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Este invento se refiere a la producción de valiosos 

productos vitamínicos per fermentación. Más especialmente, 

se re fie re a resida os de fermentación qoe pae den obtenerse 

por propagación de cepas seleccionadas de ynngi en medios 

6 natrlGlütíty que contienen vitamina Bjg sintetizada por hon­

gos y sustancias vitamínica® afines con propiedades favorece.
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dore? Sei crecimiento para, tactobacll1l~s la c t la  Dom er, y 

<¿ue son u tiiee  cano complementos a lim entic ios,

1,8? 8ustandee v itgaín icas descrita? en esta  

IPrnorla ?e eneayan corven i?n temante o t i l  izan do la? raspees.

6 ta e l crecimiento del micro-organismo Laotobaellla? lac t i?

Borne r  ®n la? Condiciones d® ensayo desoritss por Shorb 

( j .  E lo l . ChSm. 169, 456-6). tas potencia® d® «ata? Bas­

tan d a s  vitamínicas y d® caldo? fermentado? y concentrado?

enrizo®cides con e l la?  se expresan en termino? de actividad
1

10 ttD sobre l a  base de an Standard de hígado a rb it ra r io ,  te­

niendo dicho standard ana potencia de l  ,000 unidades XtB 

por mil igrano , 3? ha determinado que l a  vitamina Bjg

c r is ta l iz ad a  para tiene nn aná lis is  tXD de aproximad amen-
t

te u .000.000 de onidadee XlD/failigremo.

16 Se ha sabido desde hace tiempo que ios alimentos

asueles, para  animales y en particu lar , los asados para vo- 

la te r ía ,  compuestos pr-imordialmente de materias v e s t a le s ,  

ta les como grano? de cereales, harina d® so ja , a l f a l f a ,  y 

sim ilares, y adecuados con respecto a sq contenido ®n emino- 

20 ácidos, minerales, y vitaminas de es truc tara química conoci­

da, son deficien tes ®n nn facto r  o factores requeridos para
4

l a  máxima proporción de crecimiento y reproducción adecuada» 

Este fac to r  se caracteriza por una pronunciada tendencia a 

ser acumulado ®c los tejido? y a ser arrastrado a travás del 

86 huevo al p e l lo .  Bebe dárseles a les  ga llinas  raciones a l i ­

menticias qae contengan este factor a fin  de mantener e i  

oarácter adecuado de posib ilidad  de incubación y v iab ilidad
4

de los  pollos incubados, tos pollos deben re c ib ir  la so s te n -

2 -
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o i* t y* aireetaliente en so alimente, ya indirectamente por 

medio del huevo desde l a  g a l l in a  a f in  de orecer eD la  pro­

porción óptima y de ev ita r  l a  mortalidad excesiva. Es ev i­

dente que e i f a c t o r e s  de>graa Importancia económica para «1

5 apicultor.
En l a  práctica comercial los alimentos prácticos de 

buena calidad para avicu ltura contienen este denominado "fac­

tor pro te £n ico animal" (al «iue ^ará  referencia en esta  so­

l i c i t a d  como "APF") en forma de eabproduotos do l a  carne, ta ­

jo  riña de bigado, harina de pescado, solubles de paseado, y s i ­

m ilares. Betos materiales son relativamente poco abundantes. 

Zaüto los subproductos ae l e  carne como l a  harina de hígado 

oon caros y aumenten considerablemente e l  coste de mantenlmien 

to de l a  vo la te r ía .  A estas sustancias se íes  puede oponer 

15 asimismo l a  objeción de que contienen cantidades relativamente

pequeñas y variab les  del "AFF". Por consiguiente, se &e de­

seado encontrar ana fuente más concentrada y menos oostosa de 

este importante constituyente de l a  d ieta .

H8rao8 descubierto «¡hora que lo s  residuos do fermen- 

20 tación actives«n MD producidos por propagación de c iertas ce­

pas de jfangi *n medios n u t r id o s  acuosos son fuentes concen­

tradas de agentes favorecedores fiel crecimiento que produce^ 

eseociaituente e l  mismo efecto sobre e i  crecimiento ae pollos  

que ei producido por e l  " facto r  protaínico animal". Hamos 

26 descubierto, además, que, cuando ta les residuos d« fermer.<1«-

clón son sometidos a una ©peracio'n de purificación , puedo ob- 

x tenerse de e l lo s  vitamina Bjg pura y que, en una ración por 

lo  demás deficiente O n ^ F " ,  un nivel de 0.000003* d» v ita -

.  3 -
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mlc* Bjg ®s capaz de producir un efecto sa t is feeto rio  y 

ip eren temen te máximo sobre 1 » proporción d® crecimiento áe 

loe po l lo s .

£8 una oeraeteríeticii del presente invento e i qu®,

5 en logar de a is la r  l a  vitamina ®d forme para a p a rt ir

de caldos fl® fermentación, pneden emplearse concentrados de 

dichos caldos como suplementos alimenticios en cantidades qa® 

dependen de sq contenido ®n sustancias activas en XXD.

Hemos desoobierts que ta les concentrados pueden prepararse 

LO e0 una forma eomereialnien te practicable propagando eep »s ño

tongos seiecoionades ®n un medio nutric io  acuoso, y separando 

luego lo s  constituyentes vo lá t i le s  de lo s  caíaos de fermenta­

ción resaltantes a temperaturas in fe r io res  a la s  destructoras 

de dichos sustancias vitamínicas activas en XXD. Xas cepas 

15 de hongos que se ha comprobado Ber comercialmente fac t ib le s

para e sta  fina lidad  eon las  que producen caldos de fermenta- 

clon que dan ®n ®1 an á lis is  al menos 20 unidades XXD por 

miligramo de sólidos contenidos en diohoe caldos. H®mos com­

probado que ios  sólidos solubles eD agua de tales caíaos de 

20 fermentación pueden teD®r una potencia ae toito como unas 140

nnidades XXD por mgr. de sólidos en e l  caldo y que pueden 

obtenerse con fac i l id ad  concentrados que contienen 2.000 uni­

dades XXD por mgr., o más. JEn contraste eon esto , las fuen­

tes más ricas de rt*PFn anteriorn#nte disponibles, ta les  coma 

25 loe solubles ae pescado y l a  harina de pescado, se ha compro­

bado que sólo contienen como 1-3 unidades XXD por mgr.

jebe notarse que una ración baS® deficiente en *AP?" 

para avicu ltura se haca dietéticamente adecuada oon respecto

4 -
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MALA - EF ROOUCC’ON

al "APS1" añadiendo e dio; i^QfcPórT ~ O.OQobog %*WVifrdiina

B_0, y <10® esta  can ti dad de vitamina B , -  produce ana res_ 

puesta al crecimiento en loe pollos equivalente a l a  produ­

cida por aproximadamente 1 a 5 f» de solubles de pescado, 

harinas de pescado, y sim ilares, Esta relación de vitamina

B _ o orre Sp onde a un nivel de aproximadamente 330.000 ani- 
12

dadas t,XD por Kg. de alimento. Un concentrado de potencia
i

de 2,000 anidades %jj) por mgr.# tal como e l  antes mencio­

nado, suministra un n iv « l  de 330,000 anidadas ÍW  por £g* 

de alimento cuando se añade en la  proporción de 165 mgrs, de 

concentrado por Kg. de alimento {es dec ir, 0.0165 %),

Se sabe que se han empleado diversos solubles de 

fermentación como suplementos alimen tio ios  primordialmente a 

causa de su contenido eD r ibo flav ina  y otras vitaminas de es­

tructura conocida, teles como blotina, ácido p«utot¡¿nic«,ete. 

