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Lo a nombre de MERCK & CO,, I¥C., entided norteemericana, €ste.
/ blecidm en 126 Ee8t Lincolp Avenue, Rehway, Wueve Jersey,

-

‘ Estado® Unidos d¢ Am€érice, por;

"% PROCEDIMIENTO PARA TA PRODUCCIOF DE SUSTANCIAS VITANINI-
CAS POR FERMEY TACION".- '

RN

. Este invento #6 refiere g la prodaccion de valiosos
prodactos viteminicoe por fermentacion . Mée especielmente,
ge refisre s residuocs de fermentecidn que pueden obteperse
por propagecidn de cepus seleccionadse de Fungl en medios

5 nutricioedy cue cortiénép vitemine BIB sintetizeds por hon-

g8 3y éuetmciaa viteminices efines con propie dudeg favorece.
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dores del crecimiénto para Lactobacill:e lectis Domer, y

yue sor utiles como compleémertos elimenticios,
188 sustsnciee viteminicus descritss en esta
Puoria 80 ersayen corvenientémente utilizunde le8 respués.

te al crecimiénto 491 micro-orgenismo Lectobacillus lactie

Dornﬁr en les eordiCiones dﬂ enseyo descritss por Shorb

(J. Biol. Ohcm. 169 455-6) 188 potencies de estas sus.
tancies viteminicas y de caldos fermentedos y concentrados
erriyue cidos con @llas se expresen en términos de sctividud
11D ®sobre la bgse de un Btendsrd d'ﬁ higedo arbitrario, te-
niendo dicho standerd una potercie de 1,000 mnidadee LLD
por miligr&nn‘. 8o ha determinsdo que la viteminae 312
cristaliza.da pars tiepne nn enélisie TLD do sproximsdean®rn. '
te 11, OOO 000 46 pnid=des I,I,D/miiigrunc.

8¢ ha sabido desde hece tiémpo gué lo8 gliméntos
usualé®, para animslés y ep particulsr, los usedos para vo.‘
1uteris, ‘bqgnpn‘ea,toa primordialmente de meterigs vege tgles,
tales cam'o,.‘ ‘grmoa‘ de coreples, harina 8 seja, salfalfas, ¥y
pimilarés, y adécucadod CGon réspeécto a 8n conténido on emino.
écido®, minerel®s, y viteminas d6 estructara quimica conoci.
da, Bon deficientés €én up factor o fectores requéridos pars
le mexima prop-orcién dée crecimiento y reprq_du'oeién ade cuada'.
Este factor s8¢ curucierizs por uns prénuncidéa tendencie &
ger scumulsdo en los tejido® y s ser grrastrédo s través del
huevo al pollov. pete darseles a 18 gallinas raciones ali-
ménticie® queé conténgem €ste factor a fin de m#nte~n8r el
cerdcter wiecuado de po‘aibilidad de incubseior y viabilided

ae loa pollod lncubedos, To# pollos deben recibir lg susten-
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cia, Ya directaménte €énp su aliméntoe, ye ipdirectumeénte por
medio del huevo desde 1la galline & fin de orecér en ls pro-
pore ion dptinme y de eviter la mortslidad Oxcesiva. Es evi.

depte que el fuctor s degren importancia economica para €l

swicultor,

En le préctica comercial los alimentos practicos ae
buene ealided pare evicnlture contieneén este depominedo "fac.
tor prote{nico animwl” (sl que s hara referepncia én esta so-
licitud eomo “APF") eﬁ forme 4@ gabprodnctes 46 la c2rné, ha.
rine 46 higsdo, harina de pescado, solubles de pescedo, y 8i-
muaree', Estos materiules son relstivamenteé poco abundantes.
Pehto 108 sabproductos d¢ 1g curné como la harine de higado
sor curos y sameértenm considerablemente €1 coste dé men ten imien
to de la Vol ateria.. A estas sunstancims s 168 pu6dé oponér
a8 imismo la objecion de' gne contierén cantidedes relativemente
pegueflas y verisbles del "LPF": Por consBiguiepte, se Je de-
seudo 6ncortrar uns fuerte més conceptrzda y meénoB coBtosa d@
e:ste importeante constituyente d la die'tu'.

Hemoe descubierto shora yué los réeidnos 4 fermen-
tucidn sctivesen LID producide® por propagecion de ciertas ce.
pee de Fungl ©n medios nutricios &cuosod® Son fuentes concén-
tradas de ggerteés favorecedores del crecimiento qué producép
évep dialmente el mismo efecto sobr® el crecimiento de pollos
gue €] producido por €1 nfactor prote{nico animal"". Pmos
deseubierto, edemas, gue, cusndo tzles residuoe d6 fermerte-
eion sorn sometidog = una Operucién de purificoeio'n. puéde ob-
teperee de €llos vitamine B;, pure y qué, €p on& racion por

10 dem#e deficiernte ep"APF", un pivel de 0.,000003% d¢ vite-
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mine 312 es cepmz 4@ producir mn efecto satisfactorio ¥
eperen temen t6 muximo sobre la proporcion d crecimiénto de
108 pollos,

Ke upe caraete rigtica del presente invento €1 queé,
én lager dé uislar la vitamina 31,8 ép formm pura 8 partir
4y ewldos @8 fermentecidn, pueden emplearse cogoentrados de

dichos osldos como sapleménto® alimenticles ép can tidades que

~dependen de so conténido ep sustancies actives en 1LD.

Femos descubierte queé tsle:s concentradoes pueden prepérareé

én lunn formg comérciplmen té practicable vpropﬁgan;io cépus de
bongoes seleccionadss €n an medio putricio acuoso, .y separmmdo
1ue go 108 conetituyentes volatiles de loe c=ldos de fermentu.
cion resultentes a temperaturas inferiores a 1as destructoras
de dichss snstBpcias vitam{nices sctivas én m,n; Lae cépas
de hongos que 88 hg comprobmdo ser comercialmenfe factibles
para esta finelided son les queé producen csldos do fermerte.
cién que den on el enslisis al mepos 20 upidud®® TLD por
miligramo de soiidos corténidos er dichos cal dosl. HSmos Ccoma
probado gué lo8 8¢01idoe sotubles eép agus de tgles caldos de
feruertecion pueden tepeér una potérnciam d¢ tento como mn.aB 140
pnidades 11D por mgr, de solido® en el celdo y gué puéden
obteperse con fecilidsd concentredos queé contienén 2‘.000 uni-

dedes LLD por mgr,, O mea, En confrasta con esto, las foéna

t88 mas ricas de "APP" -énterinrmente dieponibles, tsles comv

lo® eolubles dé pescado y lw harins de pescedo, 80 he compro-

bado gque #8010 contiénép como 1.3 unidedee LLD por mgr.
Iebe notarse que una racidn bese deficiente én TAPP"

rers avicultora €6 hece dieté ticamerte gdecuada cor respecto
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MELLA - "” ROTUCCON

- &l "APP" afiadiendo e dichd Q&Péaﬁ‘*afoddooz 298V ehine

31'2, y uune esta centidad 4¢ vitemine Biz produce une res.
puesta al créecimiénto 6n lo8 pollos equivalentié a l& produ-
cide por sproximadsménté 1 a § % de solubles de pescado,
heriras de pOQCEdD.. y similaresl. Este relacion de vitgniﬁa
31'2 corrésponde & on pive] 4@ grroxinadumente 330'.000 upi.
dgdes TID yror Kg., de gliménto, TUn concertrando 42 potercis
de 2:000 apidudes TED por mgr‘., tel éomo el entes méncioc-
nedo, Suminietra up nivel de 830‘ 000 unidz=des LID por Eg;
de glinento caando se gfimde en la proporcion de 166 mgra de
conceéntradoe por Kg, de elimépnto (es decir, 0 0165 %).

