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MEMORIA DESCRIPTIVA
que se. presentu para unir a la solicitud
o S ‘ d e ‘ P -7
P A T E N T'E“ D E : I N V E N C I 0 N
formulada el 24 de Mayo de l961. con el Nn 267 639

en

E sP A N A . R
por VEINTE anos i 'f e ﬂ‘f7];f';5 

a nombre de LOS REGENTS OF . THE UNIVERSITY OF MINNESOTA,

“ entidad norteamericana, establecida en University of 4“

Minnesota, 412 Administration Build;ng. Minneapolis,'-~

Minnesota, Eatados Unidos de Américao’

- por:

" UN METODO PARA pnnsmnvan EL TEJIDO
' ANIMAL Y LAS CELULAS "

Dy G O h WD B A o G e W e O BN O G G e . e e Gy G T T Ty W Gy G O D D W W S e B N S e S S0

Esta invencion se refiere a la conservac16n’:

de los tejidos y células animalos tales como el sémen,
globulop‘sanguineos, médula de huesos y sgmejantes.— -
Mis particularmente se refiere esta invencién al uso de

clertos hidratos de carbono con funcidn alcohol (p.ejem

" azlcares.o aldoles) y ciclitolas y derivados del cicli*
tol, ‘en la conservacion ue 1aa células y tejidos anima~ S

‘les.-“ La 1nvenci6n se describe con mayor: detalle en lo

que reapecta a la conservacx&n del sémen animal, ya que

los resultados en este campo de invastigacién se pueden
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i_determxnar y evaluar mas rapida y f&cllmente.- Debe en

' tenderse.'s1n embargo, qne la aplicabilidad del material
'_t'y el procedimiento conservador raivindicados, no esta ~?T

: -;1imitado a este eolo nso.

-f,ﬂj f;f; L La inaominacién artificial de lqs anlmalea. o

“particularmente el ganado lechero, e ha practicado am- o
K .{.pliamenteo- Exxsten numerosas azociac:ones de cria, --~~wt1
,12  iti='~  ;con el fin de utilizar al maximo las cualidadea de la -
.f“raza de cria, para mantener Y aumentar la calidad de --fﬁ“
'“10 “f_1os rebanos.- En laa condiciones de almacenamiento re-{f
| _frigerado ordinarias,’el séman animal permanece vivo un |
}tiempo relativamente corto.- La fertil;dad y motilidad
‘.de los espermatozoides descionde a una velocidad tan r&
' p1da, que es una préotica comun el rbchazar todo e1 s&-
15 men de tore no utillzado durante las 48 horas deapués -_-‘
| | de la eyaculacién.~ Utilizando 1a presente invencién,-
se ha encontrado sorprendentemente que la’ esperma puede
mantenerse durante periodos de tiempo substancialmente
mas largos, sin pérdida apreciable de fertilidad y moti
20 lidad.- Hasta ahora, la inseminaci6n artificial se ha
limltado, en su mayor parte, a los animales bovinos. de )
'bido a que no ha sido poaible mantener la eficacia del _
‘ aemen de otras especies suficiente tiempo, para hacer -
pract1cable su uso en la inseminacién artlficial.-'.La
, ?5 . _presente invencién abre el campo de la 1nsem1nac16n ar=
. ’tiflcial para otras eSpecies de animales.
Se ha sugerido anteriormente, que el plasma
) aeminal de ciertas especies de mamiferos, contiene P
quenas cantidades del azuoar sorbita y ciclitol 1nositolo

‘30 Sin_qmbargo; no se ha sugerido anteriormente que las can
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tluades anadidas de estos y otros alcoholes polidroxila"

| "dos. ienen un efecto estabilizador o conservador, sor=_ .

v;prendonte e inesperado,'sobre 105 espermatozoides, el =

cual extiende el tiempo durante el cual el sémen asi ==

‘tratado es Gtil para la inseminaciono

En el campo de la consarvacién de la sangre,

 105 presentes métodos originan una gran perdida de la -~ .
'"sangre recogida.- La demanda creciente de sangre almaA

'fcenada ha desactualizado los presentes metodos de con=- oo

sqrvacién.- La multitud de bancoa de sangro y laborato

”»rios de investigaoion dedicados a estudiar la sangre, -

' ha creado una necesidad de un método mejor de almacena-

miento, con el fin de evitar la reducida eficacia de la 1 “

o ”"mano de obra PrOfeslonal y las rigidas limitaciones de_
' .15 ‘_‘v‘~¥

b .‘tes metodoso

1a 1nvestigac16n de la sangre a que obligan los presen- ;

La investigaci&n de 1a sangre esta dirigida,_

desde hace tiempo, a los estudzos de 1a composicién de_

la sangre, relaci6n de la composici6n sanguinea con las

diversas caracteristicas y condiciones patogénicas y pa" =»

tolégicas, relaci6n de la composic16n sanguinea con lu

divgrsa-salud, condiciones fisicas vigorosas y semejan~

teso- Tales estudios reqpieren la_fecogida-y.almacena-

miento de'grahdes cantidades de muestras. de sangre.- =~
Con 105 presentes métodos de almacehamiento de sangre,=-

tiene 1ugar una hemoliaia dentro de ‘los dos a cuatro -on

dias, la cual vuelve inttiles los slébulos roJos para -

1a mayor.parte de los propoaitos.-' Do una manera cree=-~

ciente se han realizado estudios de otros tejidos y cé-

" lulas del cuerpo y se han mentenido bancos de médula ==
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.. bsea y matériqlqé similares.- Continua presente el mis

mo problema del mantenimiento dd‘eztos tejidos y célu--

1a8 en condlciones saludables de ut1liza016n, durante -

periodoa de tiempo substanciales..

