
P. 7540.- 

Case 2.803.

*88997

1^9*?
HJUL.1949

MmCRIA DESCRIPTIVA 

para s o lic ita r

P A T E N T E  DE I N V E N  C I & N

en

E S T A Ñ A

por vntNTE años

a nombre de MERtX & (30., INC., entidad norteamericana, 

establecida en 126 East Mndoln Avenue, Rahway, Nueva 

Jersey, Estados Unidos de America, por:

"UNIRCCEDIMIENT6 DE PRODUJE!. SUSTANCIAS VITAMINICAS^.

- 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0  -  0 -  0 -  0 -  0 - 0 -

Eote invento se r e f ie r e  en general a la  pro­

ducción por fermentación de sustancias de va lor terapéutico 

y n u tr it ivo , y en particu lar a un método perfeccionado pa­

ra la  producción m iorobiologicá de sustancias vitam ínicas 

5 que tienen propiedades promovedoras del crecimiento del
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micro-organismo lactcbac illu s  la c t is  Domar. También se 

r e fie ra  a an mete de pe r ie  ocio na do paya la  prcduccionmicro- 

b io log ica  de vitamina B 12. La vitamina B 12 es una combi­

na oion c r is ta lin a , de color ro jo , soluble en agua, deriva- 

5 ble del hígado y va liosa  en e l tratamiento de c iertos tipos 

de anemia humana, por ejemplo, la  anemia pern iciosa. Bs 

ademas va liosa  como factor duplitive para animales.

Las sustan oías vitam ínicas ta les  como la  v i ­

tamina B 12 que se producen utilizando nuestro procedimien­

to  to perfeccionado , se ensayan convenientemente utilizando

la  respuesta a l crecimiento del micro-organismo lactebao i- 

llu s  la c t is  Dorner en las condiciones de ensayo descritas 

por shorb ( j .  Biol.Chem. 169, 455-6). Las potencias de es­

tas sustancias vitamínicas y de caldos fermentados y ocn- 

15 centrados enriquecidos en e lla s  se expresan en términos de 

actividad LLD a base de un patrón de hígado a rb itra rio  que 

tiene una potenoia de 1000 unidades ÍLD por miligramo.

Se ha determinado que la  vitamina cris ta lin a  pura B 12 

tiene una actividad LID de unos 11.000.000 LLD de unidades 

20 por mg.

Las sustancias vitamínicas que tienen a c t i­

vidad LLD ee producen por fermentación de agentas n u tr it i­

vos por razas seleccionadas de varias especies de subtribu 

Fungí. La poteneia de le s  caldos resultantes de la  fermen- 

25 tacion de agentes nu tritivos ordinarios-por dichos organis­

mos, es sin  embargo en extremo pequeña en comparación con 

la s  potencias de la  vitamina pura B 12. Estos productos 

varían  en su contenido de sustancias de actividad 1ID,
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según la  especie ce hongo empleada, p^rc c 2 di na 2 i  amen te 

contiene una actividad HD equivalente a un ecntanido de 

vitamina B 12 del orden de 0.00003 mg '̂ml. Es en extremo 

d l f i c l l  separar vitamina pura B 12 o concentrados da a lta  

actividad 1ZD de las grandes cantidades de impurezas pre­

sentes en dichos medios, lo r  tanto, ha sido de gran impor­

tancia encontrar una manera de aumentar la  potencia LLD 

del caldo fermentado y aumentar al mismo tiempo la  concen­

tración de sustancias de activ idad  H D  con re la c ión  a lo s  

solidos to ta le s  del caldo.

Ahora se ha descubierto que estos sujetos* 

pueden conseguirse propagando razas de hongos que producen 

sustancias dotadas de aatividad 1ID, en agentes nu tritivos 

acuosos a los que se ha añadido cobalto. Se ha descubierto 

que, cuando estos hongos se oultivan en presencia del cobal­

to añadido, se producen por e l micro-organismo cantidades 

muy aumentadas de sustancias de activ idad  1LD. Esto da por 

resultado un caldo f in a l de actividad LLD muy aumentada y 

también un gran amiento en la  concentración de vitamina B 

12 en relación  con el to ta l de solidos del caldo. Esta mayor 

rendimiento m icrobielogico de material de actividad l.T,n no 

solo fa c i l i t a  e l aislamiento de la  vitamina pura B 12 del 

caldo fermentado, sino que también hace posible usar el con­

tenido solido del caldo como suplemento de alimentación pa­

ra animales.