Se oabe yoe 86 hen empleado diversos solu bleé de
fermentecion como Buplémentos mliménticios primordialmente s
ceasa de su contépido eén riboflevine y otrus vitamines de es.
tructubra conocide, tsleés como biotine, acido pen toténico,e tc;
HGmoa Compro budo que €stos muterimles do lag tdenica antorior
8clo contiepep pe-que fims cantidudes de scstanciad sctivas en
LLD; por jemplo, 108 Solubles do fermentsecion but{lice con-
tiénen solemente como 4 opnidadee LLD por mgrA. y loe 8olaoa
bles de destilacion d@ greno® contiépep ménos d® 1 upided

1ID por mgr.  Bstos solubles de fermértacion no contienen

suficienteé material mctivo @n LID pears hacer practicuble

la recuperacion desde los miBmoe d¢ conceptrudos eplios pare
€1 énriquecimiepnto de wulimentos deficientes 2p 1 "factor
proteinico enimel ", ‘

A fin de hgcer factible la rec.zperacion de teles

coz:cer.tradoe és @sepnciaul que ©1 culdo de fermentecion d4¢ ep el

andlieis ul uwénos 20 unidude® LID por mgr, dé 841ido8 copteni -
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dos ep €1, Lo8 micro-orger 18mo8 Qqné Consideramos adocus.
do# pera producir caldo® de esta potencia son los hongos bog-

qué jedos en lapégina 2 del 1ibro "an Introduction to Industrid

Mycology, de Smith y Raietrick {Lordres, Edwerd Amold emd
Co, 1938), esto es, Myxomicetos, Schizomicetos y Eumicetos,
Esrecluimer.te adecuudos son los Schizomicetos, particul armép.

to ciertue razus de la especie Stréptomyces griseus que pue.

d8n usurse tumbién pars la produceidn de 1o8 emtibigtices

@treptomicina y griseina, Otrus especies de Streptomices,

talee comc Streptomyces albidoflavus, Streptomyces colombiepais

nov.sp,, Streptomgces roseochromoganni. ¥y Stréptomyces gntibio.

ticus, inciuyen oepes yne producep grandégs repdimien tos de
8us tuncis® actives ep LLD. Otros HSohizomicetos sdecundos
8on miembros d6é1 gfnero Clostridiom, y hemos conpro budo que

Tazas 99]l8ccioradesd 46 Clostridgum t6 tenomorphom, Clostridium

cochl®aricm, Clostridiom flebolliforum, y Clostridium batyricas
son @specimlmente gtiles parne réulizar ruestro proceaimiento..
Otroes micro.orgeniesmos que eptre loe Fangi ﬁeﬁoa descubierto

Son @découdo® parw la produccion comerciaml de caldos d@ formen.
tucion yue dun €p €1 enélisis al menos 20 unidades TLD por
miligramo d¢ solidos conténidoe ér dichos caldo® son los Toralea,

Eremotheoinm ashybil y Esohorichia cold,

Desewnoe recalcar yue, pars Caalquier especie Judsg
d¢ hongo, €8 preciso selecciopar Tazad gue produzcap culdos
Corn la d080ade wetivided en LLD‘. Muestro invento no 88 1imj.
ta & ningun hongo perticul ar, ni incluye tode reza de Caamlgujer
hongo dado. Por €] contrarios, tode micro-orguniemo aun €nse.

yudo, qué produzCe un Celdo d fermentacidn que d¢ ep ey analisis
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sl mépos #0 upidades TLTILD por mgrl. de sg1idoe d¢ cmldo, ha

eultado 86 r satiafuctorio purs producir concéntrado® aplos
pera 81 enriquecimierto d¢ uliméntos pare enimales deficisn.
tes op ] "fuckor protefnico mimal"‘.

!‘odufia otra vertuja del présetbe deéescubrimiertoe
reside en 51 hecho d® yue lo#® productos vitemiricos valiosos
wqui descritos puéden prepafarse w purtir d¢ 1{guidoe residue-
1e8 do formértmcidn queé resultem dé la produccion de 108 wati-
bioticos @stréptomicina y griseine, Los procesos de feruen.
tacion da. estreptomicine y griseine implicen lu fermeén tucion

de musue de bejue concentrecione® con €1 resultado 4 yud de.

b disponerse de volumenes Op extremo grandes dé Culdo dv fer.

men tacion purs Uuna cuntidad relativamenté pdyuefia d@ produca
cion de estreptomicine o griseina, X1 residuo 3@ unam gren
inetulucion de fermeptucion 4@ estreptomicinm puede corstituir
@8{ muchoe miles de 1itros de 1{uyuidos de fermeptucion residma.
188 por dfe. V |

Anteriorménte no se subfa yue ningun producto fitil
éstuviera presente ern estos 1:|fquidoa residuulaﬂ‘. Pe heocheo,
la contidad totwl de vitemines de estructura conoccida realmén-
mente contonide en taulés 1{quidos €3 domesisdo pequeéfin pars
hacor economite l1& Goncéntracion @@ loe 1{gnido® para la recu-
peracion de dichae vitanines, Estos 1{qnidos de. fermentae
eion 46 estreptomicina, por consigoiente, han conctisweido hee-
B2 shors un problems sério y aoatbso éen qnanto a la disposi.
cion de 1lo8 ;eeiﬁnés‘.