Los problemas adicionales de conserVacién -

ﬁde materias animales, se presentan en diversos bancos -

de te;idos, tales como bancos de médula, bancos de mig-

ilculos, bancoa de arterias y ssmegantes, ‘en donde la vi-

‘da utllizable de los materialea est& limitada por los -

métodos existentes de conservaci&n y almacenamiento.‘_

Un objeto de esta invenclon ou proporcionar

“73un método de conservacién de células y tejidos animalos.

r_r B

jpor susponsmon en una aoluc16n que contiene hidratos de
fcarbono o azﬁcares con funcién alcohol (alditoles) o °1,v

_clitolea o cxclitolos 6 derivadoa do elloso

Qtro obJeto més de. ésta 1nvenc16n. es pro-- B

. porczonar un metodo para la conserVaci6n del. semen ani-_f
?_mal, por suspens:6n en una solucién que contiene hidra-;
 tos de carbono con funcion alcohol ciclitoles 6 sus -.:
:derivados.- Un objeto més de esta 1nvencion es propor-
'clonar una composlc16n de materia conservadora para la

preparaci6n de extendedores de sémen.

‘Todavia. otro objeto de ésta invenclon, es -

proporcionar como una nueva composxcion de materia, una

"mezcla estable de semen animal y una cantidad afiadida -

de un hidrato de carbono con funclon alcohol o un cicli
tol 6 derivado de ‘eiclitols

. Otro objeto de esta invencidén es proporcio-

‘mar un métpdo de inseminaci6n artificialwde'animales,'-

utilizando una mezcla estable de sémen animal y una can

'f,‘!'-'




tidad anadida de un hidrato de carbono con fuhcién'alcg
hol 6 ciclitol o derivado de ciclitol.v

Otros objetos de ésta invenc16n ‘aparecerén_

e . »jl al proceder a la descripci6n.‘

-5'A' ' . Ai",' Para el oumplim1ento de los anteriores y ge'
lacionados extremos, esta invenczon comprende entonces
1as caracteristicas que ‘a continuac16n se descrxhen com
pletamente y anotadas part1cu1armente en las reivindica

'*: V ciones,,explicando con’ detalle, la axguiente descripci6n,.

10 ciertas realizaciones ilustrativas de la invenci6n que‘

o son 1nd1cativas, sin’ embargo, de unos pccos de los di-~3”.:;}'”
’a versos usoa, en los qne los principioa ‘de 1a 1nvenci6n
pueden emplearseo | ‘ » |
‘ La eficacia de‘una rea11zac16n preferida de -
' ddlﬁy 1a presente invenc;on. prolongan la vida Atil- del sémen:.
| bovino, cuando se compara con los diluyentes do uso co-u
- mun, se muestra en la: slmple fzgura del dlbnjo. |
o ~¥' ‘;;{f’ﬂ.' Los hidratos de carbono con. funcién alcoh§15:“;
: .‘que se ‘han encontrado do utilidad para extender lavvida
_' 15§“ del sémen animal,'son los h1dratoa de carbono que tie-‘,

S nen la f6rmula c Qn + 2 (OH) en la cual n es un ni

mero entero entre 4 y 7.- Ejemplos de estos alcoholes'
. son la eritrita, treita.- ;rabita, r:i.bita. xilita. manita.
| sorbita (glucita). dulcita. idita ¥y seﬁheptita.-.': Los -
7 25?} polialcoholes ciclicos o ciclitole§ que pueden utilizar,.ﬂ
o _ tienen la férmula C6H6(0H)6 #\ ‘Los ejemplos de ei
clitoles y sus derivados incluyen 1a meso-inosita 6 130‘ 
meros, pinita (éter dextro-monometilico del meso~inoai-v

ta), quobrachita (8ter levo-monometilico del meso-inosiﬂh

30 j~ta), condurita. esc;lita,,epi-meso-inouosn. dextro-quegv"
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cita. betzta y mitxtao

Para ‘su utilizacién, 1os alcoholes estabili

‘iadores.se preparan como soluciones acuosas.- El agua
‘;es el d1solvente usual, pero para fines de inseminaci6n. '
- se pueden usgar la lecho u otros liquidos esencialmente |
‘ aQu0S03dp ‘LOS alcoholea estabilizantes puedqn‘utilizag

'se de manera szmple ) en combinacion.- Las aoluciones'

de alcohol se utilizan en concentraciones comprendidas.

entre.‘aproximadamente, 0,1% (100 mg.%) y en concentra=

'ciones'quq,ée aproximén”al 1imite isotonico de la mate-
"riafaﬁimal a‘estabilizar.-' En general, . el alcohol to--

'tal anadido no excederé do‘aproximadamente 1,5 a 2% --

'

(1500 a 2000 mg. %).- Proferiblemente los alcoholes'~i]

Ce ,¢janad1dos estarén preaentas en una concentraci6n total
'115 ' ”comprandida entre aproximadamente O 5 a 1,5% (500 a 1500

hmg.%).

