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Bste invertc se retlers en gwnsral a la pro-
duccidn por fermentacicn de suatsncias de valor terapsutioco
¥ notritive, y en particular a un método perfeccioﬁado pa~
ra la producecicn microblologioca de sustancias vitaminioas

gue tienen propleimdes promovedoras del crecimiento del
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micro-organiémo lactobacilius lactis Dornsr, Pambién se
refier: & un metodc periscelonsds parz la produceién mloro~
biologicas de vitsmine B 12, Xa vitamina B 12 es uia combi=-
nacidn cristalina, i3 ocolor xojo, Soluble en sgua, deriva-
ble del higadc y valiosSs en el tratamiento de clertos tipos
de anemis humana, por ejsempleo, la anemia nerniciosa, Bs
ademds valiosa comoc fecter duplitive para animales.

' Zas svetanciss vitem{nices tales como la vi-
taming B 12 que se rreducen utilizandc nwestro rrocedimien~
to verfsccionsdo, se ensayan ?onveﬂiantemente utillizande
la respuesta al crecimiento del micro-organismo lactebaci-
llus lactis Dorner en las condicionss de snsayc descritas
por Shordb (J; Biel.Chem, 169, 455-6). Las potencias de es-
tas sustancias vitaminieas y de caldos fermentados y ocon-
centrados enriguecides en ellas se exrresan en términos de
actividad LLD a base de un ratrdn de higédc arbitrarie que
tiens una potenocla de 100G u.idades LLD por miligramo.

3@ ha determinadc que la vitaminz cristal ina rura B 12
tlene una mctividad LLD de wnes 11.000.000 ILD de unidades
por mg.

Las sustancias vitami{nicas gue tiensn acti-
vidad LLD se producen por fermentacion de agentes nutriti-
vos por razas 8eleccionadas de varias especies de subtribm
Fungli. Xa potencia de los caldos resultantes de la fermen-
tacion de agentes nutritives ordinaries -por dichos organis-
mes, es sin embargc en extremo pequefia en comparacion con
las potencias de la vitamina pura B 12, Betos rroductos

varfan en su contenide de svstancias de actividad 1ID,

-8 -



10

15

segun la esvecise de hongo smrleada, pere ordinarismente
contiene una actividad 11D eguivalente a un ccntanido de
vitamina 3 1% del orden ds 0.0000%3 mg/ml. 38 en extremo
dificil serarar vitanina nura B 12 o concentrados da alta
gotividad LID de las grandes cantidades de impurezas pre-
sentes en dichos medies., For tanto, ha sido de gran impor-
tancia encontrar una manera de aunsntar la petencia ELD
del ealde fermentado y aumentar al misme tiempe la concen-
tracion de sustanoiss de sctividad ILD con relacien a los
solidos totales del caldo.

Ahora sSe ha de:cublerto gue s2stos sujetos-e
pueden oconseguirse propagandc razss de hongos cue prodncen
svnatanciasg do tadas de aotividad 1ID, en agentes nutritivos
acuesos a los gque 8e ha afladido cobalto. Se ha descubierie
que, cuando estos honges se cultivan en presencla del cobal~
to afiadido, se producen nor sl micro-organisme cantidades
muy aumentadas de sustancias de actividad L1LD. Bsto da por
resultade un caldo final de actividad LLD muy aumentada y
tambisn un gran aunsntc en la concentracion de vitamina B
12 en relacion ocon el total de sclidos del calde. Bste mayor
rendimiento microbicldgico de materiasl de actividad ILD no
®olo facilita el aislamiento de la vitamina pura B 12 del
caldo fermentado, sino que también hace posible usar el ocon-
tenido silide del celdo como surlemento Gs al imentacion pa-
ra animel es,