Es en especia l sorprendente que la  adición  

del cobalto pueda estimular la  mayor produocion m icrobiolo- 

gica de sustancias de actividad I1D, ta les  como la  vitamina
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B 12 porque se sabe que e l cobalto es en extreme toxico 

para muchos micro-organismos. Hamos descubierto que, a con­

centraciones más a lta s , e l cobalto es de hecho también to­

xico para las razas de hongos que producen sustancias dota- 

5 das de actividad 1ÍD. Por ejemplo, una cantidad de cobalto,

(en forma de n itrato de cobalto) superior a 10-20 partes por 

m illón a base del agente inhibe de hedió la  producción de 

sustancias de actividad HD  por e l hongo streptomyces ^riseua.

la  cantidad de cobalto presente durante la  

10 fermentación puede variar según e l agente usado, pero ord i­

nariamente preferimos emplear una cantidad de cobalto entre 

0.1 y 20 partea aproximadamente por m illón de partes del 

agente. En algunos casos puede ser deseable usar cantidades 

mayores o menores de cobalto según la  toxicidad de este pa- 

15 ra e l hongo gaaatyleásr empleado. 3n e l caso de Streptom^yces 

geiseus, hemos preparado caldos de fermentación de a lta  ac­

tiv idad  1LD y hemos conseguido excelentes rendimiento de v i ­

tamina cr is ta lin a  B 12 cultivando e l  micro-organismo en 

agentas que contenían aproximadamente dos partes por m illón 

20 le  oobalto (como n itra to  de cobalto ).

EL oobalto puede añadirse en forma m etálica, 

pero ordinariamente se miada en forma de una combinación 

del mismo, con preferencia  una sal como e l n itra to  da cobalto; 

o bien en la  forma de una sal natural de oobalto o complejo 

25 ta l que pueda estar presente en agentes nu tritivos microbia­

nos rioos en cobalto. En v is ta  de l v  inconveniente de o fre ­

cer la  cantidad ae oobalto deseada añadiendo estos materiales 

n u tritivos naturales, preferimos añadir el cobalto en forma
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de ana sal del mismo.

Al rea liza r  e l presente invento, podemos 

emplear agentes nu tritivos ordinariamente u tilizados en la  

propagación de hongos# La producción de activ idad  1LD por 

5 un hongo dado puede ciertamente variar según e l agente nu­

t r i t iv o  usado, pero se ha descubierto que, para cualquier 

tipo de agente de fic ien te  en cobalto, la  adición de peque­

ñas cantidades de este da por resultado invariab le  un gran 

- aumento en e l rendimiento ¿e sustancias de actividad LLD.

10 . Los agentes nu tritivos usuales incluyen una

fuente de carbono asim ilab le, otra de nitrógeno asim ilable, 

sales inorgánicas y factores de crecimiento cuando se desea. 

El carbono puede suministrarse por un hidrato de carbono ta l 

como dextrosa, maltosa, x ilo sa , azúcar in vertid a , jarabe de 

15 maíz, etc. El nitrógeno puede suministrarse por una sal amó­

nica, amino-ácidos o proteínas, ta les como haba.s de soya, 

avena, levadura de cerveza, extracto de carne, caína de san­

gre, carne de proteína y raspaduras de huesos, harina de sa l­

món, harinas de pescado, solubles de pescado, solubles de 

20 d e s t ile r ía , e tc . Si se quiere, los  nongos puedan propagarse 

usando proteínas (o amino-ácidos) sin que este preseáte nin­

gún hidrato de carbono en e l agente, y ai ta l oaso las pro­

teínas (o amino-áoidos) sirven como fuente del carbono y e l 

nitrógeno requeridos por el micro-organismo.

