolymers «Diaion» HP-20 mit
einem hauptséchlich vorkommenden Porendurchmesser von
460 A und einem Gesamt-Porenvolumen von 1,08 ml/ g ein-
gefiillt wurden.

Im schlussendlich erhaltenen aktiven Eluat wurde eben-
falls ein gewichtsmaissiger Gehalt an Vitamin Bi2 von 23 ppm
und somit ein Riickgewinnungsverhiltnis von gereinigtem
Vitamin Biz von 100% ermittelt.

nach unten durch die Siule geleitet, um die Verunreini-
gungen in die Abgangfliissigkeit der Adsorptionsbehandlung
zu spiilen. Danach wurde das am Harz adsorbierte Vitamin .
B2 mit 30%igem wisserigem Methanol eluiert und 8000 ml

45 des erhaltenen aktiven Eluates wurden gesammelt und

getrocknet, wobei mit einer Ausbeute von 100%, bezogen auf
den Gehalt der Zuchtfliissigkeit, pulverférmiges Vitamin Bi2
einer Reinheit von 80% erhalten wurde.

Beispiel 4
Ein Riihrwerksbehilter von 150 1 Inhalt wurde mit 5,0 kg
industriellem Divinylbenzol einer Reinheit von etwa 55%,
Rest Athylvinylbenzol, 0,25 kg Tripropenyl-1,2,4-benzoltri-
carboxylat, 4,0 kg Didthylbenzol, 2,0 kg Isoamylalkohol,

55 80 g Benzoylperoxid, 1001 Wasser, 4 kg Tricalciumphosphat

und 45 g polymerem oberflachenaktivem Mittel vom Poly-
carbonséure-Typ «Caribon»-B beschickt. Das Gemisch
wurde unter Riithren bei 90°C wihrend 8 h suspensionspo-
lymerisiert, wobei ein granuliertes, vernetztes Polymer

60 erhalten wurde.

Das erhaltene Polymer wurde abfiltriert, in einer Sdule mit
Methanol und Chloroform gewaschen, erneut abfiltriert und
bei vermindertem Druck bei 60-80°C getrockent, wobei
4,9 kg eines weissen, nicht-transparenten, granulierten Poly-

65 mers erhalten wurden.

Die Oberflidche des erhaltenen Polymers betrug 905 m*/g
und dessen Gesamt-Porenvolumen 1,6 ml/g.
Das Porenvolumen von Poren eines Durchmessers von



646716 6

mindestens 200 A im erhaltenen Harz betrug 0,30 ml/g. von 500 ppm enthaltende Zuchtbriihe erhalten wurde. 100 ml
Das erhaltene Harz zeigte gute Affinitdt zu in einer Sdule der erhaltenen Fliissigkeit wurden mit einer Durchflussge-
durch dieses hindurch geleitetem Wasser, so dass leicht eine schwindigkeit von 200 ml/min durch eine mit 3 1 des wie vor-
mit diesem Harz gefiillte Sule fiir Sdulenchromatographie stehend beschrieben hergestellten, teilchenformigen Harzes

hergestellt werden konnte. s gefiillte Saule geleitet, um Vitamin Bi2am Harz zu adsor-
Ein durch Ziichtung des Vitamin Biz erzeugenden bieren. Dann wurden kontinuierlich 101 1%ige wisserige

Mikroorganismus Propionibacterium shermanii (IFO 12391)  Essigsdure von oben nach unten durch die Sdule geleitet, um
hergestelltes, Vitamin Bi2 enthaltendes Produkt wurde zentri-  die Verunreinigungen in die Abgangsfliissigkeit der Adsorp-
fugiert und aus den abgetrennten mikrobiellen Zellen wurde tionsbehandlung zu spilen.

unter Verwendung von KCN enthaltendem 80%igem wisse- 10 Danach wurde das adsorbierte Vitamin Bi2 mit 20%igem
rigem Athanol Vitamin Bi2zusammen mit Verunreinigungen wisserigem Isopropanol aus dem Harz eluiert. 600 ml des

extrahiert. Die erhaltene Fliissigkeit wurde durch Ver- erhaltenen aktiven Eluats wurden gesammelt und getrocknet,
dampfen auf 1/10 des Volumens konzentriert, wobei eine wobei mit einer Ausbeute von 98%, bezogen auf Zuchtfliissig-
rohes Vitamin Bi2 in einer gewichtsméssigen Konzentration keit, gereinigtes pulverfdrmiges Vitamin B erhalten wurde.
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