Bs en esrecial sorvrendente gus la adieion
del cobalto pueda estimular la meyor rroduccion microbiolo-

glca de sustancias de actividad 11D, tales ocomo la vitamins

.
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B 12 perque se sabe ¢ue sl cobalto es ex sxtremo tdxico
para muchos micro-organismcs, Hemos desounbisrto que, & con-
centraciones mas altas, @l cobalto es de hscho tambié'n to-~
Xlce para las razas de hongoes gue rroduocen sustancias dota-
das de actlividad EiD. Por ejemprle, una cantidad de cobvalto,:
(en forma de nitrato de cobalto) superior a 10-20 partes por

millcn a base del agente inhibe e hecho la produccion de

sustonclas de actividad LILD por el honge Streptomyces griseus,

la cantidad de cobalto rresente durante la
fermentacion puede variar segun el agente usado, pero ordi-
nariscente preferimos emnlear unz cantidad de cobalto entre
0.1 y 20 partes aprcximsdamente per millon de partes del
agente. Bn algunos casos pueds 8er deseable usar cantidades
mayores o msrores de cobalto segun la toxicidad de &ste pa-

ra el hongo pembilearr empleado. Xn el caso de Streptomyces

griseus, hemos 'preparado caldos de fermentacion de alta ac-
tividad LILD y hemos corssezuldo excelentes rendimiento de vi-
tamina oristelina B 12 cultivando 91 micro-organismo on
agentes gue ocontenfan aproximadamente dos partes por milldn
de cobalte (como nitrate d¢ cobalto).

Bl cobalto pueds ufiadirse en iomms metzlica,

pero ordinariauente se aicde ¢n fcrma d8 uns combinacion

del mismo, con prsfsrencla una sal ocomo el nitrato de cebalie;

o blen en ls forma de una sal natural de cobalto o complejo
tal que pueda estar presente en agentss nutritives microvia-
nos.riocos en cobslto, Bn vista de ls inoconveniante ds ofre~
cer la cantidad de ocobalto deseads afiadiendo estos materigies

nutritivos naturales, preferimos sfiadir el cebszlto en forma
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41 rsalizar el rresente iuvento, podemos

de nna sal del mismo, |

emrleaxr agentes nutritives ordinarismente utilizados en la
rropagacidn de hongos. Le produnceldén de aotividad LID por
un hongo dsdo puede ciertamente variar segun el agente nu-
tritivo usado, psro se ha descublerto gyme, para cualguier
tipo de agsnte deficiente en gébalto, la adicion de peque~

flas cantidadss de este da por resultzdo invariable un gran

. éumento en a6l rendimiento de sustasncias de aoctividad iILD.

. los agentes nntritivos usvales inecluyen uns
fuente de carbono asimilable, otra de nitrdgeno asimilable,
sales inorgénicas y factores de crecimiento cnando se desea.
Bl carbono puede suministrarse por un hidrato de carbono tal
como dextrosa, maltosa, xilosa, azucar invsrtide, jarabe de
maiz, ete, E1 nitrdgeno puede suministrarse por uns ssl amo-
nica, amino-dcidos o protefnas, tales como habas de soya,
avena, levadura de cerveza, extracto de carne, ocafins de san-
gre, carne de proteina y racpaduras de huesos, harina de sal-
mon, harinas de pescado, soiubles de pesocado, solubles de
destilerfa, etc. 81 se gquiers, lcs tongos pusden propagarse
usando protefnas {0 amino-scidos) sin que esté presehte nin-
gin hidrato de carbono en el agente, y en tal oaso las pro-
tefnas (o amiﬁo-écidos) sirven como fuente del carbono y el
nitrogeno regueridos por &l micro-orgénismo.

Les micro-organignes cuyas razas gelsccionadas
consideramos adecuads vara nuestra fermsntacidn, utilizande
agentes nutritivos acuosos gue contienen cwbalto afiadido,

formen parte de los hongos, segun se definen en las paginas
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1y 2 del libro " &n Introduction tc Industrial Myoology®,
de Smith y Raistrick (Londres, Zdwar Arnocld and Co, tercera
edicion 1946) esto &s, mixcmicetos, eséuizomieetos y sumi-
cetos, Son egpscialmente adecuados les esguizomicetos y en

particular clertas razas Ge la especie Streptomyces griseus

que pueden usarse también para la produccion de los anti-
bidticos estreptomicina y griseina, Gtras especies de