25 Los micrc-orgañíamos cuyas razas seleccionadas

consideramos adecuada para nuestra fermentación, utilizando 

agentes n u tritivos acuosos que contienen cobalto añadido, 

forman parte de los  hongos, según se definen en las páginas

188997
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1 y 2 del lib ro  " An Introduotion to Industrial Myoology", 

de Smith y Raistrick (Londres, Edwar Arncld and Oo, tercera 

edición 1946) esto as, mixomi cetos, esquizomioetos y eumi- 

cetos. son especialmente adecuados los esquizomioetos y en 

particu lar ciertas razas de la  especie Streptomyces g r íseas 

que pueden usarse también para la  producción de lo s  an ti­

b ió ticos estreptomicina y grise in a . otras especies de 

Streptomyces. ta les como streptontees albi&3a.abu8, strep- 

tomyces colombienses nov. sp. Stre*ptom¡yces roseo ghromogenus 

y Strept omyces en tib io ticus incluyen razas que producen 

grandes rendimientos de sustancias de actividad LID. Otros 

esquizomieetcs adecuados son especies del género gLostridium, 

y hemos descubierto que razas seleccionadas de las siguien­

tes especies producen sustancias daaotividad LLD an las  con­

diciones de fermentación de nuestro procedimiento :pSLostr i dium 

te tañómerphum. C lostrid i um oo chl eari um, í3 .ostrid ium flabe- 

llicerum  y CSLostrid ium butyá ieum. Otros micro-organismos 

entre loa hongos que hemos descubierto que también producen 

actividad LID son Torula , Eramcthecium ashb y ii y Escheri chía  

c o li .  Deseamos reca lcar, sin embargo, que para cualesquiera 

especies dadas de hongos, es preciso seleccionar razas que 

produzcan sustancias da actividad LLD. Nuestro invento no 

se lim ita  a ningún hongo en particu lar n i incLuye cualquier 

raza de an hange dado. Por otra parte, cada micro-organismo 

tratado hasta ahora que produce sustancias de actividad 

LLD producirá estas sustancias en rendimiento muy aumentado 

cuando se propaga en un agente nu tritivo  acuoso que conten­

ga una concentración de cobalto óptima.
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El agente se es ta b iliza  y ¡al agente e s t e r i l i ­

zado que contiene la  deseada cantidad de cobalto se inocula 

con un cu ltivo  del hongo seleccionado y la  mezcla se incuba 

hasta que ee obtiene la  actividad óptima LLD. La fermentación 

5 se rea liza  ordinariamente durante un periodo de unos dos a 

s ie te  días aunque s i se quiere puede emplearse tiempo ma3 

corto o mas largor Usualmente la incubación se l le v a  a cabo 

en condiciones sumergidas y a temperatura^ adecuada para e l 

hongo especifico  empleado.

10 La vitamina B 12 puede a is la rse  de la mezcla

de fermentación en forma cris ta lin a  s i se quiere filtrando  

él caldo de alimentación y tratando e l caldo filtra d o  con 

carbón-vegetal activado, adsorbiendo a s í la  vitamina B 12.

Él carbón activado se lava con una soluoion acuosa de p i r i -  

15 dina c cK-picocina y el lavado resultante se evapora a se­

quedad. ¿3. concentrado solido se extrae con un aloohcl a l i -  

fá tico  bajo, ta l como alcohol m etílico , y el extracto aloo- 

hoíico se hace pasar por una columna empaquetada oon alúmina 

activada oon lo  cual ésta adsorbe la  vitamina B 12. La colum- 

20 na se desarrolla  con más disolvente de alcohol a li fá t ic o  ba­

jo  y la s  fracciones del lavado que muestran actividad de v i ­

tamina B 12 (determinada por ensayo m icrob ielcgico ) se combi­

nan y lé s  lavados combinados se concentran. Luego la  solución 

alcohólica concentrada se mezcla con un líqu ido miscible con 

25 e l la  y en e l cual sea insoluble la  sustancia activa , como la  

acetona. 31 précipitado que forma se depura por rep rec ip ita - 

cion de alcohol añadiendo acetona y e l producto se pu rifica  

más por c r is ta liza c ión  de agua, por la  adición de acetona
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20

25

para producir vitamina h 12 c r is ta lin a .

íe s  sigu ientes ejemplos ilu stran  los métodos 

de rea liza r  e l presente-invento pero dele entenderse que solo 

se uan por v ía  de ilu stración  y no de lim itac ión .

Ejemplo 1 .