A estas concentraciones el alcohol anadido

;esté presente en. cantidades de 6rden de magnitud varias, .4

veces mayor qpe la cant1dad que esta presente naturalo

» mente, en el semen diluido.-, Por ejemplo. el sémen de'
?;toro contiene alcoholes en un promedio de, aproximada-~ f">
‘ﬁi ente, 0, l% (100 mg.%)o-: Para la inaeminacibn el sémen ; ~
.’de toro se dlluye comunmente en 1 a 100.-_ Esto reduce_

ila concentracion natural de alcohol a 1/100 de 1a con—-'w

entracion orlginal, 6 a 0, 001% (1 ms. %).-‘ Si el dilu

'C;Eyente contiene alcohol anadldo en concentracion del 1%

ﬂturalmente.?

7 (1000 m mgs %), el alcohol afiadido eata presente en una -j"jf'-‘ s

‘cantidad mil" veces mayor que en la- que ‘est§ preaente na;iln

. - . - e

La,sgluc16n di1ﬁ&ente del sémenfqﬁet¢on£ie- R

RS
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o (125 a ’50 mge %).

‘proteger la solucidén contra cambios rapidos y materlales:-
en 1a concentraclon de ion hidrogeno.-i Los mater;ales*

‘tampon son los utillzados comunmente para este fin, e =

, los citratos de metal alcalino funclonan también como -
;anticqagulantea.*' Loa agentes tampon se pueden utili--'“'
zar de manera simple © en combinacion.- Por ejemplo ~-ﬁ‘:
‘ pueden estar presentes un citrato de metal alcalino y -
'.un tosfato de metal alcallno, o se puede utilizar un- 01.“

) trato s&dico Y un citrato potasico.~ El tampdn esté -

0,025 % a 1 5 % (350 a 1500 mg. %).= ‘la solucién dilu-v
“yente ‘del sémen, de acuerdo con la presente 1nvencion,
 _ puede contener también cualquiera de un ‘gran nimero de_
;substancias utilizadas comunmente en los anteriores di-

- 1uyentee del semen.n Estaa 1ncluyen aubstancias tales

x‘de huevo, gelatlna, ¢1ucosa, fructoaa (para suplir 1a -‘"'

;fructosa que contiene el sémen natural). lecitina. 1ipo

3cilina. y semejantes.- Los azucares deben estar preson_i‘

ﬂtes en cantidadea de aproxlmadamente o 125% a 0 ?5%

-'“dos, tienen un. efecto inhibidor u opuesto a loa antibi6_,
“ticos.-. ‘Por esta razon, cuando se sospecha le presen-;

'",fcia de organlsmos de enfermedades en el sémen,'es conveq“

né'alcohol. contiene comﬁnméhte'un agente tampin, para_

.

incluyen las sales solubles tales como citratos, fosfa=-

tos, acetatos; carbonatos de metales alcalinos y seme=-

Jantés.; En la conservacién de las ‘células aangulneaa.

presente normalmente, en cantidades de, aproxlmadamente,

como leche completa, leche desnatada, glicerina, yema -'

proteina, antibiéticoa tales como estreptomicina y peni

Se sabe que 01ert08 alcoholea polihxdroxila‘r*

e

S

i _-:7i; ;,f
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niente que el sémen se trate primero con el antibiético,
durante un periodo de unas 6 horas, y se afiada después
el alcohol estabillzador.

Deb:do a que las celulas, tales como los es

permatozoides en el-semen, se someten a un choque meca-‘
rﬁnlco, el d11uyente deberé tambien incluir deseablemente, f
un estabilizndor de cthue, coloidal y soluble en agna.;-
_tal como gelatina, agar, goma guar, trasacanto, go -

ardbiga, dextrina, goma ghatti y semejantes.= El esta-

bilizador de choque estard presente, deseablemente,“en
cantidades eomprendidaa entre, aproximadamente, 0,1 % a

1, 0 % (de 100 a 1000 mg. %).- La mezcla de sémen dilni

;g tiene._deseablemente. una presién osmética compren-~

W‘f:dida ent re y aproxlmadamente, 200 a 350 miliosmoles. y

-preferiblemente aproximadamente 300 miliosmoles.