Ahore hemo® hecho ©1 Sorpréendepte descubrimiénto &

que este 1{quido residuel de le @streptomicina, después de
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geparsr del mismo €1 entibidtico estreptomiciny por medio de

resines de permntecion idnica, de en el endlieis esencialments

‘mée de 20 unidedes 11D por mgr, de ‘aélidoa conténidoe en €1,

Hemos demostrado gue de este 1{quide pueden reonpérarsé con-
ceptrados 4e gruﬁ sctivided LLD, y yué estos corcértrudos pul-
den usarse pare el enriguecimiento de glimentos enimales daefi.
cientes en el "factor pruteinico animal “‘. 31 se desea‘. el
quqiao puede tratarse psré producir vitsmine purs Big.
Anflogemente, 1{quidos griseipicos residuales, despuée de tra-
terlos pars recapersr el sntibictice grise{na pueden treterse

pars recup@rar concentrado® ricos ém 1LD o vitemine Byp pura,

Al llevaer s cabe €1 presente invento, podemos émpléer

cualguiera de 1o medice putrieios ucuosos ordinsrie.érte uti.

l1izedod 6n 12 prOpagacién de horgo®. fos n8dios putricios
usi.aies incloyen ure fuerte 4e ozrbono, ure fuepte de pitro.
gno, salées inorgenices y fectores de crecimiento siémpre qué
e reguieren. Kl oarbono puede ser prororcionade por un car.
bohidrato el como dextrose, meltose, Xilosm, ezocur invertida,
jurabe de male y aimilarea‘. El nitrogéne puéde ser propor-
cionedo por une sal smorica, sminoacidos, o protei'naa, telen
como hebus de soja, cascers de svena, levedurs, @xtrectos de
léevadure, digestién triptica de caeéina. éxtracto d® cemé,
sengre én polvo, ras_ca.duras prote{nicas de came.y hoésog, ha-
rine d¢ eelmdén, harina de pescede, solubles de péscedo, Solua
bles 4o destileris, y 3imilaﬁl‘. 51 sc desea, 108 hongos pué.

den ser propugedos usendo prote{nas (o mminoacidos) eir que

-@até presepte ningur hidrete de carbono en €1 wedio, ©n cayo

caso 1e8 protéines V(o‘ eminogcidoe) sirven como fuepnte dsl
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carbono y del nitrormmms,pg_,_os ﬁi‘b\lf%' lrganisnnaa.
L& propagacion ee ordiparisménte realizeda €n un médio &cuoa
80 pero tembi€p puede userse op lugsr 4@ dicho medio acuoBO
gn medio & bmse de szlvsdo 49 eereales,

Ccendo 26 use up m?dio nitricio ascuoso, €3 esterili.
zedo y lu@go inoculisdo cor up cultivo de ls cépe seleccionedsn
e hongo y la mezcla @8 ircCubmda hestse gue el caldo de fermep.
tecion a6 epn el enélisis sl népoe 20 unidedes TID por mgr. 40
80lidos del caldo, o mé.s‘. 1a incsbacion @8 realize usoal-
ménte er cordicioreée svmergidae y & vra temperatirs anrories
ia pars €1 hongo GSpEG:{fica empleaaa.. 1a poténcia (ee decir,
le setivided TID) del omldo formentedo asi obtenido 8 ensli-
zeda utilizondo le réespuesta al crecimie‘nto del mim-orgmia,

mo'Lantoba.ciuuu 1_9.01;1: Domer, como s¢ ha mércior&do smveérior

mente en ectu Pemorim,

A lg conclneidn dei perfodo de ferméntscion, €1 cal.
do fermertudo puéde ser separado y los 8olidos de fermertacion,
a8{ obtenidos usurse, ein ningir tratamiento, pare enriquécer
aliménto® @ imales deficiéntes en "A:PF"’. Ordir ariaenénte oe
prefiers filtrar el csldo 46 fermertacion y tratar el caldo
filtrado con un sdsorbénté tal como tierrs d@ baten o cawrbdn
activado, adsorbiendo de este modo le8 Sustaencias sctivas ep
LLD‘.. Este pdsorbuato se seca y puédé luégo usarse como fu.
plemépte aliveénticio, -

81 se desew un euplémento aliménticio 1ibre de
ad2orberte, e] adsorbp,to se eluy® cor diSoiventés mdecuados
teles como ®olucior&s pcuoste o alccholico-amcuosss de piri.

dira 0 o{~-plcolire, y &1 eluato resultarte 8¢ e6vearore & séque.
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dad; Este proceso atectus una purificacién parcisl de los
corstituyontes TLD=-&ctivoe y @1 producto sclido esi obteni-
do @8 ure fueni® concer trade de fectores de crecimiento sptos
para 61 epriguecimiénto @8 alimdntos deficientes ep "APP"
pars ssimales,

81 se deses una purificecidn ulterior, 81 corcéna
trado s0lido se extracta cor ur alcohol elifstico inferior,
tel como alcohol metilico, y €1 extracto alcohdlico se hace
pessr & través de upe Columna rellépa de alumins sctiveds
con 1o cuel 188 sustapcias TLID-mctivas sor sdeorbidse por
le alumina, le columpae 56 6luye luego cor disolvente de
me tenol nuevo y les fracciopes del elusto que muestren acti-
vided LID (segun s6 d8términa por emslisis microbiplogico;
g6 combinen y los eludtos combirados se corcertren., T4 80«
lucidn alcohdlice concentrade se mezcls luego cor or 1iguido
miscible cor dicha solucicn y en €1 cual eem insoluble la
sustencinp mctiva, tél como sacetona, El precipitado que
88 formm 8¢ recriestaliza desde ora mezcla 48 amcetorea y agusa
rara producir vitanira 312 cristalizada;

1os ejemplos signientes ilustran métodos @8 resli.
zar ©1 presépté invento, péro ha d¢ entépderse que estos € Jem-

plos 8@ dun & modo de ilustracion y po de limitgcidn,

Ejemploe 1

Up fermér tador de 15;000 litroe se carga con 43
Kge. de extracto de buy concentredo (70 % de sdlidos aproxi-
mudamer te ), 143'Kg8; de ura digestiop triptica de czseira,
72 ng; de clomro sodico, 720 grs; de sulfato ferrcscs hepte-

bidrato, 144 gre, de pitrato cobaltoso hexehidrato, 20 1itros.de

- 10 -
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mceite de sojas, y unos 1Z000 1itros de agus. Le solucion
se esteriliza durent® 70 minutos & 120¢w,. 8@ enfris 8 urof

28+vC, y 86 irocule eon 1130 litros de an cultive vegetativo

de upa cepa productora de griseine de Stréptomycés gristus
designads como 25G'. 51 medie iroccaulsdo s& incube & uns t6m-
perature d6 urod 28¥C, durenté un periodo dé unas 48 horas,

y 8é girées continuementeé con aproximgdamenteé 136 ms. de mire
por hora. Al finel del periodo de fermepteucion, todo €l calw
do de cultive se scidifics u pH 5 cop zcide fosforico y se
filtra‘. 1a torta de filtro se lava con &gna, J el filtrado,
con lss lgvadures, 6 haoe ligerTement® alcelino cor hidroxido
sddico, y s filtre de ouevo. &1 caldo de fermeptacion re-
sultent® gué contiepne 1.7 % de solidoe, tiene un pE de '7 :
y un enalisis LED de 2400 upidedes LLD por m1.

V

A, FPiltrado e9co 4o Caldo de ferme'ntueién de 3. "griaeus.