Agentes que oontenían 2J de levadura de cerve­

za seca suspendida en agua destilada y cantidades variab les 

de cobalto (como n itrato de cobalto) según se indica en el 

siguiente cuadro se prepararon y subdividieron en fraseos de 

Erlenmeyer de 250 mi, que contenían 40 mi. por frasco. Des­

pués de e s te r i l iz a r  lo s  frascos y su contenido a 120^0 du­

rante media hora, los frascos se inocularon con un 2.5% apro­

ximadamente da volumen da un cu ltivo vegetativo  de 48 horas 

de streptomyces griseus 25 G (una raza productora de grise in a ) 

crecido en un digesto t r íp t ic o  de extracto de carne de ages­

te de caseína. Después de la inoculación, lo s  caldos inocula­

dos se mantuvieron a 28 durante cuatro días, tiempo en e l 

cual se agitaron continuamente en una maquina agitadora g i­

ra to r ia . Terminado es te  período de fermentación, la s  a c tiv id a ­

des de lo s  caldos, determinados por ensayos con la c tcbaci l lu s  

la c t ia  Domer, fueron lo s  sigu ientes:

Cobalto
EBEi-
0

1

2

10

20

Unidades 1LD
per mi. de oaldc fermentado 

300 

2760 

3000 

4600 

3000

8 -
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Ejemplo 2.

Se preparo mi agente que contenía: 

Same de proteína y raspaduras de huesos 

gLoruro so di oo

8% 

0.5 a

^SO^.Hgü 1500 ppm.

Agua destilada hasta un to ta l de 100%

Este agente se preparo, e s te r i l iz o ,  inoculo 

e incubo como se describa en e l ejemplo 1. Una segunda por­

ción del mismo agente a que se añadieron 2 ppm. de cobalto 

(como n itrato  de cobalto) se e s te r i l iz o ,  inoculo a incubó 

de igual modo. Al f in  del periodo de fermentación e l ensa­

yo de lo s  caldos fue e l sigu iente:

Sin cobalto Cobalto 2 ppm.

160 unidades LM^'ml. 590 unidades ILD/ml.

15 Ejemplo. 3.

Se prepararon agentes de fermentación que con-

tenían:

Digesto tr íp t ic o  da caseína 1%

Extracto de carne 0.3%

20 gL oraro sódico 0.5%

PesC^.7HgO 50 ppm.

Aceita de habas de soya 0.15% (como ant i  espuman­
te )

Agua corriente a razón to ta l de 100%
25 31 agenta ante r ic r  se prepara en un fermenta-

dor de 3000 galones y se e s te r i l iz a .  El agenta se inocula con 

275 galones de inoculación vegetativa  de una raza de strepto- 

m^ces grjseus productora da griseína designada con 25 0 y la  

mezcla se incuba a 28 3 o durante 48 horas en condiciones de
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agitación , sumeraión y aireación.

B1 oald- fermentado se ensaya usando 

la  o toba c illu  a l actis  IDorner como organismo de ensayo, y 

luego e l caldo se trata para recuperar la  vitamina B IB 

5 c r is ta lin a . Esto se hace filtrando e l caldo y adsorbiendo

e l material activo del mismo por medio del carbón vegetal 

activado, ai adsorbido de carbón se lava con una solución 

acuosa de p irid ina  y el lavado resultante se evapora a se­

quedad a presión reducida. El concentrado só lido así obte- 

10 nido se extrae con alcohol m etílico y e l extracto a lcoh ó li­

co se adsorbe luego en columna usando alúmina activada, y el 

material activo se lava de é l con alcohol m etílico nuevo. 

Estas fracciones que tienen muy pronunciada actividad micro- 

b ió log ica  se concenttan juntas y la  solución'concentrada se 

16 mezcla con  ̂acetona, con lo  cual p recip ita  y se recupera v i ­

tamina B 12 bruta. Este producto se p u rifica  por rep rec ip i­

tación de solución de etanol añadiendo ace tona. El producto 

se pu rifica  mas por c r is ta liza c ión  de agua y acetona para 

producir vitamina 3 12 c r is ta lin a .

20 Se obtuvieren le s  siguientes resultados en

obtenciones.duplicadas que muestran e l efecto da cobalto, 

añadido en forma desu n itra to :

Cobalto ppm potencia del Vitamina B 12 
caldo unidades cr is ta lin a  a is- 

.  ̂ IL'Djif mi. la  da

nada 173 18.4 mg.
2 ppm. 2250 (media) 106.7 mg.