"Bl ‘8émen puro se dlluye comunmente eon, a-

i'proxlm;damente, 10 a 200 partes de la soluciGn dilnyen-
"?tq.— La extensién de la dilucién depende de factores =
~,ta1es como la concentracion de ‘espermatozoides en el séf”
‘men.vconcentracién de espermatozoides necesaria normal-'
ﬁmente para 1a concepczon.- Esto varia segun 1as diver-
vwsas especleso— COmo ejemplo.'el sémen de toro. contiene

'normalmente unos. 600 a 1200 millones de espermatozoides,

L por cc.-' Se consideran necesarias para asegurar la conceg
1[ﬂci6n, aproximadamente 10 millones de espermatozoides.-‘

‘ .Se requiore, por lo menos. un volumen de 1 cc. de sé-

men.~~ De acuerdo ‘con ésto, el semen puro se. puede di-r

,1uir con: la solucion diluyente que contiene los alcoho'
”les estabilizadores, para obtener un producto qne con~ 

v'tiene por lo menos 10 millones de espermatozoides por




=

§“¢::-E_ﬂ”;;_ff5lai¢c.- Es de préctioa comﬁn Y no constituye un exceaofdé”“

» precauci6n,'e1 preparar el semen. diluido hasta una con--,1'

centracién de, por lo menos, dos veces esta concentracion

‘"'xjde espermatozoxdes.v
*;5;;j4 "ff ‘_f‘ El semen d§ carnero contieﬁe normalmente’dgu\w” :
‘.v;!;unos 800 a 4000 millones de espermatozoides por cc.;72é177
b]Por lo menos 25 millones de espermatozoides en 1/2 cc.qj

" de semen, se coualdera necesario para asegurar 1a con-- V;
'cepclén.- El semen de cerdo cont;ane normalmente derQQSH”i

;16’; 525 a 1000 millonéa;de1e3§ermatozoid§s, o un promedid dqr
~ .unos 400 millones de eSpermatozoides, por cc.-” Se conuy

'~sideran necesarios para asesurar la concepclén, de 50 a:'

70 cc.de ‘semen que contengan por lo menos 2 billones -f

 do‘espermatozoidea.~f El semen del gallo contiene nor--
15 maimenté pdr encima de unos GQ millones de espermatozqi
| des por cce- ~Se‘considéfa necesério para asegurar ia ;
<fertilizaci6n, un volumen de aproximadamente 1/10 cc.,
.que contengan por lo menos 6 millones de - espermatozoidea.'
' Los hldratos de carbono preferidos, que se
:2OfV7,ha encontrado que tienen exito para prolongar la vida -}
| .. del semen an1ma1, son la sorbita (D—glucitol) y la mani :
. s A‘ ‘ta. utllizados bien por separado o en combinacion.-'Lq_
L . total concentracion de este hidrato de carbono, no debe
.exceder materialmente en la mayoria de los casos, de -
:251 { aprox;madamente 1 5% a2 »O% (1.500 a 2.000 mg.%).- ng
| ,Lpuede utilizar una concentracion tan pequena como, apro
:wximadamente 6 1% a o0, 5% (100 a 500 mg. %) de concentra-
 616n total. pero deseablemente los hidratos de carbono
estarén preaentes en una concentracl6n de. aproximada--l

30 mente. un 1% (1000 mge %).- Aunque se ut;lizan desea-f-

9.
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blemente en prOporciones aproxlmadamente 1guales cuando

)

',;se emplean en comb1nac16n, g1 ha encontrado que eatos -;
.lmaterlales ‘se. pueden usar Juntoslcon buen efecto, en -i?
éﬂTprOporclones que van . desde aproxlmadamente un 70% de --H,;'”;
1;sorb1ta a un 30% de manzta, hasta un 30% de gorbita g -

un 70% de manita.- Solamente se aprecia una. ligera di-ﬂz

'{ ferencia en los resultados, cuando 1os hldratos de car~t5f'

*xbono varlan dentro de estos llmites.- Los hldratos de
.carbono se d;suelven en solucion acuosa.-_ Se puede utifﬁ_}¢{

112ar agua como - dlsolvente 6 puede ser leche & otroa 11

quidos esenc1a1mente acuosos. TR : ':', '-"WQ

En una forma, 1a composicién conservadora -

,de teJido y célula de la presente invencién,,se prepara_“‘
’en forma seca y pulverulenta para su embarque y almace-.'

vnamiento en paquetes cerrados, cuyos contenldos ‘se ana-7

den a un volﬁmen pre-determinado de 1fquido" diluyente,
tal cpmo agua destllada, y, a cont;nuacion, se combinan-“
con semen u otro material animal.= La mezcla incluye -~

deseablemente, el hidrato de carbono conservador, UN =

agente tamponador, un azicar nutritivo Yy un estab1lizador

de poloides.n Uha mezcla\edemplar incluye de 0 25 a -

0, 75-parteslen peso de sorbita; O 25 a 0, 75 partes de -Qx'
’manmta; 0 25 a‘O 75 partes de fructcaa, 0, 05 a 0 15 par'
Egtes de citrato sodico' 0,05 a 0, 15 partes de citrato po

:té31co' 0, 05 a 0 15 partes de fosfato dihidrogenado de

p0t8810, y 0,1 a-0,5 partes del estabilizador coloidal,

-tal comq’uno de los gnumerados.-"Opciogalmqnte, se pue

' de indluir de'aproximadamehté:una‘a tres partes de le--

che en polvo seca y/o aproximadamente de 8 a 10 partes

de yema de huevo seca.- Uha vez preparado para su uao.‘

- 10
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P‘éste materiél ‘se diéuelvefsimplemente~én cien partesfdé'

‘:agua dostzlada y se mezcla con el semen n otros tegidos"

o células animales, para producir la dilucién deseada.