Streptomyces, tales como Streptogges albido flabus, Strep-

tomyces colembienses nov. sp. Strepitomyces resec @hromogenus

¥y Strevtomyces antibloticus incluyen razus gue producen

grandes rendimientos de sustancias de sctividad IID, Gtros
esquizomicetos adecusdos ‘scn especies del gemsro Clostridium,
y hemos dsscublisrto cue razas selecclonadass de las siguien-
tes especies producen sustsncies dsaotividad LID en las con-

diciones de fermentacion de nuestro procedimisnto :{lostridium

tetanomorphum, Clostridium cochlearium, Clostridium flabe-

llicerum y Clostridium butydi cum, ‘Otros migro-organismos

entre¢ los honges gme hemos descublertc que tsmbién produncen

actividad 11D son Toruls, Zremethecium ashbyii y Escherichia
coli, Deseamos recalcar, sin smbargo, que para cualesquisra
esng cles dadas ae honges, es precisg selsccionar razas que
produzcan sustanclas ds setividad LLD. Nuestro inventc no
ge limita a nixigtin henge en particular ni incluye cualguler
raza d¢ un honge dado. Por otra rarte, cadz micro-organismo
tratade hasts ahora que nroduce sustancias de actividad

ILD producirsd ectes vustancias en remdimiento muy aumentade
ocnando se prepaga en un agente nutritive scuosc que conten-

ga una concentracion de ccbalto Optims.
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Bl epgente se esitsriliza y &l
zaido qhe contiang la desesds cantidad cde cobal to se fneccunla
cor un cultivo del hongo selsccionadc y la mezcla se lncubs
hasta que se obtiens la zectividad optims ILID., La fermentacion
se raaliza'ordinariaﬂente dursnte un pericdo ée unos dos a
giets dfiss suncue =i se griere yueds enmlearse tiempo mas
eorté o mds large., Usualmente la incubacion se lleva a cabo
en condicicnes sumergldaes vy a tempersturs: adecnada pars el
hongo especificc emrleado.

Is vitamina B 12 »ueds aislarse ds 13 mexzcla
de fermentacicn en forme cyistelina si se quisre filtrande
el caldc de slimentacicn y tratande el calde Filtrado coﬁ
carbdn vegetal activado, adsorbiende asf la vitamina B 12,

Bl carbdn activade se lava con una soluoidn acuosa de piri-
dina ¢ KA-pilowiina y el lavado resultaents se evarora & se-
quedad. #1 oconcentrado solido se extrae con un alcohol ali-
fatico bajo, tel come alcohol metflico;‘y gl extractc aloco-
hoilco se Lmoe nasar por una columna empaguetada oon &l umine
activada con lo cusl ésta adsorbe 1z vitamina B 12, Z& colum-
na se desarrolla con mas disolverte de alcohol alifdtioco ba-
Jo y las fracclones del 1lavado cus mueatran actividad de vi- ‘
tamina 3 12 {determinads por ensayc microbielogioo) se combi-
nan y les lavados combinados ss concentran, Luege la solucion
alcoholica concentrada se mezcla con un l{quido miscible con
ella y en el cual sea insoluble ia sustancia aetiva, como la
acetona, El preciritado cue fermsz se lewnura por reprecipita-
oidn de alcohol afiadiendo scstona y el producto se purifica

més por cristalizacion Ge agua, yor la adicion de acetona
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pars preducir vitamine 5 12 cristalina.
ios siguisntes ojemplos ilustran les métodos
de reallzar el rresente -invento perc debs entanierse gue sdle
se can por via ds ilustraoldn y no de linmitacion,
Bjemplo 1.
sgentes gne contenfsn 2; de levadura de cerve-
za seoca Suspendidan en agna destilada y cantidades variables

de coba2lto (como nitrate ie cobalto) sesgin =e indica en dl

giguients cuvadro se prepararon y subdividieron en Ifrasces de

Brlenmeyer de 250 ml, que contenian 40 ml, por frasco. Des-
pues de esterilizer los frascos y su contenido a 1202¢ du-
rante medis hora, los frascos se inomlas¥on own un 2,5% apro=-
ximadamente de volumern ds un cultive vegetative dée 48 horas
de streptomyces griseus 25G (una raza productora de griseina)
orecidc en un digesto triptico de extracto de carne de agen~
te de casefna., DBsrués 4s la inoculacion, los caldcs inoocula-
d0s se mantuvieron a 28¢C durante cuatro dfes, tiempe en el

cual se agitaron oontinuamente en una mdquina agitadora gi-

.ratoria, Perminadec este perfodo de fermentacidn, las activida-

des de los caldos, determinados por snsayos con laotebacillus

iactis Dorner, Iueron los aigulentes:

dobalte Unidades LLD
PpM,. por ml, de ocalde fermentado
0 200 |
1 z760
2 2000

1o ' - 4600

20 3000
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Ejemploe 2.
Se prevard un agente gue contenia:
Carne de pretefns y raspasduras de huesos 83
Goruro sdal oo 0.5
F050,4.Ho0 1500 ppm.
dgua destilada hasta un total de ' 10073