Se preparó un agente de fermentación que 

-  1 0  -

25

Obtención
número

1
2

contenía:
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Harina de habas.de soya (s ta ley  4-5)

Dextrosa 2%

Nata. 0.25,4

Selablea de d e s t ile r ía  0.75%

5 Agua para an to ta l de 100%

Bate agente se preparo y gubdividió en iras­

cos de irlenmeyer de 250 mi. que contenían 40 mi. por fras­

co. Se añadieron cantidades variab les de cobalto (como su 

n itra to ) como se indica en el sigu iente cuadro, y los  frascos 

ÍO y su contenido ae es te r iliza ron  calentando a 120^0 darante 

media hora, lo s  fraseos se inocularon con un 2.5% aproxima­

damente de volumen de an cu ltivo  vegetativo de oaarenta y 

ocho horas de ana raza de Streptompoes gríseas productora 

de estreptomicina. Después de la  inoculación los  caldos ino- 

15  calados se mantuvieron a 27 ag durante tres días con ag ita ­

ción oontinaa en an agitador g ira to r io . Terminado este pe­

riodo de fermentación, la  estreptomicina y las actividades 

LID de lo s  caldos dieron e l sigu iente ensayo:

Estreptomicina ^ m l. Unidades LLD/ml.

0.0 850 300

0.5 825 3000

1.0 845 3100

2.0 650 4200

4.0 235 5000

6.0 < 150 2400

e .o < 150 2000

12.0 4 150 220

Se preparo un agente que contenía lo  sigu iente!
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Infusión ¿a corasen y sesos 18.5 g. 

Agar 1.85 g. 

Agua 495 mi. 

pB 7 .0 -7 .a

5 Este agente se preparo y subdividió a i fre s ­

aos de Eylenmeyer de 125 mi. que contenían 100 mi. de agen­

te por fraseo. Los frascos y su contenido se e s te r iliza ro n  

calentando a 12 0 ce durante ve in tic inco minutos. Los agentes 

se enfriaren a 3 7cg y se inocularon oon 1  mi. por frasco de 

10 una suspensión de CSLostridium tétanomorphum crecido anaero­

bios mente en agente de sesos-hígado-oorazon Bacto. Después 

de la  inocula oion, lo s  caldos inoculados se mantuvieren en 

condiciones estacionarias a 37so durante e l periodo indica­

do en el cuadro de abajo. Un segunde grupo de frascos que 

15 contenían el mismo agente suplementade oon 10 microgramos

de hexahidrato de n itrato de.cobalto por mi. (aproximadamen­

te dos partes de cobalto per m illón de partes de agente) se 

es te r iliza ron , inocularon e incubaren de igual modo. Termi­

nado el periodo de fermentación el ensayo de los caldee fue 

20 e l  sigu iente: ( lo s  valores dados se obtuvieron por promedio 

de valores obtenidos en cuatro fermentaciones d iferen tes 

realizadas en cada una de las condiciones ind icadas).

Periodo de fermentación ¡Sin oebalto Actividad 1ID por mi. 
dias . cobalto 2 ppm.

25 4 660 4600
7 760 6300

Varios cambios y modificaciones pueden ha­

cerse en la  rea lizac ión  del presente invento s in  apartarse 

del esp ír itu  y fina lidad ; por ejemplo, pueden emplearse 

30 agenten n u tritivos  solidos ta las como salvados en grano en
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vez de loa agentes nutritivos acuosos especificados. Gome 

estos cambios y modificaciones están dentro del alcance de 

las  reivindicaciones anexas, deben considerarse come parte 

de nuestro invento.

8 Beta solicitud que corresponde a la  presenta­

da en los Estados unidos de América e l 10 de Julio de 1948, 

bajo e l número 38.176, se acoge a los beneficios del articu­

lo  61 del vigente Estatuto sobre propiedad industrial.

- O  -  N O T A  -  O -

10 Los puntos de invenciún propia y nueva que

se presentan para que sean objeto de esta patente de Inven­

ciún en España, por VEINTE años, son los siguientes:

le . -  un procedimiento de producir sustancias 

vitaminioaa que comprende fermentar un agente nutritivo a l  

18 que se ha añadido cobalto por medio de una raza, productora 

de actividad 1LD, de un microorganismo perteneciente a la  

subtribu Fungí.