Gran parte del semen para inseminacién artil_

_fi01a1 ‘8e preserva por congelachn.- La congelaclon esf"

-

un método de conservaci6n eficaz, pero exlste el mlsmo '

H*problema, con respecto al mantenimiento de la potencia
qdespues de la eyaculaci&n. que con el semen fraaco, con;)‘
”excepcion de que la vida del semen congelado despues de “*

::1a eyaculaci6n, es aﬁn mas corta.- Cuando se’ dlluye --i

HW_con los prolongadores normalmente utilizados, el semen

congelado vive solamente duranto unas 6 horaa después -

" de- la eyaculaci()n° Cuando se prolonga con 1a aoluciénﬂy

:_dlluyente que contiene 1os hidratos de carbo estabiliza;;w

’dores de acuerdo con la presente 1nven016n, la v1da efifzﬁ‘
”fcaz del semen se extiende hasta 4 y 5 dias.' |

Ademas de  ser utillzado como nn diluyente--l;=;'

para el semen en la inseminac;on artlfxcial, tales solu

: ciones pueden ser util;zadas de igual manera para crear
'mum med;o m&s favorable para la 1nseminac10n natural.- -
.”Sefsabe,que.en muchas hembras_el periodorde tiempo du--i,
 Pante el cual laLconcepEiSn-ea posible,-e; dé'corta d;',w.'

'raci6n.-' La concepcion depende de 1la presencia de eemen'

viable en los tubos de Falopio durante este periodo.- -

Con ‘el fin de prolongar e1 tiempo durante el cual el se

men es utilizable para 1a 1mpregnac16n, se puede adminis

. trar, antea de depositar el. aemen en 1os 6rsanos femeni

nos, una irrigaciou de una solucién tampén de hidratos

f~de carbono.x” Coee - "7;; -“ **."f-ﬂ “'.‘ ~w

La eficacia de los materialea conservadorea
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a ‘”preferidos de 1a presente invencién, cuando se usan ;o-
, mo un extendedor del semen bovino. comparados con otros;
""" extendedores corrlentemente en uso. se muestra en 1la fi“
Avgura del dibuJo.— La eficacia se mide observando el -~ $;fj”
15'  efecto de los dias de almacenamiento del semen en condiﬁ“y
”‘ﬁciones refrigeradas a 590, contra el % de motilidad de_

Alos espermatozoides.- SQ advertira que cuando se usan

'fi/f“ . /fl los diluyentes convencionales,'se utilizan extendedores.”

- -

tales como’ leche entera glicerinada, citrato-yema de --'
'xﬁ'huevo, mantequilla de leche, leche entera, leche desna- 
 xtada-yema de huevo-gllcerina; y la motilidad de la es--;;'
ﬁfperma decae rapidamente y es menor del 50% entre el se-tl-;

’gundo y el quinto dia.-' Las observaciones respecto a ="

5 103 extendedores convenclonalea, conatituyen los resul-f

tados medlos basados en 6 eyaculaciones.

Utilizando diluyentes convencionales, es'ﬁ;;j'

:,;préctica usual desechar el semen como sin valor. después

A7 de doa dias.-‘ Cuando 1a motibilidad de la esperma s -,;;ﬁt
'5Qmenor del 50%.‘ a velocidad de retorno o8 tan elevada 2
:§0:  .que su uso no es practicable.- Como se indica en el dix?"'
: bujo, en el s&ptimo al onceavo dia. virtualmente todos
los espermatozoides suspendldos en 1os diluyentes con--}'w
‘“fi'vencionales, estén inméviles.- En contraste, la esper-[:'
ma. diluida con aoluciones de hidratos. de carbono (espe-cl
‘25‘ ,,cificamente, una solucién diluyente que contiene cantida
ﬁ; des iguales de manita y sorbita en una concentraci6n to
tal de un 1%). muestra virtualmente una motilidad no --
disminuida durante m&s de 2 semanas en un,almacenamien-

- to refrigerado Yy después. cuando la mot111dad empioza a

30 descender. el cambio es sradual de manera que al cabo -'




fge los 26 a 27 dias de alﬁaéenamiento, el 50% de las cé"
Nidlas son todavia méviles.-'
' efecto conservador de la adic16n de hidrato de carbono,

m5 z“

gulentes ejemplos. . .; o vj . o

8 U

',ron 0,25 partea de gelatina._o 5 partes de D-glucitol,
 ?f aﬁadieron 49 partes de agua.-l

ten;a una pres1on oamétlca de 300 miliosmolea.

la ot#a.mitad'se“ut§liz6;como control, ¥ se diluyé con

leche entera glicefiﬁadé'en la miama proporci&no-'

267639
La curva que representa el

se basa en los resultados medlos observadoa .eon 26 mues'
tras de eyaculado.