Bste agente se prepard, esterilizd, inccule
e incubé como sé describs sn el ejemnlo 1., Una segunda por-
cion del mismo agente a cue se afiediercn 2 ppm. de cobalto
{como nitrate de cobalto) se esterilizo, inoonle e incubo ‘
ds igual modo. 4l fin del psriodc de¢ fermentacicn el ensa-

yo de los caldos fusd el siguilente:

Sin cobalto (Cobalto 2 pom,
160 unidades LLD/ml. 590 unidades 1iD/mi.
Sjemplo 3,
Se prepararon agentes de fermentacion aue  con-

tenian: |

Digesto triptico de caseiua 5

Bxtracto de carne o'.s;%

orure sodico 0.5%

E‘eSﬁ'4.7Hzo 50 ppm,

aceite G habas de soya 0.15% {como antiespuman-

te)
Agua corriente & razdn total as 1007%

Bl agents zntericr se prapara en un fermenta-
dor ds 3000 galones y se eateriliza.. Bl sgentes se9 inecula oon
275 golones de inocculacion vegetativa de una raza de strgp_fc-
myces grisens producicrs ds griseina de'sigzmda con 25@ ¥y la

mezcla se lncuba a 282(¢ durante 48 horas en condiclonss de

- Q -
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agitacidn, sumrsion y alreacidn,
Bl oslde ftrmsntado se ensaya usando

daoctebacillus lactis Porner ocomo organismo de snsayoe, ¥

luego el caldc se trata para recurerar la vitamina B 12
crisztalina, Bsto me hace Ffiltrando el caldc y adsorbiende
el mutsrial active dsl m:smo por medioc del carbcn vegetsl
activado, el adsar‘éido @8 carbdn se lava con usa solucidn
acuosa de plridine y &€l lavado resultsnte se evapora & se-
quedad a presion reduclds, K1 concentradc sclido asi obte-
nido se extrae ocon alcohol met{lico y el extracto alcohdli-
o se adscrbe luego en columna vsande alumina activada, y el
material sctive se lava de €1 con =zl cchol meti{lico nuevo.
Bstas fracclones gus tienen muy pronunciada actividad micré-
biclogica se concentian juntas y la sclucién ‘concentrada se
mezcle con acetoma, con lo cual precirita y se recupersy vi-
tamina 5 12 bruta. Zste productc se purifica por repreoipi-
tacion de solucicn de etancl afiadiendo aocstona, Bl praducte
se purifica mss por cristalizacicon de agua y acetona para
producir vitamina 3 1& cristal ina,

Se cbtuvieren los siguisntss resultados en
ootencicones durlicadas que muwestran el sisctc Gs ocobalto,

afiadldo en forma dsen nltrato:

Obtencien Cobalto ppm Fotemcia del Vitamina 3 12
numero caldo unidedes oristalina ais-
— - — LLD/ml, . lads

1  nada 173 18,4 mg.

2 2 ppm. 2250 (media) 106,7 mg.

Se prepard un agente ds fermentacidn gue

contenia: -
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Barins de habas.de soya (Staley 4-5) .1
'Dextrosa ' 25
Nacl | 0.25
Solubles de destileria 0.75%
adgua para m:i total de 1o00%