2s. -  Un procedimiento de producir sustan­

cias vitamínicas que comprende fermentar un agente nutrl- 

20 tivo acuoso al que se ha añadido cobalto por medio de un 

Streptomyces que produce sustancias de actividad LLD.

3 a. -  Un procedimiento de producir sustan­

cias vitaminioaa que comprenden fermentar un agente nutri­

tivo acuoso a l que se ha añadido cobalto por medio de un

-  13
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d o s tr idium que pioduce sustancias de actividad. LLD.

43. -  Un procedimiento de producir aastanciaa 

vitamínica a que comprenden fermentar en agente nutritivo 

acuoso que contiene no menoB de 0.1 partes aproximadamente 

5 de cobalto por millón de partea de agente mediante una ra­

za productora de actividad HD, de un micro-organismo per­

teneciente a la  sub tribu Fnngi.

ge. -  un procedimiento de producir sustancias 

vitamínicas que comprenden fermentar, en condiciones de 

10 sumersión aireada, un agente nutritivo acuoso a l  que se ha 

añadido cobalto, siendo la  proporción de cobalto añadido 

no menor de 0.1 partes aproximadamente de cobalto por mi­

llón  de partes de agente, por medio de un Streptomyces que 

produce sustancias de actividad LLD.

18 6a. -  un procedimiento de producir sustancias

vitamínicas que comprende fermentar, en condiciones de sumer­

sión aireada, un agente nutritivo acuoso, que oontiene en?- 

tre 0.1 y 20 partee aproximadamente de cobalto por millón 

de partes de agente, por medio de un gtreptomyoea que prc- 

20 duce sustancias de actividad 113).

7B. -  Un procedimiento de producir sustan­

cias vitamínicas que comprende fermentar, en condiciones 

sumergidas, un agente nutritivo acuoso que contiene entre 

0.1 y 20 partes aproximadamente de cobalto por millón do 

25 partes de agente por medio de un d o s tridium que produee 

sustancias de actividad LLD.

8 s. -  un procedimiento de producir v i lamina 

B 12 que comprende fermentar, en condiciones sumergidas y

1 4  -
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aireadas, un agente nutritiva acuoso, que contiene de 0.1 

a 20 partes aproximadamente de cobalto por millón de partes 

de agente, por medio de una raza de Streptomyoes gríseos 

que produce vitamina B 13.

5 9S. -  Un procedimiento de producir vitamina

B 12 que comprende fermentar en condiciones sumergidas y 

aireadas un agente nutritivo acuoso, que contiene unas dos 

partes de cobalto por millón de partee de agente, por me­

dio de una raza de Streptomyces g r iseus que produce vitami- 

10 na B 12.

loe . -  Un procedimiento de producir sustan­

cias vitamínicas que comprende fermentar en condiciones su­

mergidas, un agente nutritivo acuoso que contiene entre 0.1 

y 20 partes de cobalto por millón de partes de agente, por 

15 medio de una raza de CLostridlum tetanomorphum que produce 

sustancias de actividad 113).

l i e .  -  un procedimiento para la  síntesis de 

la  vitamina B 12 que comprende fermentar, en condiciones 

sumergidas y aireadas, un agente nutritivo acuoso que con- 

20 tiene de 0.1 a 20 partes aproximadamente do cobalto por

millón de partes de agente, por medio de una raza de Strep- 

tomyces gri seus que produce griseína.

133. -  un procedimiento para la  síntesis de 

la  vitamina B 12 que comprende fermentar en condiciones 

25 sumergidas y aireadas un agente nutritivo acuoso que contie­

ne de 0.1 a 20 partes aproximadamente de cobalto por millón 

de partes de agente por medio de una raza de Streptomyoes 

gríseas que produce estreptomicina.

-  15  -
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Iga, -  un procedimiento de producir vita­

mina B 12 que comprende fermentar en condi o iones sumergí da a 

y aireadas un agente nutritiva acuoso que contiene cobalto 

equivalente a unas 0.1-2 partes por millón de partes de 

agente, añadido como nitrato de cobalto, por medio de una 

raza de Streptomyces gríseos productora de griseína.

14S, -  Un procedimiento de producir sustan­

cias de actividad LID que comprende fermentar, en condicio­

nes de aireación sumergida, un agente nutritivo acuoso 

que contiene cobalto equivalente a mas 0.1-2 partes por 

millón de partes de agente, añadido como nitrato de cobal­

to, por medio de una raza de Streptemyces ^riseue producto­

ra de griseina.