Hemos comprobado que estos materiales de l a  técnica anterior 

sólo contienen pe que fias cantidades de sustancias activas en 

X.ID; por ejemplo, los  solubles de fermentación b u t í l ic a  con­

tienen sol amen te oomo 4 anidades XI>D por mgr. y los solu­

bles de destilación de granos contienen menos de i anidad 

LID por mgr. ' Estos solubles de fermentación no contienen 

suficiente material activo en LXJD para hacer practicable  

l a  recuperación desde los mismos de concentrados aptos para 

ei enriquecimiento de alimentos deficientes en ®l "factor
4

proteínico animal".

A fin  de hacer fac t ib le  l a  recuperación de tales

concentrados es esencial qae ©i caldo de fermentación de en el 

anális is  ai menos 20 unidades IU )  por mgr. de sólidos contsni

5 .
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dos 0c é l .  tos raicro-organismoe que consideramos 8decas- 

dos pera producir caldos de esta potencia son los hongos bos-- 

quejados ©n l a  página 2 del u b r e  "in Introdaction to industrien 

Byoology, de Sraith y fiáis tr ie  k i-Londres, üdwetrd Am oíd and 

5 Oo. 1938}, esto e s ,  Hyxónice t o s , Schlzomicetos y Eumicetos.

Especialmente adecuad os son los Schlzomice tos, particol símen­

te oiertas razas de l a  especie Streetomyces gríseas que pue­

den usarse tambie'n para l a  producción de lo s  ectibiótieos  

«treptomicina y g r ise ina . Otras especies de Streptoalc e s .

O tales como Streptomyces a lb ido flavos . Streptomyces ooiombiensis

nov.sp., Str©ptomyoea roseoohromogenas y 3tieptomyces m tib io -  

t icas , incluyen oepas qne producen grandes rendimientos de
4

sustancias activas en H D . Otros achizomicetos adecuados 

son miembros dei genero Olostridlam. y hemos compro bado que 

5 razas seleccionadas de Olostridlam te tac omor-phtm. 01 os tria  luía

oochiearlmn, Olostridlam f la ben ifS ram . y O lostrld iaa  botyrlcas 

son especialmente ú t ile s  para rea liz a r  nuestro procedimiento. 

Otros micro-organismoe qae eDtre loe gongl hemos descubierto 

son adecuados para,’ l a  produooión comercial de caldos de fe raen-  

) tación que dan en ei an á lis is  al menos 20 unidades ttD por

miligramo de solidos oontenidos en dichos caldos son lo s  Torala, 

Bremotheaiam aflhvbil y gscherjehla col i .

Dase araos recalcar que, para cualquier especie dada 

de hongo, es preciso seleccionar razas que produzcan caldos 

5 eon l a  deseada actividad «n tLD. nuestro invento no se um i.

t *  a ningún hongo part icu la r , n i  incluye tod» raza de cualquier 

hongo dado. Por e i  contrario, todo micro-organismo aun ensa­

yado, que produzca uD caldo de fermentación que de' en e i  aná lis is

6 .
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«1 menos 80 unidades ILD por mgr. de sólidos de co-iao, ha 

resultado ser sa t is fac to r io  par» producir con centrados aptos 

para s i  snriqaseimisnto de alimentos para animales defic ien­

tes en e j  "factor proteínic© animal".

5 todavía otra ventaja de i presente descubrimiento

reside en e i hecho de que ios productos vitamínicos valiosos  

aquí descritos pueden prepararse a p a rt ir  de líquido® residua­

le s  de fermentación que resultan de l a  producción de loe anti­

bióticos estreptomicina y grise ina . I<os procesos de fermen- 

10 tadón de estreptomicina y grise ina implican l a  fermentación 

de masas de bajas concentraciones con ei resultado de que de. 

be disponerse de volúmenes Sn extremo grandes de caldo de fe r ­

mentación para acá cantidad relativamente pequeña de produc­

ción de estreptomicina o griseina. ®1 residuo de una gran 

15 instalación de fermentación de estreptomicina puede constituir

a s í  muchos miles de l i t r o s  de líqu idos de fermentación residua­

le s  por d ía .

interiormente no se sabía que ningún producto ¿ t i l  

estuv iera  presente Sq estas líquidos residua les . pe hecho,

80 l a  santidad total de vitaminas de estructura conocida re símen­

me n te contenida en ta les líquidos es demasiado pequeña para 

hacer económica l a  concentración de ios líquidos para l a  r®ou­

pe ración de dichas vitaminas, as tos líqu idos de-fermenta­

ción de estreptomicina, por consiguiente, han constituido has- 

86 ha uhor-a un prool»m& serio  y costoso en cuanto a l a  disposi­

ción de ios residuos.

Ahora hemos hecho ei sorprendente descubrimiento de 

que este líquido residual de l a  estreptomicina, despees de

-  7 -
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separar del mismo «1 antib iótico estreptomicina por medio de 

resina» de permutación iónica, da e0 e i  e n c i e l e  esencialmente 

más de 20 unidades i»XD por mgr. de só lidos contenidos en é l .  

Hemos demostrado que de este líquido pueden recuperarse con­

centrados de gran actividad M ,  y qne ®stos concentrados put. 

deD usarse pare e l enriquecimiento de alimentos animales d e f i ­

cientes en #1 " fac to r  pro te ín ico a n i m a l S i  se desea, e l  

líqu ido puede tratarse par& producir vitamina pura Bj£. 

m a ló g re n te ,  líqu idos griseín icos residuales, después de tra­

tarlos pera recuperar e l  antibiótico g r ise ín a  pueden tratarse  

p ira  recuperar con centrados rieos en T.LD o v i t r i n a  Bjg pura.