'Bste agente se prep&ard y subdividicd en ifras-
cos de Hrbenmeyer de 250 mi, que contenfan 40 ml. por fras=-
co, Se aﬁadieﬁ:on cantidades variables de wbalto {coms su
nitrato) como se indica en el siguiente cuadro, y los frascos
¥ su oontenido 86 esterilizaron calentando & 1202¢ durante
medta hora, Yos frascos se inocularon con un 2'.5;5’5 aproxima-
damente de volumen de un ocultive vegetativo de ocuarenta y

ocho horas de una raza de Streptomyces griseus productora

de estreptomicina., Después de la inoculacidn los caldos ino-
culados se mantuvieron a 2790 durante tres dfas con agita-
cidn ocontinna en un agitador giratorie, Terminado este pe~
ricdo de fermentacion, la estreptomicina y las activicades

1LD de los caldos dieron 8l siguiente snsayo:

So.ppm_ Batreptomicina  J/ml. Dnidadss LID/ml.
0.0 50 300
0.5 825 3000
1.0 ' 845 3100
240 650 4200
4.0 235 | 5000
6.0 < 150 2400
8.0 < 150 2000
12,0 < 150 220

Se rrepard un agente uus contenia lo siguiente:

-1l -



10

15

2b

30

188997

Infusidn as corazdu ¥ sSesos 18.5 g,
igar ‘ ' 1.85 g.
agua ‘ 495 ml,
PE 7.0-7.2

iste agente se rrepard y subdividid en Ffras-
cos de Erlenmeyer Ge 125 ml, Gus countenfsn 100 ml. de agen-
te por frasco. XLos frascos y su contenido se sstsrilizaren
calentzndo &8 1Z0RC dursnte veinticines minutos., Xos agsntes‘
se enfriasron & 3723 y se inocularon con 1 ml. por frasco de

una susrension de (lostridium tetsnomorphum crecido anserd-

bicamente en agente de sesos-higado-crazon Bacto, Despues
de lz inoculacion, los caldos inoculados se mentuvisron en
condlciones wstacionariss a 3720 durante sl 1eriocdo indi.ca-
do en el cumdre de abajo. Un sagundc gruro de Irascos ¢ue
o_ontenian el mismo sgente suplementado con 10 microgramos
de hexahidrate de mitrato de occbzito por ml, (arroximedamen-
te dos pertes de covalto por milicn de yartes de sgente) se
esterilizaron, inooularon e incnbaron de igusl medo, Termi-
nado el periodc de fermentscion el ensayo ds los caldos fue
el siguiente: (los vulores dados se obtuvieron por promedio
de valores obtenidos en cuaﬁro ferments clones diferentes
realizadas en cada una de lazs ocordicionss indiocadas).

periods ag fermentacidn Sin ocobalto  scotividad LID por ml.

afas cobalto 2 ppm.
4 660 4600
7 760 6300

Varlos camtios y modificaciones pueden ha-
cerse en la realizacion del presente invs:ite sin arartarse
del espiritu y finalidad; por ejemplo, pueden emplearse

agenten nutritivos sdlidos tales como s3lvados en granmo en

- 12 -
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ves de los aegentes nutritivos 8cuosos especificados. Come
estos cambios y modificaciones estdn dentro del alcence de
les reivindicaciones anexes, deben conasiderarse como yarte
de nunestro 1nvonto'.

Bete solicitnd que corresponde & la preseniz-
do en los Estzdos Unidos de Amériocs el 10 de Julio de 1948,
bajo el nimero 38.176, se acoge a los beneficios del artfcu-

lo 51 del vigente Batatutc sobre Fropledsd Industrizl.

-0~ NOTA =0~

I0s puntos de invencidn propies y nueve gue
se presentan para gue sean objeto de este Patente de Inven-
cidén en Berefia, por VEINTE afios, son los aiguientes:

l2, - Un procedimiento de producir susf@ncias
vitem{nices que comprende fermenter un agente nutritive al
gue se ha efiadido cobalto por medio de une razs, produnctora
de activided ILD, de un microorgenismo pertensciente a la
subtribn ‘F.‘ungi’.

29, - Un proocedimiento de Producir sustan-
cias vitemfnions que comprende fermenter un agente nutri-
tivo acuoso al que &e ha ajiadido cobalteo per medio de wnm

sfreptogoes que produce sustancias de actividad ILD.

3¢, - Un procedimiento de producir susten=~
cies vitamfnicas gue comprenien fermenter un agenie nutri-

tivo acuoso &l gue @e ha afiadido cobalto por medio de un

- 13 -



Glestridium que produmce suastencias de sctividad LLD.