- La invenc;én se ilustra ademés por los si-e

S; p;eparﬁ un. diluyente ﬁara semen; mezclan?_.~
do 30 partes en peso de yema de huevo con 25 partee de
leche entera. se trato con calor elevando la temperatu— ”
ra hasta los 9020 durante 2 minntos.-' A este se anadie'
0 5 partes de D-manita, 0 5 partes de D—fructosa, o, 1 - i
parte de citrato potasico, 0, 1 partes de citrato sodicoW 
y 0, 1 parte de foefato di-hidrogenado de potasioa- Se’
Se anadié estreptomicinaij7

.an cantidad de 500 microgramos por mililitro de solucién

Junto con 500 unidadea de penzcilina por ml. de solucién.

La soluoi&n preaent& un pH final de 6 4.-» La solucmon

En un ensayo de campo,’con la solucién dilu:1i‘7'
yente del &Jemplo I, que contiene hidratos de carbono,

se separ6 una muestra de‘semen puro de un’ toro 'y ‘se’ di-u‘

1uy6\una mitad‘a 1:71-an la aolucién del ejemplo I, y -‘€F fi 

Lav-;i



10

faflé-cual se Aﬁadia‘un‘lo% de gliceiina,~”fE1‘seﬁéﬁ‘di-*

" luido resultante, se distribuyo a 100 téonicos de la in .

E de la recogida.- ”Elysemen‘que contenia los hidratos de

vjéstaz, 147 vacas 6 sea el 76, 6%, fueron fecundadaa con"

;Aéxito en e1 primer suminlstro.-i E1~semen diluldo-con'Q-
leche entera slicerinada se utillzé para suministrar a_

“ 142 vacas.= De‘éstas, 90 vacas, "8 sea el 63.4% fueron

-fecundadas con éxlto.- La proporcion de inseminaclon -
‘extendido en hidrato ae carbono.iri‘f:1 ,

"gfflV fFéJEMP§3f1ﬁ

“‘paré el semen procedente de un toro de normalmente baJa-‘
o concepclon.- Parte de él se extendio con los dlluyen-- e

"tes convencionales y el restante se extendié con el d1~ 

“ﬂen el Ejemplo I°~; 39 suministr6 a un grupo de control

“ivacas, el semen extendzdo con el h;drato de carbono en -

*!el cuarto dia.- Se fecundaron con exito un’ total de --j;

jcas -8e sumlnistro con el semen extendldo con el hidrato

1eche‘ente;a'glicerinada era_1é¢he tratada por calor -?

elevando la témperatﬁta‘hésta_922c durante. dos minutbg,

semlnacién artiflcial y se sumlnxstraron con &1 334 va- - .

‘hcas.- Todo el semen se utilizo el tercer dia después -

arbono se utillzé para suministrar a 192 vacas.= De =

"con exito, fué del 13,2% més. elevada utilizando el semen

; Smaoames - > -
V-

En otro ensayo de campo comparaiivo, se so=

A”iﬁluyente de aemen, que contenia hidratos de’carbono comoﬁf-’V'

),

”’ggde 246 vacas, utilizando solamente semen de dos diaa.--“_;‘5f

'er este grupo 202 vacas 6 sea el 82 1%, se fecundaron -5 ¥!;

fcon éxito.-' Se sum1n13tr6 a un - grupo de ensayo de 287 33;%

WY

 224 vacas 6 sea el 78%.- Otro grupo de ensayo de 99 YQﬁLJiQ
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-',el grupo de ensayo era 3 dias més antigﬁo que la edad

 ;max1ma normal del semen que se utzliza para insemina-“l

ER e
=N
de carbono en el quinto‘dié.- Se 1ecundaron con exlto
un total de ?9 vacas & sea el 79,7%. Aunque la prOpor '

cion de resultadoe negativos en el grupo de ensayo, fue'

vligeramente inferior, (a pesar de todo no 31gnificati--

Va estadlsticamente) que la del grupo de control, el se

men utilizado en 103 grupos de ensayo. fué 2 y 3 dias -

‘més antlgﬂo que el utmlxzado -en el grupo de control. y.

normalmente.Ase considera que es de una fertilidad tan

'baja, como para ser virtualmente inutil para la insemi-: .j5

 nac1on artificialo,ﬁ‘ ol -_” ~

- e - -n---------

- EJEMPLOQ__IV

Se hizo todavia otro- ensayo de campo, compa

w,rat1V6}4" Se separ6 una’ muestra de semen de toro,- =
,Uha'poncién se utilizo.como ‘control y se diluyé con un;&

’extendedot convenc1ona1, empleandolo para sumxnistrar a

1166 vacas,-,~ De,gstasé.}§9wfngron_fecundadas con éxi-
".‘to;por"un val&fﬂd;'39,5%'de reéulta&o# neg&fivdé.;°:Laf
~muestra de sémen de control se utllizé en el segundo =

diao- El resto del semen se diluyo como en- el. Ejemplo I;}’T“
"?coﬁ hidrato de carbono conteniendo lxquido.—' Este ma-‘ |
vtgq;gl;;e»alma;eﬁo Y. no se util;zo hasta el qulnto dza:::v