380 litroe de culdo de ferméntecion preparsdo como
ge ha descrito en 10 que eptecede se ewporaron 8 presion réa
ducide y & urna témperatura inferior a 409G, a unos 27 litros.
El concertredo, gue tep{e una activided micro-—biologica de
un s 40..000 unidedes LLD por ml,, 86 86C0 luego por pulveria.
zecién. El materiel séco con ten{a como 3 % de humedsd, y
pose {u uie actividad micro-biol@gcas d@e unes 140 upidaedes LID
por mgr. |

B. Adsorbato er carbop @ Caldo de fermeptacion de S griséus,

13.000 1itroe d61 mismo celdo d8 fermertsolon emplee-
do ep "A" antérior.enté 86 wgitmron con unos 72 Kgs. de carbon

ectivedo durent® 30 minutos, El adsorbato 86 recupero por
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£41trecién y 86 lavé por saspension en 380 1itros 48 sgis
pueva filtracio’n‘. |

195 grs'. del sdsorbato humedo en carbon s6 secaron
en ups estufa d€ vacio & 4590'. duren ¢ wproximadumente 20
hores, d=ndo 99 gre, de uisorbato eeco, La gctividud TLTID
261 sdsorbato seco era d¢ 470 unidedes LLD por mgr., calcu-
1sds & partir 4 1a sctivided originerismente presénte ep el
caldo d¢ fermértacion y le wctivided residusl del csldo ago-

tado procederte de la edsorcicn €p carbon.

.

G, Cencentrudo recupérado 48l elusto del wdsorbato en carbon .,

Bl resto del adsorbamto en curbon 1avado descrite en
wp® (d6 1a misme tenda d€ fermentacién),represen‘taudo. como
ve Kgar. de carbon activ'ado, ge eluyo por agitucion durnpte
%0 minute® con 630 1itros de piridina 26 %‘. e torta 850~
tadm 8¢ lavo do® ve‘oes gsobre 8] fi{tro-prénsa; primevro devola
vierdo a1l ciclo 150 litros d8 piridina 256 % durerte 20 minte
tos, y luégo dévolvierdo =l ciclo 106 litros d8 piridins 25%
durente 20 minutos®, Dos te'rcios del eluato y del lavado
combinudos g6 evagoreror s presion reducids (teuperatuira de
vapor inferior w 35vC.) haStu 24 1itros, 160 m1, del eluato
con cep traudo, Cor vna activided de aproximadumenw 250;000 upie
dmies LLD/ml., 88 secaron desde o1 e€stmdo congdlado, pars pro.
ducir 14’.1 gr, de producto con upw. potérciu 4 2600 unidades
LLD /mgr, |
D'. Vitenine B;p cristalizade.

Un concentrado 86lido prepurado segin €1 procedimien-
%o descrito en "B" y "C" aenterioruerte, partiepdo 4 13000

1itros de culdo fermep tudo, 86 extractd con slcohol metilice y

- 12 -
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el extracto mlcohélico s6 hizo puSar luego a truvés 46 unw

- columne queé conteniw wlumine mctivada, wdsorbiende el la

Vitanins Bjp. 1a coluans 88 eluyé con slcohel metilico
puévo y 1a8 frucciones del eluauto yue® mostrazron le actividad
11D wmes pronunciasde 8@ concer traron juntus.. 1a solucion
alcohbflice conceptrudu 26 mezclo luégo con acétona con 1o
cunl precipité vitenine 312 brute y 8 reécuperod poi; filtre-
cion. Late materiml se purificé por puéva precipitacion
desde @olucion €p ©tenol por edicion d@ mcetonm y €1 produca
to s purifico todaviwm por cristalizacion desde wuce téna acuo-
8e pars producir 106 mgr, de Vitunina Bz cristulizada,

El Velor 30 108 citudos® corcértrudod g d@ le vite.
mina 312 pare suetitair a los Buplemépntos welinenticios yoe
contienen "factor proteinico emimal " quéde de iostrado por los
ensayos de ;alinxer:tu.cién de polloe, yae luego s@ dascriben, en
108 cuules e] cfecimiento de poubs mwn ¥¥nidod sobre unw diea
ta deficiente en "APF" fué comparmdo con €1 crecimiento de
pollos Sobre lu mismu di®tw suplémértude por dichos concépiré
doe y por vitunine Biz-

Enswyos 46 eliméntucion de pollos.

Loe pollos eémpiéadod 6pn ©8tos Or8ayod® 88 incaburon
@ partir 46 huevos puestos por gullinus mentlpides con una
dietg defjciente ep "mf';

Pollos de upn diw 8¢ pisieron bajo la sigzuients dieta

buse ;
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Harina de habaslde soja........ 70 %
pextroes comercial . . . o+ . . . ..'. 7.9
CBIULOBE o« o o o o o o o « o o o o o ¢ 5,0
Aceite de gormep de trigo . . . . o . . 4.6
Gluconato de culcio......... . o 2>.5
GLICINA & o o o o o o o oo e e e 8.9
DL-matioﬁina............. 0.9
GBEO5 . o« o o oo s e n e e oo s o 1.5
KHPOge « o o o o n e s w e e s e e D.6LE
KH,PO,. o v oo oo mn e s avoone 1.0
uwx..'...............o‘.eae
15804‘.7330:.. B R 0'.51
GEBPOL.2Hz0 » v o o v oo oo o oo oo 0.7
Qit:ato ferrico ..‘.. o o .b. . o s o'.wa
T S 0.025
n 0.004
IS0, BHD « o vt e e e e 0.0016 %
PR 0 £
1. arginirsa ...'.. e s o o o s o o o s 01..50
1-0168101r@ o o o o o ¢ ¢ o o o s o o o 0‘.20
c‘olina_..........».....’. 0‘.530/
Innaitol..............'. 0‘.10
Acido p-aminobenzoico’,v. ) 0‘.05
O o'.ol
Pantoternato dé Ca '..........' 0'.004
Riboflaving . . o o ¢ ¢ ¢ o o o o o o 0‘.002
TLATADE o o v o e e e e e e e 0,002
PIridoxXing ¢ o ¢ o ¢ o o o ¢ ¢ ¢ o o 0,002

- 14 -
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Acido pteroilglotanico. « « ¢ « o o o o .. '0‘.0004.
B0a81008 « . o e e n e e s e a e .. 0.0008
BLOGINE o o o o o o o o o « o o o ¢ o o o o‘.oooo4
POITO AT D oo e e e eee e, 0.0

Despnds . de circo dias bajo lm citsde dieta bese,
g8 golecclor arop grupose dé 7 pollos cede uro, equilibrados
én cuarto 86 refiereé al peso corporasl, y recibieron la8 8i-

ié._aﬂ@/ |
guie;tee dietes fSuplementadas como sé ipdica én 1w tsbla

gigniente;

suplemento  iCantided de %  Unidedes ILD afim.  ¥e de
de suplemente de dides én suplémén. pollod
la diete total to por Kg.de¢ diete

pinguno - 0. v 7
Vit.By, orist, 0,000005 % 250,000 o
Galdo‘.seco ae_g_;._
griseus (concéna - .
tredo & citedo) 0.5 % _' 220,000 y
Adeorbato seco de |
8. griseus en oer- |
bon (B de arriba) o'.1 % : 470‘.000 7

Adsorbato en cerbon
de Elueto acuoso ep

piridicrs 1iofilize~

de do J.griseus

(C de arriba) 0.02 % 560,000 v
18 proporcidn de crecimiépto de estos polloe se re.