42, - Un procedimiento de producir sustanciss
vitam{nioza que comprenden fermentar un agente nutritivo
acuoso que contiens no menos de 0‘.1 partes apfoximaaamente
de cobslto por millén de partes de agente mediante une ra-
g8 productora de actividad LILD, de un micro~-orgenismo per-
tensciente & la subtribm Fangl. |

597. - Un procedimiento de producir sustancias
vitaminicas que comprenden fermenter, en condiciones de
sumergidn aireada, un agente nutritivo acnogo a2l gue se ha
afiadido cobalto, siendo la preporcidn de cobaltc afindido
no menor de 0.l partes aproximadamente de cobalto por mi-
1lén de partes de egente, por medio de un Streptomyces que

produce sustanclas de activided ILD.

62, - Un procedimiento de pioducir suztancias
vitam{nices que comprende farmenter, en céndioi.ones de zumer-
sidn eireeds, un agente nutritive acuoso, gue contiens en=-
tre 0.1 y 20 partes aproximadements de cobalto por milldn

.

de partes de agente, por medio de un 3ireptomyces gue pro-

duce sustancies de sctivided LLD.

72, - Un procedimiento de producir susten-
cies vitam{niozs que comprende fermenter, en condiciones
sumergides, un agente nutritive acuoso gue contiene entre
0.1 ¥ 20 partes sproximedemente de cobalto por millén de
rertes de agente por medio de un Clostridium ¢ue produce
sustencles de actividad I.Lﬁ. ‘

82, - On procedimiento de producir vitamine
B 12 gque comprende fermentar, en condiciones sumergides y

- 14 -
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eireadas, un agente nutritive gcuoso, que contiene de 0.1
g8 20 partes aproxinadamenté de cobalto por milidn de partes

de agente, por medlo de una raza de Strepiomyoces griseus

gue produce vitamina B 12‘.

92.. - Un procedimiento de producir vitamins
B 12 gue comprende fermenter en condiciones sumergides y
airezcdas un agente nutritivo acucso, gue contiene unas dos

partes de cobelto por milldn de partes de agente, por me-

dio de una reza de Streptomyces grissus gue produce vitami-
ne B 12, |

102, - Un procedimiento de producir susten~
cles vitemfnicas gue comprende fermentar en condiciﬁnea su-
mergidas, uzi agente nutritivo acnosc que contiene entre O..l
¥ 20 partes de cobelto por milldn de partes de agente, por
medio de uns raze de Clostridiom tetenomorphum gque produce
sustancias de actividad LIeD’.

119‘. - Un procedimiento pare la si{ntesis de

la vitamine B 12 que comprende fermenter, en ocondiciones
sumergides y eireadas, un agente nutritive ‘aonoso gue con=
tiene de 0.1 a 20 partes aproximdamente de cobalto por
fnillén de partes de agente, por medip de una raze de Strep-
tomyces griseus que prodnce grisefna,

122, ~ Un procedimiento para la sintesis de

la vitemina B 12 que comprende fermsntar en condiciones
sumergidas y eireadas un agente nuiritive acuosoc gque contie-
ne gde o'.1 & 20 partes aproximzdemente de cobalto por millén
de partes de agente por medio de ume raze de Streplomyces

griseus ¢ue produce esireptomicima.
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132, - Un procedimiento de prodmcir vita-
mine B 12 gue comﬁrenae fermentar en condiciones sumergides
¥ 2ireadas un ager;te nutritive acuoso gus contiene cobalto
equivelente a unss 0.1-2 partes por milldén de partes de
agente, aﬁadido keomo nitrato de cobalto, por medio de um
raza de Streptomyces grisems productozra de grisefns,

- 148, = Un procedimiento de producir sustan-
cieg de setividad LLD que comprende fermentar, en condicio-
nes de airescidn sumergide, un agente nutritive aocuwoso
que contiene cobaltoc equivalente & ums 0,1-2 partes por
millon de partes de aegente, afindido ocomo nitrato de cobal-
to, por medio §e una raza de stmm_oes griseus producto-
ra de griseina.

ib¢e, - Un procedimientc de producir vite-

"mina B 12 que comprende fermentar en condiocienes sumergi-~

das y aireedas, un agente nutritive aocuosc que contiene

cobalte equivalente & unes 0.1-2 partes por milldn de per-

‘tes de egente, afindido como nitrato de cobelto, por me-

dio de une reze de Sreptomyoces griaeut productora de

estreptomioina.