Al l le v a r  a cabo e l  presente invento, podemos emplear 

cualquiera de los medios nutric ios acuosos ordinariamente u t i ­

lizados en l a  propagación de hongos. lo s  medios nutricios  

usuales incluyen una fuente de carbono, ano fuente de n itró ­

geno, sa les inorgánicas y factores de crecimiento siempre que 

se requieran. JS1 carbono puede ser proporcionado por un car­

bohidrato tal como dextrosa, maltosa, x i lo sa ,  azúcar invertida, 

Jarabe de maíz y sim ilares. SI nitrógeno puede ser propor­

cionado por una sal amónica, sminoácidos, o proteínas, teles 

como habas de so ja , cáscara de avena, levadura, extractos de 

levadura, digestión t r ip t io a  ae caseica, extracto de o ama, 

sangre Sq polvo, rascaduras protefnieas de carne y huesos, ha­

rina de salmón, harina de pascado, solubles de psseado, solo-
t

bies de d e s t i le r ía ,  y s im ilares. Si se desea, los hongos pue­

den ser propagados usando proteínas (o aminoácidos) sin que 

esté presente ningún hidrato de carbono en e i media, en cuyo 

caso las  proteica® fe aminoácidos) sirven como fuente del

11
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carbono y del nitrógWfT‘re^Q^ido»_|ia£^ps^jS:£ r^rgeo iBm oB .  

l a  propagación es o rain arlaren te rea lizada  en un medio acuo­

so pero tanbie'n puede osarse en logar de dicho medio acuoso 

on medio a base de salvado de cereales.

Cuando se usa un medio nutrió lo  acuoso, es e s t e r i l i ­

zado y luego inoculado cor un cultivo de la  cepa seleccionada  

de hongo y l a  mezcla ®a incubada hasta que ei caldo de fernaen- 

tnniiín de ©n 61 aná lis is  al menos 20

sólidos del caldo, o más. l a  incubación se rea liza  usoal- 

mep te «n cor di clores sumergidas y a era temperatura ar ro- i*p 

da parae i  hongo específico  empleado. Xa potencia (es decir, 

l a  actividad IXD) del caldo fermentado así obtenido es anali­

zada utilizando l e  respuesta al crecimiento d©l micro-organis­

mo xactobaolllus leo t ls  Dorn©r, como se ha mencionado anterior 

mente en esta  Memoria.

A l a  conclusión del período de fermentación, ei ca l­

do fermentado puede ser separado y los  sólidos de fermentación, 

« e í  obtenidos usarse, sin ningún tratamiento, para enriquecer
t

alimentos animales defic ientes en "APF". Ordinarismente se 

prefiere  f i l t r a r  e l caldo de fermentación y tratar ei caldo 

f i l t r a d o  con un adsorbente tal como t ie r ra  de batan o carbón 

activado, adsorbiendo de este modo las  sustancias activas en 

XXD. Este adsórbate se seca y puede luego usarse como su­

plemento alimenticio.

Si se desea on suplemento alimenticio lib re  de 

adsorbente, e l  adsórbalo se ©luye con disolventes adecuados 

tales como soluciones acuosas o aloohólico-aoaosss de p i r i -  

dina o cC-plcolir/e, y ©i ©iuato resultante se e ver ora © s®que-

9



dad. Este proceso efectúe cea p a r i f le  ación parcial de los 

constituyentes H D -aetivos  y ei producto sólido « s í  obteni­

do es ara fuente concentrada de factores de crecimiento a^tos 

paro e i  enriquecimiento de alimentos deficientes en "JüPF" 

para animales.

Si se desea una purificación u lte r io r ,  e l concen­

trado sólido se extracta con un alcohol a l i fá t ic o  in fe r io r ,  

tal como alcohol metílico, y ei extracto alcohólico se hace 

pasar a trave's de una columna re llena  de alúmina activada 

con lo cual las  sustancias lUD-activas son adsorbidas por 

l a  alúmina. l a  columna se eiuye luego cor disolvente de 

mStanol nuevo y las fracciones dei eiueto que muestran acti­

vidad I  ID f según ee determina por aná lis is  micro b iológico) 

se combinan y los eiuatos combinados se concentran. l a  so­

lución alcohólica concentrada se mezcla luego cor un líqu ido  

miscibie cor, dicha solución y en ©i cual sea ineolubie l a  

Bastécela activa, tal como acetona. B1 precipitado que 

se formo se r e c r is ta l iz a  desde una mezcla de acetona y agua 

para producir vitamina Bjg c r is ta lizada ,

los  ejemplos siguientes ilustran me'todos de re a l i ­

zar e i presente invento, pero ha de entenderse que estos ejem- 

píos se don a modo de ilustración y no de lim itación. 

B j S m p l e  1

Un fermentador de 15.000 l i t r o s  ee earga con 45 

Egs. de extracto de buy concentrado f70 % de sólidos aproxi­

madamente), 145 Egs. de una digestión t r íp t ic o  de caseína,

72 Egs. de cloruro sódico, 720 g r s . de sulfato  ferrosos h«pte- 

hidrato, 144 grs . de n itra to  cobsltoso hexehidrato, 20 lit ro s ide



aceite cíe so ja , y anos 13000 l i t r o »  

se e s t e r i l i z o  dorante 30 minuto» a l20s*. se en fr ia  a uno»

28*C. y as inocula con USO l i t r o »  de an cultivo vegetativo  

de una cepa productora ae g r is s ln a  ae Stieptomyces gríseos  

de a i j a d a  como 25G. El medio inoculado se ineube a una tem­

peratura de utos 28*0. dórente un período de ana» 48 hora», 

y se aire a continuamente con aproximadamente 135 m . de aire  

por hora. Ai f in a l  del período de fermentación, todo e i  cal­

do de cu ltivo se a c id i f ic a  a pH 3 con ácido fo s fó r ico  y se 

f i l t r a .  La torta de f i l t r o  se lava con agua, y « i  f i l t ra d o ,  

con las if¡vaduras, se hace ligeramente a lcalino con hidróxid© 

sódico, y se f i l t r a  de nuevo. El oaido de fermentación re­

sultante que contiene l ,7 % de só lidos, t ieDe an pH de 7.8»
y un enc lis is  x<LE de 2400 unidades LLE por mi.

A, F iltrado  seco do Caldo de fermentación d» 3. gríseos,

380 l i t r o s  de caldo de fermentación preparado como
*

se ha descrito en lo  que antecede se evaporaron & presión re­

ducida y a una temperatura in fe r io r  a 408(3. a anos 23 l i t r o s ,  

SI concentrado, que tenía una actividad m icro-biologica de 

ana» 40,000 unidades X.LD por mi., se secó luego por pu lveri­

zación. SI material seco contenía co-ao 3 % de humedad, y 

poseía una actividad micro-bioitgLea de unas 140 unidades LID 

por mgr.