- '15 -
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MALA FEFRO U'TC'ON

POR D7FICIQ DL _ialNAL
. . I Y

sum® ©n la tabla 8igniépte;

Edad de lo0s pollos ep dfee 5 8 10 12 156 17 Inoréménto so.
bré 1la gsnanciz
epn C-1068 - 17

di=s d6 edsd
Dicte 01066 49;9 B7.5 59,7 67.6 66,2 66.5 -
1€.1093 29.9 Asslv avlo 79.5 107;2 125.8 59,5
G-1094 49.9 56.9 665.9 77.7 92.4 117.8 1.3
| é.xqss 49.9 60.4 67.5 82.5 108.7 126.7 60.2
01096 4.9 58.6 67.9 BB.1 102.6 122.6 66.1

Estos orsayos esteblecer clerameni® que €l crecimién.
10 - to de 108 polios de pruébe @8 mercedsmépnté ircréméntedo, €n
corﬁparwﬁn cor pollos alirerntados sobrée una die tg base defi.
cierte en "APF", el der a dichos pollos de pruebe dicha diete
befe epriynecida con cuelgui®re d@ 108 Corcentrados mepcionae

dog, o Vvitamiram 312'

16 Ejemplo £,

‘

Un fermentador d¢ 15000 1itros @8 cargd con 43 EKge

4

de concertredo de extracto de buey, 142 Kge, de unas digestion

triptica @8 cace{na, 73 Kga'. de cloruro de sodie, 20 l1itros
de gpente mti-eépumm te, y 18000 1;troa de aguu.. El medio
g esterilizd, 8¢ inoculo, fermeptd, acidificd, filtrd y neu.
trelizo como &€ ha descrito én €1 e jemplo 1’.

Bl caldo peutro Filtrado d¢ fermer tecion (aproxime.
daren te 15000 Iitros) se agit_é con 456 Kg8: de cerbon activo
durente 30 minutos pere gdeorber lo8 corstituyentes Lm)..activw;

7 Bl gdsorbedo se retiré por filtracion y se lsvo j)onian dolo ep

susnép 8ion On urod Z80 litros de agie y filtrendo de nuevo,

- 16 =
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El edsorbato lavado e eluyo por agitacidén durepté Z0 minutos
con 360 litros de o, -picolina 25 %, y €1 elueto 88 rscupers
por filtracion, Le torte de filtre 8¢ lavo sobre €] filtro.
prénsa devolviendo al ciclo 114 litroe d0 ©l.picolinas 25 %
durarte 30 minutos, Kl e@luato y €] lsvado combinsdos =e ®va.
poraron a preeion reducide (temype reture de vapor inferior o
3620) haSta un volumép de 22 litros, y se 4iluyé cop £30 1i.
tros @6 me tenol., El mate riel inerte que precipito se separd,
y loe constituyéntes 7TLD.ectivos brutos se precipitaron afe-
diendo l1e solucior en me tanol & 680 l1itros de €ter, El pre.
cipitado e weuﬁeré por filtracion, s€ 1ave con Ster, y se
88co en una estufa 48 veclo a una tempe raturs inferior a 3090‘.
para prodieir 860 gre, de producto s6co; potercis micro-biolda
gica, 15600 uridades LIDjmgr-.

El valor de esta. material como fuente de "APR™ epn
comparucior con extractos bruto d® higado y cor vitemnina Bip
cristalizeda se determinc biologloem®nté usando ensmyos de

alimértacion de pollos segir se describe ep 1o qué Bigue;

Ensayos d9 slimertscion de pollos,

Los pollo® emplendos s€ incubaron & partir dé hu®ves
puéstos por gullinrse mar teridus m upna diete deficiente en e}
"factor prote{rico spimal™,
. " base

Pollo® de un d;[ag 88 colocaron bamjo upa dieta /e 6re
14énticu a 1a del @ jemplo 1, 2e1vo 6n qué su cornteépido de ha-

rine de@ hshase de Boja era de 40 % y sn conténido de dextrose

' ».00'1191*(’181 erg de 27,9 %

Después de einco dims a 1m Citada diete base, se se.

1eccior aren grupos d¢ 7 pollos eyuilibrados én comto 2 sa peso,.

- 17 =
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y recibleron 188 citadws dictas basé suplémér t edus como sS€

indica €n la tebla siguiente;

Diete WO Saplemento Centidmd % de suplémen. ¥e de
to de lea diete total pollos

C.10144 ningone - 7
0-.1014B - ninguno _ - 7
C.1066 extracto bruto de higsdo 1% : v
C-10569 Concep tredo de formentes.

cion de@ S, grieeus prépa. :

rado como ee; Le dicho 0.0227 % v
6.1067 . Vitemina 318 criet, ' 0.000002 % .

Le proporcion & crécimiento de 108 pollos a estas

dietas 59 resumé ep lo queé sigué;

_Peso medio corporal €n gramos

Eded de los pollos en dfe® 6 8 10 12 15 18 increménto 80
) bre 1a genenciz

ep 0-1014 - 18

d{es de eded.

------------o---—n----------—.O------------------—-- L T T R K I I Ay

pleta C.1014 60.4 eo 1 66.0 77,9 95,9 113.0 )

)-(114.8

C-.1014 ‘ 50 4 59 ) 66 9 78.4 97.1 116,7 ) de pro-

. modio)
C.1066 50 4 60.‘: 68 3 85 5 105 7 133,8 18,4
G-;059 '50 4 62 4 71 .6 84 7 109 1 12%56,.6 20,8
C-106% 7 50 4 61 o5 68,7 83.4 10'7 7 1Z2.6 1'7'.8

Eetos ensuyo® muestren que el crecimieépto 48 lo8 po-
Jlos de pruebu @8 incremep tedo noteblemerte en comparacion con
108 pollo® aliméptado® con'una diete buse deficiente or APM’
glinér tado a dichos® pollo® con dicha dietle base enriquecide

@dn un Concér. trudo de fe rmer tmcion 46 S.grissue o con vitemina
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312; 108 ensayod muéstran también gue €1 orecimiento imere.
méntudo €8 wproximadamente €1 wmismo que €1 producido alimépna
tendo ® 108 pollos de ensuyoc cor le dietwm bese eépriyuecide
con 1 % de extructo bruto de higado, que ©#& una 48 1@ mejo:.

rées de 188 fuertes artériores del "factor protei'nico en inal®,

Bijeaplo 2

89 preparé up wedio putricio que cortenia Io si.

g:iente ;

Herine de hebass a8 ®o0ja . . . 3 %
mxtrosal.........-. 2%
Solubles de gestilerfa . . . 0.756 %
ﬂacx............ol.zsro
G L ... 1 p'.p'.m'.