: 'igi_éfupq-aé,énsaio consisti6 en 275 vacas y, ‘de éstas,'

’232.6a5a3.6 éeé el 84 3%. ee fecundaron con- exito.—jj-_

’:fHasta aqui, aunque el grupo de ensayo tenia una propor
i‘clon algo inferior de resultados negativos (aunque no

“,;hsignificativos estadlsticamente) el sémen utillzado en " »*

e

','cion artificnal.- La proporcion de resultados negativos

R
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h

i
i

V‘zempleando semen de cinco dias de antlgﬁedad, sg ésperAf'

4que normalmente se aproxime a cero.

?*re-g-he;y-a-e-g--_!.'.

- f <l5v - "?" Se realiz6 otro ensayo de campo. empleando y
ﬁ . semen de 10 dias de antigﬂedad dlluido con el material L
del»Ejemplo I, y mantenido bajo refrigeracién hasta sq_
:ﬁ30¢- -Sefsuminis£r6 auun'grup§ de'ensayo,de zza;é;as.#

De estas, fueron impregnadas con éxito, un total de 15 7» .

10 - vacas S sea un 70%. :

'VE'JEMPLO: vI

T . oo EC . ---u----- - - -

-,”34L;; -;mj;:¢__" : ul En los ensayos de campo. ut;lizando solamen__f

. te sorbita como hidrato de carbono estabilizador, se’ ~—‘

*;f.f;;:{ lsgvm"preparé una soluc16n diluyente generalmente de ‘acuerdo_

fcon el Ejémplo I, con excepc16n de que. se sustituyeron
. las 0,5 partes de manita por sorbita, para:dar una’ con="
.centraci6n de sorbita total ‘de un 1%.- Se dilnyé semen .
de toro con esta solucion en una proporc16n do 1.75. -
“20  ’TEste semen’ extendido se. utilizo ‘en ei cuarto’ dia, para“
:suministrar a. 586 vacasgn' De, 6stas, 438 6 sea un. ?k 7%,,

wff_ a‘ LT fueron fecundadas con exlto en el primer suministro.'”*~?;"-’

”

E J E M P L 0 VII

-c---------—--—----

o 25 O . De manera semejante se evaluo en ensayos do

»

- - . “ 2

'ﬂqil”-f’: 'h?~',campo, 1a eficacla de la manita sola.-~ Se preparo una 80"

',i:f}{' : 5“’;1ug16n diluyente generalmente de acuerdo con el Ejemplo

s - . i

e I, con la: excepcién de que se sustituyeron 0.5 Partes -fﬁ; 

'fde D-glucita ’or D-manita.-f Se ut111z6 para suminzstrar

'ila 465 vacas. semen de toro de 4 dias de antzgﬁedad. di-b“
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r tas, un 72 4% fué fecundado con exito.iﬁ

; 1uido -a 1 75 con esta soluci6n.-. De éstas, fueron fe--T"‘
4';cundadas con é;lto enfel primer suminxstro 313 vacas 6‘;i:h 
Lﬁisea un 6?,3%.-‘ Bn un ensayo de campo simult&neo, se suﬁ

.iministraron 325 vacastcon e1 semen de toro en una soln~<~i:f'ﬁ

iﬂcién de diluyente conteniendo un 1% de manita.-_ De és-g  ;§?-

BIEMPL 0--'-1';3; |
'Los estudios. de hotilidad‘sd'ﬁéalizafbn sd%f

bre semen de otras especias animales.- Utillzando 1a -

\composicion del Ejemplo I como diluyente. se extendi6 - {;; 
el semen de cerdo, de carneros, de cabritos, de’ conejos,-; N
'de‘pqrros y dq gptos.a Envel caso del cerdo, se enconu-'
"t§6‘que e1 seﬁeﬁ”después de 14 dias de élmééenéﬁiento,‘-u
.ténia més del 50% de métilidad.él E1 sémeﬁ de las otras_
) especies present6 una motilidad del 50% dospués de un al

macenamiento como 31gues carnero, 20 dias°_cabr1to, 12 -f"';,

‘_-dias. coneJo, 6 diaso perro, 10 dias, y sato, 5 dlaa._:

EJEMPL 6‘ IX

- . Y v - o o

- Los estudios de motilidad se realizaron sobre

"semen de ‘toro, utilizando una diversidad de hidratos de

';carbono diferentes en una variedad de concentraciones.-,

Se utilizo como control. una soluci6n patron tamponada.J

 que oontenla 2,9% de citrato s6dico (2 900 mgo %).-, Sa

”,“diluyé el semen hasta una cOncentraclon de 20 millones

- de espermatozoides por cCon ‘Para variar 1aa concentra-
‘ciones de hzdrato de carbono, ‘se reduJo la cant;dad de
Hiﬁ‘tampén, a una cantidad correspondiente al hidrato de --{ﬁ.nf'