B. Adsórbate en carbón de Caldo de fermentación de S. g r iseos .

13,000 l i t r o s  dei mismo oaldo de fermentación emplea 

do ©n "A" anteriormente se agitaron con unos 72 Egs, de carbón 

activado durante 30minatos, El adsórbate se recupero por
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f i ltrac ión  y ee lavó por suspensión ®n 380 l i t r o s  de agua y 

coeva f i l t r a c ió n ,
195 g r s . del adsórbate húmedo en carbón s® secaron 

en una e s ta fa  ae vacío a 45sC. a u ra s »  aproximadamente 20 

6 horas, dando 99 grs , de adsórbate seco. I®  actividad LED

¿él adsorbato seco e ra  de 470 anidadas T.LD por mgr., calcu­

lada a pa rt ir  de la  actividad originariamente presente e0 el 

caldo de fermentación y l a  actividad residual del caldo ago­

tado procedente de l a  adsorción en carbón.

i0 o', encentrado recuperado dei eiuato dej adsorbato ep carbotu

El resto del adsórbate en carbón lavado descrito ee 

"B« (ae l a  misma tanda de fermentación} .representando como 

n  Kgs. de carbón activado, ee eiuyó por agitación Sumiste 

80 minutos con 650 l i t r o s  de p ir id ina  26 %. X® torta ago- 

15 tada se lavó dos veces sobra ei f i l t ro -p re n sa :  primero devol­

viendo al c ie lo  150 l i t r o s  de p ir id ina  25 $ durarte 20 minu­

tos, y luego devolviendo al c ic lo  106 l i t r o s  de p ir id ina  25$ 

durante 20 minutos. Dos tercios dei eiuato y del lavado 

combinados se evaporaron a presión reducida (temperatura de 

20 vapor in fe r io r  «  35sG.) hasta 24 l i t r o s .  150 mi. de.i eicato

concentrado, con una actividad d® aproximad amen te 250.000 uni> 

dad.es XlD/al , se secaron desde e l estado oongeiado, para pro- 

ducir 14.1 g r .  de producto con una.potencia de 2800 unidad*® 

bXD/mgr.

25 P. Vitamina Bjg c r is ta lizada .

Un concentrado sólido preparado según s i  procedimien­

to descrito en "B* y *0" anteriormente, partiendo de 13000 

l i t r o s  ds caldo fermentado, se extracto con alcohol metílico y

- 12 -
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ex extracto alcohólico se hizo p »s » r  luego a través d© una, 

columna Que contenía alumina activada, adsorbiendo as í 1© 

vitamina B jg . l a  columna se eiayo con alcohol metílico  

nuevo y las fracciones del eiuato yue mostraron la  actividad  

5 LID m»s pronunciada ae concentraron Juntas, T,«t solución

alcohólica concentrada se mezclo luego con acetona con lo 

cual p recip itó  vitwaina B^g bruta y se recuperó por f i l t r a ­

ción. Este material se pu rificó  por nueva precipitación, 

desde solución en etanol por adición de acetona y e i  produc­

to to se purificó  todavía por crista lizaoión  desde acetona acuo­

sa para producir 106 mgr. de vitamina Bjg c r is ta lizada .

El Valor ae ios citados concentrados f  de l a  v i t a ­

mina B-„ para su st itu ir  a los suplementos alimenticios que
4 ̂

contienen "factor proteinioo animal " Quede demostrado por lo s  

16 ensayos de alimentación de po llo s , ya® luego se describen, en 

1 os cuales e l crecimiento de pollos m«a tenidos sobre una die­

ta deficiente en BipF" f&e comparado con e i crecimiento de 

pollos  sobre l a  misma d ieta  supiemen t»da por dichos concentra­

dos y por vitamina B jg .

'¿O Ensayos de alimentación de po llo s .

Los po llos  empleados Sn estos ensayos se incubaron 

a  p a rt ir  de huevos puestos por ga llinas  mantenidas con una 

die ta def icien te en "API'".

Pollos d© un d i »  se pusieron bajo la  siguiente d ieta

£6 base •

- 18 -
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8

10

15

£0

2*5

H&rin a 6® haba# fie soj a • • • • • • •

Dextrosa c o m e rc ia l ....................... » • •

Celulosa ......................................................

i,oeite fie germen 4® trigo  . . . . . . .

61 a con ato fie calcio ...................................

.................................................................. *

XTL-m® t ion in a .................................................

©aCOs . . ......................................................

KgHP04 - ........................... ... ..........................

* V ° 4 ........................................................
I  .................................................. .................

4 ' ■
ttgS04.7H20 . ....................................... ...  • ■

0«EP04 .2H20 ............................................... ...

Oitrato fé rr ico  .......................................
4 I I *

HnS04 .4Hg0. ...............................................

.... .......................................................

OnSO^.SEgO...................................................

Zn Clg.  ...........................  . . . .

X ^ a r g ic i r a ...................................................

V  ciato ir a ..............................................

C o l in a ............................... ...

............................................................. * *

ácido p-amin o benzoico....................... .... •
, i *

ÜTiacine . * ................................................

F&toteneto fie C a .............. ...

Eibofl a v i n a ...............................................

Ti am ina ......................................................

piridoxic a ............................... ...

70 J>

7.9

5.0

4.5

2.6

8.0 

0.9

x . e

1.618

1.0

0.656

0.51

0.576

0.158
t

0,026

0.004
é ' ‘ '

0.0016 %
t '

0.00126 

0.50 

0.20 

0.20 

0.10 

0.05 

0.01 

0.004 

0.002 . 

0.002 

0.002

14
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Acido pterailg lotánico  

IPn ad i  one . . . . . .

B i o t i n a ...................  •

polvo A y D . . . .

0.0004
i

0.0004
t

0.00004 

0.10

6 UespnOB de oicco días bajo 1® citada dieta base,

a® as le e d o r  aron grupos d8 7 po llos  cada uno, equilibrados  

en cuanto se r e f iere yal p®so corporal, y recibieron la »  s i ­

guientes di®tas/aopiem®nt«das como se indica en l a  tab la  

siguiente;

Dieta *re Suplemento .Cantidad de $ Unidades IDD afía- ¥8 de

de suplemento de didas ®n súpleme®- pollos  

l a  d ieta  total to por Eg.de d ieta

0-1068 ninguno

0-1092 V it .B jg  c r i s t .  0.000002 %

0.1094 Caldo, seco de 8,

gríseas (oonc®n- * 

trado A citado) 0.2 % 

0.1096 Adsórbate seco de
i

8. gríseas en car-

bón (B de arriba ) 0.1 %

0 .

520,000

420.000

470.000

7

7

7

7

0-1096 Adeorbato en carbón 

de Eluato acuoso en 

p ir id ina  l i o f i l  iza­

da de g.griseus
> /

(0 de a rr iba  ) 0.02 % 660.000 7

la  proporción de crecimiento de estos pollos se re .