Agaa del grifo, haeste . . . . 100 %

Este me dio se prepard, esterilizd e incubd con 10 @
en volumen de ur cultivo vegetativo d6 una cépam productore de

estreptomicine de Streptomyces griseus, Después de irocule.

c,i‘;n' el caldo inoculado ®e sgito & 2720 dorante dqe dims en
cordiclones sumergidus aireadasv. El1 caldo ferméntsado o8
acidifico con acido fosforico a pH 3 y se filtre mu través de
gilice de diatomscess ("Sapercex"); El enslisie de caldo
de fermar;tacién‘ filtredo mostro ﬁn«a actividad &d éatreptomni.
cina de 810 Y/ml. y one @ctivided TLTID de 2700 inidmges
LLD/mI'. (45 unidedes LLD por mgr. de sdlidos de1 caldo)‘.

280 litroe de este caldo de fermentacion filtrade
se hicieron paser s truves d@ upe columna qué contenis 600 grs,

de una résina permitadors d¢ ion€s del tipo de acido carboxiiico

-'19 -
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.(IRO-SO suministrada por 1s Resinous FProducts end Chemical Co.),

ad8orbiendo de este modo'la estréptomicina sobré le resinsa,.
108 caldos eflueptes de los cuslés fu€ separads as{ 1m @strepa

tomicine 826 combir aron.

‘

A. Adsorbato op curbou,

'75 11itros de este caldo @fluerte ee tratarou con
1600 grs. de carbon aetive, con lo cusl €1 curbon adsorbiod
e1 756 % d8 lgs sustancias LLD-activas originarienen ¢ présén.
tes on €] caldo‘. El sdsorbutoc Bobre curbon @ 1ave y se
geco, Bl producto e8co contenia eproximedanen te.so'.ooo unia
dedes LLD/gramo y puéde ucurse ep la misua forma yué &l ad
sorbato ®n cafbo'n descrito ep 1 ejemplo 1 pera €1 epriqueci.

wieénto 4@ alimeéntos pera smimale®, deficientes .enp "APFT,

B. Adeorbuto sobre tierras d@ baten.,

40 litroe de culdo efluenté preperado én €sencia
como 56 ha déecrito ant#8 (pero dando ©r €1 mnsglisis 500 oni-
dades LID/ml,) 86 ajusturor e pH 2.6 con dcido fosforice, ¥
@1 caldo resaltante 8@ trmtd con 600 grs'. de tierra de batm
("O.K‘. Bra':d")v. E1 mdsorbuto sobre tierra de baten, uué
conten{a 90 % de la mctivided LLD originsriemente prosents
ep 81 culdo, 8@ 1ave y 8860 para producir ur producto 86co
final gue corterf{u 30,000 tridmdes LLD,’gramo'. Este produce
to pueds usarss vy 18 wisme forua qu8 108 adsorbatos €r oarboin
wites descritos y er €1 € ®mnio 1 pera €] epriyneéciniénto de

wlinér tos deficiértes ép "ATF" pers uniusles,
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C, Concertrudo s€co por pulvérizucion,

Une purté dé 80 litroe d¢] mismo caldo eflverts use
do couc matériwl de purtida 6n 1m perte "A® e} préserte ejem
plo, 86 eVmpord hasta ur volumeén 46 12 litros, Upa porcion
de esty sSolucidn Corcéer trade (6740 mI..) ge #8co por pulveria.
zecion pers producir 2356 gre, d6 prodncto SCO Cor une poten-
cis microbiologice d6 140 unidedées TID/mgr. Este prodaca
to puede usurse er le misms forma que €] caldo seco de S.grie
8eus descrito ep el ejemplo 1 pere €1 erriguecimiento de

ulimentoe deficiertes ep "APF" pere mnimales,

99 prépars un medio consistente ep 1 % de diges.
tion triptica d¢ casoina, 0,3 % .‘da conc8ntrado de @xtrmcto
de buey y 10 p’.p.mA. ([partee por milldn) 46 ritrato cobal toso
hevxahidrato‘. El pH s¢ gjuste & 7 aproximademer te ’. Siete
porciones de 500 ml.. de este medio 28 colocun cmde urs én ma-
traces Eriépmeyer de 2 litros y se esterilizen dursnte 20

minutos & 115900, Cadun matraz s luego inocuiedo corn zpo®

10 m1, @8 up critive vepetativo d6 Streptomyces roseochromogenus.

y 88 irciba durert®é 7 dfams sobr® ura maguir a agitudors rotme
tivﬂ‘. El conterido de los matruees se mezclw ludgo 3: se
filtra.

Un litro de caldo filtrado {aproxi:uadmnen te 1500
aridedés LID/ml.) 8@ evapors e presior reducida (temreratars
inferior u 55901,‘; y 8@ 23ce desde e] estado corgelsado, para
prodacir 6.9 grs, 4 prodvcto cor ura actividad d6 unss 130
apidede® LLD /mer,

Otra porcio'n dé caldo flitrado, yue usciepde u 2800

- 2] -
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ml,., ©2 agitade a pH 7 durant® 30 minutos con 23 gras, de
carbdn mctivedo, El udsorbuto uef obtenido so eluye dos
voces por agitucion durante 20 minvtos cor une mészcle 36
126 m1, de etunol, 12‘.5 ml, d¢ piridira, y‘ 118'.5 mJ.». de
Bglia, Los eluutod combingdos se €Vapolrun & _presio'n redo.
clde (tempe ruturs inferior a Z5:C) y 80 secep desde e] es.
tudo ocorgelado para producir 2,3 grs, dé producto yue 41
ér 61 wnaulisis 440 upidades LED por mgr,
Este residuo #0co 49 fermertucion y €1 €luato sobre

carbono prépurudo ntes pueden usaree ep lg misms forma yue
lo8 productos descritos en €1 ejemplo 1 para €1 enriyueci.