150, -  un procedimiento do producir v ita­

mina B 12 que comprende fermentar en condiciones sumergi­

das y aireadas, un agente nutritivo acuoso que contiene 

cobalto equivalente a unas 0+1-2 partes por millón de par­

tas de agente, añadido como nitrato de cobalto, por me­

dio de una raza de Streptcmyoes gríseas productora de 

estreptomicina.

160, -  un procedimiento da producir sustan­

cias de actividad LLD, que comprende fermentar en condicio­

nes de aireación sumergida, un agente nutritivo acuoso que 

contiene cobalto equivalente a unas 0.1-2 partes por millón 

de partos del agente, añadido como nitrato de cobalto, por 

medio de una raza de Streptomyces gríseas productora de 

estreptomicina.

170. -  un procedimiento que comprende propa­

ló
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gay un microorganismo perteneciente a la  subtribu Fungí qne, 

al crecer en un agente nutritivo acuoso, produce sustancias 

de actividad 133), realizándose la  propagación en condiciones 

sumergidas en un agente nutritivo acuoso que contiene una 

6 fuente de oarbono asimilable y sales inorgánicas, contenien­

do también el agente una adición de cobalto en forma de una 

combinación soluble de óate.

18s. -  Un procedimiento que comprende propa­

gar un microorganismo perteneciente a la  subtribu Fungí que 

10 a l crecer en un agente nutritivo acuoso produce sustancias 

de actividad 3339, realizándose la  propagación en condicio­

nes sumergiaas en un agente nutritivo acuoso que contiene 

una fuente de oarbono asimilable, una fuente de nitrógeno 

asimilable y sales inorgánicas, conteniendo también e l agen- 

15 te entre unos 0.1 y 20 partea de cobalto por millón de 

partes de agente.

19S. -  Un procedimiento que comprende propa­

gar un Streptomyoes que, a l crecer en un agente nutritivo 

acuoso produce sustancias de actividad LID realizándose la  

30 propagación en condiciones sumergiaas y aireadas en un agen­

te nutritivo acuoso que contiene una fuente de carbono asi­

milable, una fuente de nitrógeno asimilable y sales inorgá­

nicas, conteniendo también el agente entre 0.1 y 20 partes 

de o obal to por millón de partea de agente.

35 203. -  Un procedimiento que comprende propa­

gar un (Rostridinm que a l crecer en un agente acuoso, pro­

duce sustancias de actividad LLD realizándose la  propagación 

en condiciones sumergidas en un agente nutritivo acuoso que

-  17  -



contiene fuente de carbono asim ilable) una fuente de 

nitrógeno asimilable y sales inorgánicas, conteniendo tam­

bién e l agente entre unas 0.1 y 20 partea de cobalto por 

millén de partea de agente.

5 21 s. -  un procedimiento que comprende sumer­

g ir una raza de Streptompoes ^r i s eua. productora de griseína, 

en un agente nutritivo acuoso, que contiene una fuente de 

carbono asim ilable, una fuente de nitrógeno asimilable y sa­

le s  inorgánicas, oonteniendo además e l agente entre unas 0.1 

10 y 20 partes de cobalto por millón de partes de agente, y

pantener agitación y aireación a través del agente inoculado 

para dispersar oxígeno al través de é l a temperatura de unos 

28ce durante un periodo de tiempo comprendido entre 8 y 7 

diae.

18 2&B. -  un procedimiento que comprende sumer­

gir una raza de Streptomyoes ^risens, productora de estrep­

tomicina en un agente nutritivo acuoso que contiene una fuen­

te de carbono asimilable, una fuente de nitrógeno asimi­

lable y sales inorgánicas, conteniendo además el agente 

20 entre unas o . l  y 20 partes de cobalto por millón de partes 

de agente, y mantener agitación y aireación a través del 

agente inoculado para dispersar oxigeno a l través de é l 

a temperatura de unos 28se durante un periodo de tiempo 

comprendido entre 2 y 7 díaa.

28 23B. -  un procedimiento de producir sustan-

. cias vitamínicas.

Tal y como se ha descrito en la  Memoria que
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antecede y con los fines que se han especificado

Esta Memoxia consta de diecinueve hojas 

escritas por una sola cara,

Madrid,

Í88997
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