15 -
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saín® ©n la  tab la  siguiente;

Edad de 1 os poli os 8n días 5 8 10 l£ 15 17 Inore raen to so­
bre l a  gsnanci 
e0 C-1068 -  17 
dias de ed&d

Dieta 0-1066 49.9 57.3
i

59,7 67.6 66.2 66.5 m

0.1093 49.9 58.7 67.0 79.3 107.3 125.8 59.3

0-1094 49.9 58.9 65.9 77.7 92.4 117.8 51 .3

0-1095 49.9 60.4 67.3 8£ .5 108.7 126.7 60.2

C-1096 49.9 58.6 67.9 83.1 102.6 122.6 56.1

IX

Estos 0nsayos establecen claramente qa© ej areciraier- 

10 to de los pollos de praebe es marcadamente incrementado, ©o

comparación con po llos  alimentados sobre una d ie t *  base d e f i -  

ciento ©n "APF", al dar a dichos pollos de prueba dicha d ieta  

b«ee enriquecida con cualquiera de los  concentrados menciona­

dos, o Vitamina B ^ .

16 E j e m p l o  Ü,
t

Tin formen tactor de 16000 l i t r o s  se cargó con 43 Kgs.
i

de concentrado de extracto d© buey, 14£ Kge. de una digestión 

t r ip t ic a  de caseína, 73 Kge, de cloruro de sodio, £0 l i t r o s  

de agente an ti-espuman te , y iSOOO l i t r o s  d© agua. El medio 

20 se e s te r i l i z ó ,  se inoculó, fermentó, a c id i f ic ó ,  f i l t r ó  y n©u-
i

tro lizó  como s© ha descrito ©n ©1 ejemplo 1.

El caldo neutro f i l t r a d o  d© fermentación (aproxima, 

dsmente 15000 l i t r o s )  s© agitó con 45 Kgs. de carbón activo  

dará-,te 30 minatos para adsorber los constituyentes H D -activos .  

£6 '/El adsorbáis- se re t iró  por f i lt rac ión  y s© lavó poniéndolo en 

suspensión en anos 380 l i t r o s  de agua y fi ltrando  de nuevo.

-  16 -
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El adsórbate lavado sa ©luyó por agitación durante £0 mina tos 

con 360 l i t r o s  de </,-p ie  olio a £6 % y ©1 ©lueto se r® cu pe ró 

por f i l t r a c ió n .  X,a torta de f i l t r a  se lavó sobre ei f ü t r o -  

pr©nsa devolviendo al c ic lo  114 l i t r o s  de c¿ -p ico lin S  £5 % 

durar te SO minutos. El ©luato y ©1 lavado combinados se ©va­

poraren a presión reducida (temperatura de vapor in fe r io r  a 

35«C) hasta un volumen de 23 l i t r o s ,  y se ailuy© con £30 l i ­

tros de metanol. El material inerte que prec ip itó  se separó, 

y los constituyentes T,ID-activos brutos se precipitaron aña­

diendo l a  solución «n metanol a 680 l i t ro s  de e'ter. El pre­

cipitado se recuperó por f i l t r a c ió n ,  se lavó con e'ter, y se
4

secó en una estu fa  de vacío a una temperatura in fe r io r  a 30eC. 

para producir 860 grs. de producto seco; potencia micro-bioló­

gica, 1500 unidades nD/mgr.

El va lor de este material como fuente de "jjgp" en

comparación con extractos broto de hígado y con vitamina B, e2 2
c r is ta l iz ad a  se determinó bioiogioaiB©n te usando ensayos de 

alimentación de pollos según se describe en lo  que sigue.

En sayos de alimentación de po llo s .

Los pollos empleados se incubaron a p a r t i r  de huevos 

puestos por ga llinas mantenidas a una d ieta deficiente en ei 

"factor pro te ín ico animal".
base /

pollos de un día  se colocaron bajo uta dieta/que era  

idéntica a l a  de,i ejemplo 1, salvo en que su contenido de ha­

rina de habas de so ja  e ra  de 40 ¡¡G y su contenido a® dextros»  

comercial era  de £7.9 %.

Despue's de cinco dias a l a  citada dieta base, se se. 

leccior aron grupos ae 7 po llos  equilibrados ©n cu m to a so peso„
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9

y recibieron la? citados dietas base supiemen t odas como se 

indica en la  tabla siguiente-

Dieta irs Suplemento Cantidad % de supiemen- E* de
to de l a  dieta total po lios

0-1014A ninguno 7

0-1014B ninguno * 7

0-1055 extracto bruto de hígado 1 f> 7

0-1059 concentrado de fermenta­
ción de s. griseus preña- 
redo como se ha dicho 0.0227 Jb 7

0-1057 Yiterain a B^g c r ie t . 0.000003 % . 7

Do proporción de crecimiento de loe po llo s  a estas

Sietas se resume en lo «ja0 sigue-

peso medio corporal en gramos

Edad ae lo s  pollos en días 5 8 10 12 15 18 incremento so
bre l a  gen « a i »  
en 0-1014 -  18 
a ias ae a dea.

50.4 60.1 66.0 77.9 95.9 115.0 )
........................................  ) -  (114,8

50.4 59.7 66.9 78.4 97.1 116.7 ) ae pro-
meato)

50.4 60.2 68.3 63.5 105.7 133.2 18.4

50.4 62.4 71.6 84.7 109.1 135.6 20.8
. i i * •

50.4 61.3 68.7 83.4 107.7 132.6 17.8

Estos ensayos muestran que ei crecimiento ae los po­

l l o s  de prueba es incrementado notablemente en comparación cor. 

loe po llos  alimentados con una d ista  base deficiente ©n -tó?' 

alimentado a dichos po llos  con dicha d ieta  base enriquecida  

con un concentrado de fermentación de S .griseus o con vitamina

Dieta 0-10X4 

0-1014 

C-1055 

0-1059 

0-1057

- 16
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5

k r.RNflíiÓS

49

B . Xo* ensayos muestran también que ®l ore oimiento irserfi- 

mentado es aproximadamente ©1 mismo que e i  producido alimen­

tando a l os pollos de ensayo con l a  d ieta  base enriquecida  

oon l % de extracto bruto de hígado, que es ana de las  me¿o-
t

ree de las  iner tes anteriores del " fac to r  proteínico animal".

10

15

20

25

Ejemplo Z

Se preparó un medio nutric io  que contenía lo  s i ­

guiente ;

Harina de habas de soj a . . .  3 %

B e x t ro s a ...................................  2

Solubles de d e s t i le r ía  . . . 0.75 %
i

E a C l ...........................................  0.25 %
f i t i

Qo* * ' ................................. . 1 p.p.m.