. deficientes /
miento 4@ wliméntos/er—"RrE™—

Ejemplo b

¥ prepeare on cuitive de Streptomyces albidoflavis

¥ 8@ incnba éxectumente como 8 he descrito en el e jemplo 4

para €1 Streptomjees rose ochromogenus,

El caldo 46 fermeptacidn se ecidifice e pE 3 con
acido fosfdrico, se filtra, y €1 caldo filtrado se rec tralize
PE 7 eproximeduwep te con hidroxido sodico. 1670 ml. de
celdo néutre filtradio (enalisiss 1000 unidadu/mll; 77 zpide~

- des LL‘D/mgr. de c‘midos del cselde) ae egite durerté Z0 mipo.

tos cor 15.7 grs., d¢ cerbor activado. El sdsorbato ms{
obterido se récupera por filtrBCién‘. El sdsorbato himedo
8¢ scca a 4-590 ®n ira estufe ae vacio durerte 10 horas para
producir 50 7 gre. (cor inclusion d@ la ayuds de filtracien)
de adsorbato seco, cuya poténcia @8 sproximadunen te de 70
unidadea/mgr‘., calczlade por la potercia del caldoe neutro
Tlitrado origirel y del caldo amgotado d6i tratwniepto con
cerbon .

- 22 a
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Este adsorbato sobré carbon puede usarse en la
miemé forms que los productos descritos or 1 €;émplo 1 para

@l énriquecimiento de alimentos deficientes ep "APE™,

Ejempyio 6

88 propard ur medio de fermentacidn conteniéndo
lo 8igujente ;
Levadura de pfeiffer séceg . , , , 2 %

Witrato de cobalto . ., ., . . . . 10 p.p.m como Co"""

Agua destileds,pars hacer . , . 100 %

4

40 ml, de]l medio citwedo €n unp matrez de 250 m1, se
éeterilizeron € inocularon con & % en volumen A8 ap cultivo .
Vegelativo 46 46 horas 4@ upe ceps productore d¢ grisefne

de Stréptomycee grisecs degipn adm como 25G. Despues de inoa

culmcion, €1 culdo iroculado o8 ircubd a 28C durm t6 7% hores,
dursrte cayo tifmno @1 matraz se 22it0 cortirv=.frte sobre
vra mavuine agitsdore rotative. L
Despuc’s de termirado o1 pericdo de fer. i€ lacion,
el enalisis Lm del caldo fermer tado éra d8 4600 ur.idades por
(unas 220 upidades LID por mgr. do solidos dei caldo),
E8te caldo 8¢ .sa pars prodicir Gorcer tradoo 801i-
do® cor actividad “APF",0sl se dsseqn, vitamiras Bio p«ra de

acuedo cor €1 nrocediuierto descrito er o] ¢lémrplo 1,

Eiempilo ¥

% prépursron ocho wedios 4@ fermentacidr, 1d€nti.
C08 Con respecto a sules 1norgénicas, péro que cortenf{en die

ferertes materigl surlémenterio® nitrorenados, T& compoSie.



«efon ‘de estos medios fu€ como 8igue :

Suplémento del medio , , . , (Oomo 86 ir dica é6r la tabla sigte)
?861 . . - [ ] » - . » ‘. 'o * . L] L] .o . O 5 %
Aceite de hgbus de soja , ., , ..., 1 %

NSO4.7H200 ® e e s s s s ¢ 4 e e o b0 Pep.al,
co (ﬂoa)a‘ﬁsﬁao & @& « B 6 s 6 & 1+ e+ @ 10 p. PO m,

40 ml de cede uno d® los melios €n un metrez de
250. ml 8 6stérilizuron € inoculeron con 21/ % en volumen
4@ un cultivo vegetativo de ure cepe productore de griseine
a4 Streptomyces griseus, Despu€e 46 iroculecidn, 108 celdos
inoculedos se ircubaron & 28¢C durste 4 dies durerte cuyo
tiémpo lo8 matraces se secudieron contiruemérte sobre urg
méquina sacvdicora rotativa,

Después de teruinar 81 véeriodo de ferme. tecion, 1los
caldos :tBnnertadoa B8 arelizaron y 108 rés5:1tedos obtéridos,
depér diendo del suvniemerto del medio afledido, 8¢ resuuierop
ér la twbleg siguijerte;

Supliemerto del medio ¥rnidedes LID por ml, Uridades 1ID

@@ celdo fermértadoe, por mgr, de
80lidos dej

caldo.

3% d¢ ievadure sece Standard v '
Br&ﬁde Y‘lco..‘."«a....‘.. 4500 . 120
4% digestion d¢ protefram, . . 3500 78
5% cescura d¢ gvepm . , , , 1800 40
8% 8engre en polvo Armour , |, 1700 20
4% herire de pdscudo SHA ., . 2600 » 66
6% harine residial do eelmon, ., 1900 g9
2% rescaduras protefnicus de ourre , A -
y huesos, , . s e . 590 24
ﬁextractc ae bney kzglo o e . . 900 - 60

- 24 .



Estos csldos pueden wserse pare producir corcértre-

dos 80lldoe cor smctivided "APF", o, 81 8¢ decepg Vitamine 312

wr

pura de geoerdo cor el pracediaisEto descrito en €1 ejemplo 1.

Ejemplo'B

5 96 prépurd wmedio corteépiendo lo signiente ;

Infosidn Difco de corazér y cérebro . . ., 3,7 %
A'ga'r Difco . [ . . .. . [ » - . & . [ - . 0.37 %
Cobalto (como nitreto de cobaite) , . . 2 P.p.O.

Ag«ia destilﬂda’ hasta ® o s ¢ e ¢ e+ 4 e 100 %

10 Eete. medio #8 prépsro y subdividid ep circo matra
cée Eriermeyer d® 125 ml., conteniendo 100 mi, por matpaz;
Los matruces y suse contenidds 80 osterilizaroh y cada}un6 de
lo8 matraces 86 inoculd con una especie diferente de Clostridium
como se in@ica en la tebim sipuier te,

15 DespLés ‘de inocolmeidn, 108 cmide8 inoculmdos se ip-
cubaron enedrobiceménte, sin sgitmcion durerte ur periodo de
varios d{as = ing temlerétura de 3590: D3$p1}e's de temip ado

6ste pericdo de ferus: tucidn, lws motividades a6 108 celdod

dote minudu® por énsuyo con Lactobmcillus lactis Domer, eran

20 como 8igune; '

‘Cultive Unidades LID/ml.d6 celde =~ Upidgdes LLD /mgr.
de so0l1idos dé}
caldo,

vlostridiom t@tepomorphum 6000 125
Cloatridium cochleariam 6000 126
25 quetridium flabdlliferum 2000 60
Clostridium butyricum 4000. 100

‘- 25
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Ctivisea LLD sin Jsgecmpoeinién muastencie]l e agn @ﬂhtﬁnif

HC T A

MALA REPRODUCCION
POR DEFECTO DEL ORIGINAL

LOQ‘pdntﬁg’dﬂ ;av?nniﬁn propis y huﬂvg qus as
prosanten bere qu~ =~gan objeto A %wtavfetgatf ey Inf&n-
ci6a sn Wepafis, por VEINT$ siing, éan‘lgs aigulanter;

1¢2,- TUn procedimisntn poara la produccist An suze
thneles vitaminioss, qus eompren e nTop sger w microorgs-
Alsmo solooe ionsde s aguallss ~opea da hongon qus, - cusn-

Az enn cultivadns on un medio tutriein, producsn produntne

LLD pox niligrems da solide contonido %ﬁ Aiches profuntas,
raslizendnge 1iche pr;pag&mién 2% un medio ldcuidn mutri;
cig.~durantﬁ un pariode Je tf%mpﬁ pufieignt@ pire produeir
an oalds Ao Termntecibn quo Mkl ‘napyo al menns 20
anidadss LLD por miligrame ds =41 idsg contenides sn o1 pele

ds, ¥ rucwparer Anl calde materisiloc sounenlubles eon s0-

dn vit&mi%iea.