160. - Un procedimiento de producir sustan-
cieg de ac$ividad ILD, que comprende fermentar en condisio-
nes de airescidn sumergids, un agente nutritive acuoso ¢ue
contiene cobalto eguivalente & unes 0‘.1-2 partes por millén
de partes del agente, sfindldo como nitratoc de cobalto, por
medio de una raza de Streptomyces griseus productora de

estreptomicine,

172, - Un proocedimientc gque comprende propa-

- 18 =
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gar un microorgenismo perteneciente a le subtribm Fungi que,
el crecer en un agente nulritivo acuosc, produce sustencias
de aotividad IID, reelizdndose la propagacidn en condiciones
sumergidas en un egente nuiritive acuoso que contiene nne
fuente de ocsrbono esimilable y s2les imergdnices, contenien-
do tambidn el egente una a2dicién de cobalto en forma de ums
combinacidén soluble de éate‘. | '

18 9'. - Un procedimiento gque comprende propa=-
ger un microorganismo perteneciente 2 la subtribu PFungi que
8l areocer en un agente nutritive acuosc produce suetancias
de ectivided ILD, realizdndose la propagecidn en condicio-
nes sumergidas en un agente nutritive acuosc gue contiens
une fuente de carbomo asimilable, una fuente de pitrégenc
asimileble y sales inorgenioms, conteniende también el agen-
te entre unos 0;1 y 20 partes de cobaltc por milldn de
partes de agente.

| 199; = Un procedimiento gue comprende props-
gar un g_t_gm que, &l orecer en un agente nutritive
eonogo produce sustencies de ectivided LID realizdniose la
propegecidén en condicionea sumergidng y gireadas en un agen~
te nutritive acnogo gne contiens una fuente de carbono asi-
milable, una fuente de nitrdgeno esimilsble y sales inorgd-
nicag, conteniendo tembién el a.gexite entre o‘.l ¥y 20 partes
de cobalto por milldn de partes de agente'.

2092, - Un procedimiento gue comprende propa-
gar un Clogtridium ¢ue 8l orecer en un agente acuogo, pro-

duce gustencias de activided LLD realizgndose le propagacidn

.ex condiciones sumergidas en un agente nutritive acuosc gque

- 17 =
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contiene una fuente de carbono esimilable, una fuente de
nitrdégeno asimilable y e2les inorgdnicaes, conteniende tem-
bién el asgente entre unes O.1 y 20 partes de cobalto por
millén de partes de agente.

2le, - Un procedimiente gue comprende sumer- »

gir una raza de Streptomyoes griseus, productors de grisefn=,

en un agente nutritivo acroso, que contisne una fuente de
carbono asimilable, mne fuente de nitrdgeno esimilable y se-
les inorgdnicas, oonteniendo ademds el agente entre umes 0.1
¥ 20 partes de cobalto por millén de partes de agente, ¥
pantener agitacidn y airescidn & travds del agente inoculado
para dispersar ox{geno al través de é1 & temperatura de unos
2890 durante un periodo de tiempo comprendido entre 2 3y 7
diaa;
222, = Un procedimiento gue comprende sumer-

gir una ragzs de 'araptbgzgea grisens, productore de esirep-

tomicine en un agente nutritive acuoso gue contiene ura fuen-
te de carbono asimilable, uma fuente de nitrdgenoc esimi-
leble y seles inorgdnicas, conteniendo ademds el sgente
entre unas 0.l y 80 partes de cobalto por millén de partes
de egente, y mentener agitecidn y airescidn & iravés del
egente inoculado para dispersar ox{genc &l través de 61

& temperature de mnos 262C durante un periodo de tiempo

comprendide entre 2 y 7 afas,
23%, = Un procedimiento de producir sustan~-

. ocles vitaminiozs,

Tl y oomo ge he desorito en la Memoria que



antecede y con los fines que se han espe:ei.fieador.
Esta Heﬁoria consgta de diecinneve hojas
escritas por una sole cara.‘.
Madrid,
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