Agua dei g r i fo ,  hasta . . . .  100 56

Este medio se preparó, e s t e r i l i z ó  e incubo con 10 j¿

©n volumen de nc cultivo vegetativo de una cepa productora de 

estreptomicina de Streptomyces g r íseas . Después de inocula­

ción, ei caldo inoculado se agitó a £7fi0 durante dos días en 

condiciones sumergidas aireadas. El caldo fermentado se 

acid ifico  con ácido fos fó r ico  a pH 3 y se f u t r ó  a trave's de 

s í l ic e  de diatomáceas ("Superoei" ) .  El aná lis is  de caldo 

de fermentación f i l t rad o  mostró una actividad fin estreptomi­

cina de 810 • y en» actividad LID de 2700 unidades
/ j

EXD/ml. (45 unidades L£D por mgr. de sólidos d©l ca ldo ).

230 l i t r o s  de este caldo de fermentación f i lt rad o  

se hicieron pasar a trave's de una columna que contenía 600 grs. 

de una resina permutadora de iones d©l tipo d© ácido earboxílico

- ’ 19
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ÍIR0-50 suministrada por la  RSsinoaS Products and Ghemlcal 0o.)„ 

adsorbiendo 4® este modo'la estreptomicina sobre l a  resina, 

loa  caldos efluentes de los cuales fue separada as í l a  estrep­

tomicina s® combinaron.

1. Adsórbate er. carbón,

75 l i t r o s  de este caldo efluente se trataron con 

1600 g r s . de carbón activo, con lo  cual ®1 carbón adsorbió 

®1 75 % de la® sustancias LX.D-activas originariamente presen­

tes en e i caldo. JS1 adsórbate sobre carbón se lavó y se 

secó. JBi producto seco contenía aproximadamente 80.000 uni­

dades 11D/gramo y puede usarse en la  misma forma ye® ®1 ad- 

sorbato en carbón descrito ®n ei ejemplo 1 para ®l ®nriquaci. 

miento de alimentos para animales, deficientes ,®n "AFF".

B. Adaorbato sobre t ie r ra  de batán.

40 l i t ro s  de caldo efluente preparado en esencia 

como se ha descrito act*e (pero a « a o  en e l aná lis is  500 uni­

dades HD/inl.) 96 ajustaron e pH 2,5 con ácido fo s fó r ico , y 

ei caldo resaltante se trató oon 600 grs . de t ie r ra  de baten 

fwO.E. B ra íd " ) .  El adsórbate sobre t ie r ra  de batán, yu® 

con ten ía  90 % de la  actividad XLD originariamente presente 

«n ei caldo, se lavó y seoó para producir un producto seco 

f ina l que contenía 30.000 unidades T.1D/gramo. Este produc­

to puede usarse en la  misma forma que los adsorbatos er Carbón 

ar.ite8 descritos y ®c ©1 e ¿era-plo 1 para !-'l enriqn©oirui®n to d® 

alimentos deficientes ep "APF” para animales.

tO -
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O, Concentrado se o o por pul.verlzM.cion .

Una parte de 80 l i t r o s  aei -mismo caldo efluente usa 

do come material de partida 0n l a  parte "A," dei preser te ejes* 

pío, se evaporó hasta ur: volumen de 12 l i t r o s .  Una porción 

de e sta  solución concentrada (6740 mi.) se secó por pu lveri­

zación para producir 205 grs . de producto seco con ana poten­

c ia  microbiológica de 140 unidades HD/mgr. Este produc­

to puede usarse e& i a misma forma que ei caldo seco de 3.g r l -  

seas descrito sn ei ejemplo 1 para ®1 enriquecimiento de 

alimentos deficientes en "APF* paTa «íim aies.

E j e m p l o  4.

3® prepara un medio consistente an l % de diges­

tión triptiCa  de c«aeinat 0,2 JS de concentrado de extracto  

de buey y jo  p.p.m, (partes por m illón) de n itrato  coba!toso 

hexahicrato. El pH se ajusta a 7 aproximadsaien te . Siete

porciones ae 500 mi. de este medio se colocan cada ana en ma­

traces Erienmeyer de 2 l i t r o s  y se e ste r il izan  durante 20 

minutos a 115(0, Cada matraz es luego inoculado con unos 

10 mi. de un cultivo vegetativo de Streptomyoes roseoohroaogenas 

y se incuba durarte 7 días sobi« una msquira agitadora rota­

t iva . El cor-terido de los matraces se mezcla luego y se 

f i l t r a .

Un l i t r o  de caldo f i l t r a d o  (aproximadamente 1500 

unidades t, tu/n i.) se evapora a presio'r reducida {temperatura 

in fe r io r  a 3520.) y se seca desde ei estado congelado, para 

producir 6.9 grs . de producto cor, ara actividad de unas 130 

unidades LLU/mgr.

Otra porcio'n de caldo f i l t r a d o ,  que asciec de a 2300

21
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5

10

mi., ©a agitad» a pE 7 durante 30 minutos con 23 grs. do 

carboc activado. El adsórbate « s i  obtenido se ©luy© dos 

veces por agitación durante SO minutos con una mezcla do 

1^5 mi. de etanol, 12.5 mi. de p ir id in » ,  y 11S.5 mi, do 

agu». Eos ©luatos combinados se evaporan a presión r«dn- 

c ia »  {temperatura in fe r io r  a 55*0} y se secan aesae ei es.  

t«do oongO 1 ado para produeir 2.S g r s . de producto que dio 

en ei aná lis is  440 unidades ztD por mgr.

Usté residuo seco de fermentación y e i e iaato  sobre

carbono preparado sotes pueden asarse en l a  misma forma que

los  productos desoritos en ei ejempli
,4 _ . • . deficientes/mié n t o de ¿J. imen * ~ °  * m * tmmm---- ^

en rique c i -

E j e m p l o  5

06 PreFarO en coxtiVw de 3tr©ptomyces a lb ido fiaT is

y se incuba exactamente como se ha descrito en e i ejemplo 4 

para ©i Stre-p tomiree a roseochromogenb b ,

El caldo de fermentación se a c id i f ic a  a pH 3 con 

acido fos fó r ico , se f u t r a ,  y e i caldo f i l t r a d o  se neutraliza  

pE 7 aproximadamente con hidróxido sódico. 1570 mi. do 

caldo neutro f i l t r a d o  {a n á l is is ;  1000 unidadesyinl. ;  77 unida­

des llD/mgr. de sólidos dei caldo) se agita  durarte 30 minu­

tos con 15.7 g rs .  de carbón activado. El adsorb&to así 

obtenido se recupera por f i l t r a c ió n .  El adeorbato húmedo 

se seca a 4Sec. ©n una estu fe  de vacío durarte 20 horas par*  

produeir 50.7 grs . {cor inclusión ¿e i a ayuda de f i l t r a c ió n )  

de adeorbato seco, cuy» potencia es aproximadamente de 30 

unidades/mgr., cal calada por l a  potencia d©l caldo neutro 

f i lt rad o  original y del caldo agotado de i tratamiento con 

Carbón .