28.- Uh procs imi=ntne ségdn se raivindiocs #n
¢l puate 1, an 1 cual la propageciéa se reslizs en un
nadio autricio 6CU090, ‘

32.- Un procedimignts f8g0n 8a reivindies an -

el puate 2, on ol eusl o1 nadie nutrieis soucas ussds apne

P 26w
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tisng une fusnte 49 corhonn acimiloble, wre fusnts e
nitrdgonn esimilesbls, y =0l as inerganions,

48, Un prrooeting ente sogln se zeivindier n

cuelquicrs As Ine puites entarinras, ea sl ousl 1= DPIOD sim

geeifn ne raclise

pustn 4¢,

W\ progeiint nte

los puntre eaterioras, on ol cwl -1 micrre

orgznismn o uns gepa asloccionsds Asl gfoqro clostriﬂium.
7.~ T procesiniento nagln ae rrivindios en

#1 purtn 6; an el euel o1 mierc-rrginisnn oo pne CEPE Tf-

coadsns g Ay G vapirais Clestrisiom totensasrohan,

8.~ Uh prroedimi

ake

BLe etz so rodvindiesr n auele
Guicrz Ay Inw pattes 1 oa 5, 2L oaan) o1 nioro-rrgand g

o wn owin enpe msloceiongde

T S‘trmt*ymm

€.~ Un proce’imionts sestn as reivindice sn »1
P g
puato 38, en ol ocusl =1 micro-crgenismo es s eeps salaeow

cionada Ae l& ceprele Streptonyees griscus,

109.- Un pzeauﬁ¢Manto pegln ao roivindic: en

=

LEMO St Wy oepE ree

slpuats 9, en 0 ocwd ) omd SR

ﬂ01'W T8, produntore A-

o

srdisedng, fe Stroptenyoes erin

e~ Un prces-ipi nte prgln ss reivie fdap on

f.opunte 9, ch ol ousl - nierec-crgond cme opqoune CEpE TE

lanaion nole, productasre de eutroptrmicing, d¢ Streptonyeee

griscue.



10

20

.o

25

188994

129.; e puoostipdante eoglin ec rodvinfics on
cunlgulere dn los puntos enterieras, sn ol awl =1 meto-
rin) LLD setivo = rocupore 3wl oslde Az formenteaién
tratondc ol eeldo orn csrbfén sletrbente ¥ osscande ol £d-
airboto s tomperetursns inferiorss & lus destructivers ds ls
vitamine BlQ‘i |

138,- Un preecdimioxmte segle =0 Teodvinfics on

los puntoe 11 y 12, wn o1 oued gl celdn dg feormenterifn

£y

sbtowidn por lo proprgroifn S0 une ceps orlrencicrude, [ro-

duntors As patroptonicine, 3 Streptonwoss grlesne, ea tra-
toe primero con une recine Ao pornutsnisn ﬁfnﬁé& pers Aztar-
miner le edenzedfn de 1s sotreptenicine precontes sn ol osle
A sabre dicho reedne, ls reeine /o poamutscién i6nles y
ls eetroptemicoine sdeorbida oobae <3ls 2 eoperen Ael pele
A, ¥ oL eldn recidasl o ARmete lu=go = tretomionts orn

czrbdn sdnorbonta.
142, Th proen?imionts sogln oo 2odvindies en
lnz puntes 12-¢ 13, o« <L carl 1 materisl LLD rotive eg

3
sluye ) sdsrobits en cszlfn con wa Alsnlvents, y le s

Tueidn LLD sotive rasuitonte

152.~ Un procs’imisnte a¢ reivindies en

cuslquiere de log puntég gntericres, en 51 cusl ¢] msterisl
LLD sctivo rgéqurﬁﬁe A=l osldc As formontaciénffonste
& wr fracoiontrisnto cronbtogréfice v ose rocupsre vite-
nina Blz. )

168.~ Un procefimiento segtn s¢ roivintics on
log puntos 10, 12, 14 y 15, =n =1 ecus® Ir oclucién cnncan-

cfporbeto on cenrbfn dw ua cale

trada LLD esctive =lulds

w 28 -




188994

Ao da fernentecifa resultonts de le prrprafcién As une
eapa salacelonads, proiductora da griﬁaiﬁﬁ, A Strepto-

myoas grissug, se extroats onn slochel metdlien, 1 ax-
XA

tracto cloohdlicn = poass & terevée As war aslumns gus onn-
tisne olfmine gotivadam, le colwineg = lay# ecna glonhol
mgtiiicn, las freaoienss @ »lustc qus musstren sotivi-
dad LLD nfs prﬂnunaiaﬁa Ae ooncentren, co Sheden seetons
& la ﬂﬂlucida alooh6lios coanentrada, y la vitmmine Blg
bruts qus precipite «o swouars,

172, - Uh proos ladonts asg@n az retivin’iens
e sl punto 16, =n »1 cusl ls vitsmina By, bruta obtemni-
da e praeipits Aese unue solucién a» 1 misma =n stsnol

-

per alleifn s goatons y sl produsto purificedn roaultene

ta 55 rooriatalize denda sostone soutrs pore produsiy vie
teming ;Ei}“2 m{igtalizﬁia.

188, - Ue procediniento ds preporer onmpensi-
clonee alimenticien paxe vﬂihalqa, dletéticemsnts  sdvoue=
dsg ann respacto el M footon prft 1*1Qs Fﬂim?l oG onm-
prends &ﬂédir & oun matarisl autriecio . Asficiinte :n 9 fege
tor protednics snimsl M erwr funte do iche f?ﬁtﬂr uﬂa
sustaneds vitaminice producids par un prec- 8*m1 nto ﬂﬂgﬁ
gi rodvindics o cAtigui re Aa 1os pupt@ﬁ snteriores,

‘ I9g.- Un pr&e@ﬂimiuaua,para i1z produccidr As
sustemcisg vitaminices por farm-ntecién,

Tel y comr se he deserito en 1o iemeris que sn-
teoadn y oon los fines qus ac hen ssproificsds,

Bats Memnris cone-




188996

ds trelnte hejoe seoritss por une sels cers.

ledrid s

r.a ~3ABRISS0

MALA FEPROTUCCION
POR DEFECTO D=L ORIGINAL

:..30..

. SN B P D OSSO LI



	Bibliographic data
	Description
	Claims