-  22 -
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15

20

JSete adsorbato sobre carbón peed© usarse en la  

misma forma qo® ios productos descritos en ei ejemplo 1 para 

®1 enriquecimiento de alimentos deficientes en "APF",

■ E j e m p l o  6

Se preparo un medio de fejmaentaeión conteniendo 

lo siguisn te •

levadura de P fe i f f e r  seca . . . .  z %

ÍTitrato de o o b a l t o ........................io  p.p.m.como Co* ♦

Agua destilada,para  hacer . , , loo %

4
40 mi, dei medio citado en un matraz de 250 mi. se 

ester iliza ron  e inocularon oon 5 % eD volumen ae un cultivo  

ve ge t&tivo de 46 horas de an a cepa produ ctora de gris© ín a 

de Streptomyoes gríseas designada como 26S. Despae's de ino­

culación, ei caldo inoculado se ir cubó a £8SC durarte 7£ horas, 

áararte coy0 tiempo ei matraz se agitó continuamente sobre 

una máquina agitadora ro tativa .

DBSputs de terminado ei período de fermentación , 

ei an á lis is  LXB dei caldo fermentado e ra  de 4600 unidades por 

mi. (unas 220 unidades tiD  por mgr, d« sólidos de; ca ldo ),

Este caldo se m a  para producir cor.cet tradoo s ó l i ­

dos cor actividad «APÍ'-.d s i  se desee, vitamina B, „ pura de 

acuerdo cor. ©i procedimiento descrito ©r ei ejemplo 1 ,

E j e m p l o  7

39 prepararon ocho medios de fermentación, ide'nti- 

25 eos con respecto a sales inorgánicas, pero que contenían di­

ferentes material suplementarios nitrogenados. c0mPosi.

23 -
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ü & é á f‘4 »  es toa medios fue como signe ;

Supierento dei medio . . . .  foomo se ir dice en la  tabla sigte) 

^ a G l ............................ ..........................  0.5 %

Ase i te de habas de s o j a .............. ... . j

5 ieS04 .7H20 . ....................................... ...  50 p .p.m.

Co fS0g)gs¿6Eg0 .......................................  l O p . p . m .

40 mi. de cade uno de ios medios en un matraz de 

250.mi. se esterilizaron  e inocularon con £ i /£ % en volumen 

de un cultivo vegetativo de una eep® productora de grise£na 

de Streptomyces griseus. Despoja de inoculación, loe caldos 

inoculados se incubaron a 28?C durante 4 díes durarte cuyo 

tiempo loe matraces se sacudieron continuamente sobre una 

maquina sacudidora ro tat iva .

Desptée de terminar e j periodo de forme» tación, loa 

caldos fermentados se analizaron y los resultados obtenidos, 

dependiendo del suplemento del medio añadido, se resumieron 

en l a  tab la  sigaiec te •

Suplemento dei medio Unidades t íf j) por mi , 
da caldo fermentado.

Unidades x,XD 
por mgr. do 
sólidos dei 
cal do.

d© levadura seca Standard 
Brands y . l .................. 43nn 120
4% digestión de p ro te ja . . • S500 78
3% cáscara de avene I . . • 1100 40

sangre en polvo Irmour . • i7oo 20
4% harina de pescado SffA . , 2500 66
6% harina residual de salmón • • 1900 29
2'$ rascaduras profceínieas de
y huesos..................
1 % extracto de buey Jcglo .

carne 

• • »
590
900

24
60

- 24
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Estos caldos pueden usarse para producir concentra, 

dos sólidos con actividad "APF", o, s i  se a©se8 Vitamina Bjg 

para de acuerdo cor ©1 procedimiento descrito en e i ejemplo 1 .

E j e m p 1 o 8

Se preparó «m edio conteniendo lo siguiente-

10

15

20

Infusión Difeo de corazón y cerebro . . , 3 .7  %

Agar D i f e o ...................................... .... 0,37 ¡g

Cobalto (ootno n itrato  de cobalto) . . .  2 p.p.m.

Agua destilada, hasta ............................... 100 %

Este, medio se preparó y subdivldió eD cinco matra­

ces Arlenme ye r  de i£5 mi., conteniendo 100 mi. por matraz, 

loe matraces y sus contenidos se e ste r iliza re !)  y cada uno de 

los matraces se inoculó con una especie diferente de Oiostridjum 

como se indica en la  tabla siguiente.

Despt.es de inocol ación, los caldos inoculados se i E-

cu barón anaerobio amen te , sin agitación durarte un período de
/

varios días a una temperatura de 35eC. Desposa de terminado 

este período de fermSt t ación, l « s  actividades de ios caldos 

determinadas por ensayo con Dactobaciiius la o t ls  flomer, eran 

como sigas-

Cultivo Unidades Xt-D/nl ,de caía© Unidades tDD/ngr 
de solidos dél 
caldo .

clostridinm te té»n omomhttm 

Qlostridiom oochlSarium 

Qlostrldium f la b eu jfe ram  

Olostrldlam batyrioum

5000 125
5000 125
2000 50
4000 100

-  £5
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I

MALA REPRODUCCION 
POR DEFECTO DEL ORIGINAL

10

15

20

Loe puntos*de lavan oid a propia y hu#ve qua m

presm ten  pare que eean ob jeto de -seta Pe tea t -  de Inven­

ción an .¿leparla, por VEINTE años, son los siguientes*

l 8* "  procedimiento para la  producción d» Sll3 

tan d ea  vitam ín ica*, qus compran .^/propagar un microorga­

nismo s.itóoeioaaño de aquellas da bongos qu*, ■ cam-

do san cultivados un medio n u tric io , producen p r o n t o s  

.da fermentación que dan en- *1 euc^c 8i  ^

ILD por miligramo «a solido contenido en bichos productos, 

realizándose dicha propagación m  un medio liquido nutri­

cio. durante un periodo de tiempo suficiente p-ra producir

on cuido de fermentación qm  f lé á l  cnsnyb a l monos 20 

unidades LID por miligramo ña sólidos contenidos en el c l ­

ac, y recuperar del caldo m ateriales acuoso lubles con Pe-

■t l r i * 1 descomp'o «iaión sustancie! % su conten i -  -
do vitam inice* • . • .

- 2®*“  131 P yoce-im i^ tc  sfigln ee re iv in d ica  en

e l  punto 1, «a e l  cual le  propagación se r e a liza  m  un 

medio n u tric io  acuoso,

3B * -  t h  p r o c e d i m i e n t o  s e g d a  s e  r e i v i n d i c a  e n  ■

#1 punto. 2, en «1 cual ;.l medio n u tric io  »ouoso Usado, oca-
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titólü uan f  Usate da carbono asimilo b l ^ ^  

nltrdgaio asim iló le , y seles inorgánicos.

4S*“  'üa P r e f in i e n t e  sagt5a se re iv ind ica  n 

CUelaUt- ‘  5 4,3 l0 f  pUjlt0^ f r i e r e s ,  on ¿  om l  lp prCpa_ 

geaióri na r s t l ia e  en oca d io ic a s  r>ua-;vrgides.

5a.-  Hi p roced ían te  sagatí es r r f v f r ^ e s  en a l 

piwto 4£, ,a  a l cual lo  Pr ^ . g e Ci f c  ce r a l l a n  *a --a d i­
ción, es eir«?ef¡íis,

68*“ 31 -ate nigfin e- raivlndicr.

cualquiera de loo punt-n anterioras, t ft'rOL ruel -1 .micro­

organismo en una ospo S9L i c i ó n d e l  género Cloatridium.

7C--  Ife procedimiento según se rg ivlnd ioít en 

5 l punto 6, en e l  cual elm icro-organism o une otpa se- 

leoo icn M * d> Ir  -epeoie C j^ t r i l í im  tnt,.n.emorphnn,-

3 - .“ Ja p roce dxat rato r* pita ?;» re iv in d ico  -n 0U£;. 

qulors d* lospantor. 1 a 5 , -.vi -,l 'euel oí a lora--:r gañí *- 

ac en une -e.Tpe se lecc ion ad  3-3.1 gfc o-n Strsctrovan*.

9g. -  Un prootídímíanto según sa reivindica m  el 

punto 8, en e l ou«l a l micro-organismo es una cepa salac- 

cioneda do la especia Streptomyoaa g r lsaa^

10 f . -  Da procedimiento segdn 3*. re iv in d ica  m  

tat punt- 9, en ,,:. c Uíl : 1 m^orc-erg.^íano a- une caps -o- 

Isooiontu’ a, producto re r*-~ c-r i a+v • *.• ■V,:_8trdeteravef.^ g g i,
S4JU¡X

l lB , ‘  XJn prccíc-iiai,;nto según p  re iv in d ica  -n

®“ PUKtC 9’ *  151 oual ffl m icro-crg,-M f-aa qr mn 0#pp

lacoiane-*, productora de aatr,Ptemidas, do Btosptomvosp 
ipriaeus.

-  27 -
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l2 B. -  Ui pro o >d ¿nica te' «ogfin se re iv in d ica  en 

gucI cí ulero do lo s  punto-" en t^rlores, en >»1 auel ?]. mr-tc- 

r l t t l  LLD nativo ce renup.-r;. -luí caldo de fermentación 

tratando e l o&ldo ana carbón adsórbante y secando -el ed- 

sorbeto »  teizperetureí- in fe r io res  a le s  d.estruotivee d® le  

vitamina Bj 2.

13®.- Ui proocí/limi-'.-rito r-egCm fe- r*---ivf n^iea en 

loa pintos 11 y 12, en '..1 cruel e l  o a Ir1 o ñe fermentación . 

obtenido por la  propagreiftn ño unt cepa r.alfmoicnañp., pro­

el u.o tora ña í-etrrptemióin®, d-< 8tg*ctomyof ® grísoup, se t re ­

ta  primero can uní ranina e> permutación ioníce p ñ « ? t e r ­

minar la  adsorción ¡ie le  "Otreptomíeine proponte en -el ca l- 

ño sobre dicha reeím :, le  re-sin a <v.. p . rmutacJ ón iónica y 

1© estreptomicina adsorbida robx;. --lia oí reparen d«?.-l oe l- 

d o, y e l  o al ño residual e-e remete luego e tratamiento con 

carbón adsorbente,

I 48. -  Ui prccodlmientc pegón re ire iy iod íc* en 

los  puntos 12-o 1 3 ,. .-n cual *1 m ateria l LLD ro tive  se ‘ 

a luyo l e í  íebe'rbeto en carbón coa un d isolven te, y la  co­

lac ión  LLD active  resá lten te  se concentra.

I 52. -  lia procedimiento según sí» .reivindica m  

cualquiera ele lo s  puntos anteriores, en r,l cual el m aterial 

LLD activo  recuperado del ca llo  de fermentan íó a ^ o  mote 

s un freceLonenifnto cromátográfico y se.recupere v ita ­

mina %i2 '
16#.- Un-procedimiento segfin se r  s ivÍndice -?,n 

lo s  puntos 10, 12, 14 y 15 , en ;■! cual le. relación concen­

trada T-LD activa aluida da3 resorbe te -en carbón de un oal-

28 -
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do da fsrrae.ritfíoida resáltente de le  propogí-cidn do une 

cepa selscoioneda, productora do* gripe la a, leí gtr<~c tc- 

gro#a grlseus. se extracte con alcohol metílico, e l ?z- 

_ tracto íiloohdXíco pe paca a trovas <5# un* oolmun© qd.« con­

tiene alftmiaa activad©, le  columna pe .-»lqye oen r-loehol 

metílico, las fr© ocien so dét c-1 acto qu~ mace tren activ i­

dad LLD mén pronunciad© se concentren, os eñeten ecetoas 

© la solución a1oohd1io© concentrad©, y la  vitemine 

bruta que precipite pe recupere,

17S.-  Tin proca•* imiento «¡agüe es re iv in d ica  

©a t i  punto 16, m  a l cual la  vitamina bruta obt-mi- 

da se prgo% !Íta teete una solución de le-misma nn s ta n d  

p t r  a dio ida -te godeña y t i  producto pu rificado re  cuitan­

te  s t■ reoria ta liga  desda acáten® ©cunes p-re producir v i ­

tamina B1  ̂ c r is ta liza d a .

186,- Un procedimiento de praparar ecmpod- 

ciones a lim enticias para ©nUiales, dietéticamente •sdecua- 

das con respecto s i  »  fac to r  p rc-tela ico snfmsl « ccu- com­

prendo añadir « un material n u t r ic io . defic iente  nn « f©o- 

to r  proteih ico  animal « come 'fuente ñ~? -teche fector, me 

sustancia vitaminice producida por un prendim iento  según 

es re iv ind ica  ce cualquiera de lo s  puntos anterioras,

191.- Un procedimiento para la  pród. nocido, do 

gústamelos vltaminicafi por f  armen tac iún,

Tel j  como se ha descrito en la Memoria que sn- 

tsoBdo y oon los fia os  que se han especificado,

Esta Memoria coas-
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