730 7

carbono anadido,'con el fin de mantenerwla presxon osmeﬁf“

e 17 -
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népf

3  se real1zaron con microscoplo para evaluar la motmlidad}

”’,rasmv. Estas se indican con dos asteriscos (

tica substancialmente uniforme.-f Esto. constituyé un exm'

perimento acelerado y la vida de 1a esperma fué conside;¢

rablemente acortada por la urgencia de los materiales -ij'””

nutritivos usualea de- la esperma.- Las observaciones -

Ce

de 1a esperma.-i Los resultados se resumen en la siguien

te tabla, on la’ cual se muestran las horas de m&s de un

5

50% de mot;lidad de la esperma. las horas de m&s de un }f@;i;'

25% de motilidad de 1a esperma y e1 total de horas de = L

v1da de la esperma.-' Las observaclones flnalxzaron des,f

gunas muestras exhibieron algo de motilidad y éstas se e

indlcan por. un asterisco ( *)- Otras muestras exhibie~“

.pués de 192‘horab;~j Al cabo de éste tiompo, todavia aliiﬂ»ff

ron una considerable motxlidad. al cabo de 1as 192 ho-4ff_;;¥~

.’)°'

.Material de - Horas por Horas por en~- Total de

ensayo . .. encima del cima del 25%  horas de
: 50% de wo- de motilidad vida
‘tilidad T e

,9% de sodio .3 ﬁwﬂj,. :‘ S .“  s ;\ S

Control de citrato'*;: uaowj*‘ -  -¢.30 f;" o lg56;ﬂ. g“lﬂ

Eritrita 200 mge% . 90 amh.c 18-

o .hﬂ 200 mg.% - 90 . .128 . .. 156

Tt s00 mge$ .96 0 132 168

w . 4oo mg.% - 72 . ..136 - 192
Sow 500 mge% T2 1k 192°
e so mgdt - 96 1kk . 192%°
Tow T 1000 mge¥% 96 0 1kk o 192%

D-l-arabita 100 mg% 64 - 88 bk

" : 200 mge% - - 68 Co ,,'”'102,‘ o 168
.7 300.mg.% 72 0. 20k 168




“‘Material de " - - Horas por. . Horas por en- Total de ho-.
emsayo. . " encima. del cima del-25% ras de vida
T e 50% de cmo= . de motilidad e T S
.Hvﬁtilldad ;Ajw,._

"~y2 9% de sodlo

‘a}fD"L"Ar“bita: 5°° m$~%‘?ﬁW88 , ;a”f;;iéfiffl
et "7_5‘01.‘“‘3'%-‘:“"1'_'-':-'3..8,2“?'-,: S -
.*”“_h;fildbo'ms.%,f;gpglj"i-.» “7110-

ﬂ{Control de citrato g;7ifjgo

."éﬁBAYAdbff ﬁ6;enéayadali]

' beAvabita 100 mg.%
Cm 200 mg.% . 06
T 00 w96
‘vL fhf3:;gﬁ40°?mg.%¥f””M
M 500 mgl% 9
M 750 mgaK
W 1000 mgk

f:énséyado .kﬁ6 ensayado;f:
'i'éngayidé?meQfensayadofl
Tiféﬁéa&éd&;ﬂfhéfqnqugdoﬁ;
_,ensayadoldﬁhdypnsayédq?;
ﬂlfensayado¢;{n6 eﬁga&gdéfiw
 59n§gyaqofﬁi@ouenséyédq":

C . U Ribita o l00.mg.% 56 o dez o am4
coo W o0 mg% 68 . 108 o168
. , R . €"‘.,1‘ 300 mg.% f.96"‘:.-"p_-(p§rdidg dgf@uggtra)g 2
‘ L ‘~‘1‘f7?”ﬁ, " "400‘mg.%“[»d96"‘ R 120 - f. 192
o v o ,"4; ‘ 50d”m$o% ;04.1“: ... 120 192,i ]
M 750 mg% . 10k 1k 102%¢
o n!}.. 1090 mg.%. "68'T¢ : , :,12°v"' 1;  _"168Vri'”
Ca0 e
» Xilita ~~ l100-mg.% 56 . 8& .- 329
. 200mg.% 68 . 102 - 168
" 300 mge% . 72 - 114 . 192
" 40O mg.% 84 o - 128 ) 192
Mmoo 500 mg.% . 96 . - 1k 192® S
"o 750 mg.% 96 abk T 192°®

e " accomsk 72T 140 o

e Mamita . © 100 mg.:% . 40 U 56 .. o ag o
  ;q v,it.:v 7 ,:x7;v " :”:v édd'ms'% - 64f;w¥wz‘f ‘;08 _”“,‘l' 192 -
S hoo mge% - 720 LoA%60 Tage
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'QMatéfial“de‘

- “ensay

-

R

[¢]

. 2;9ﬁ:§eTsodio o

.7 sorbita”
e :n_mjfwf

‘fu;lf'

T

. Duleita
SRR R

oo T

w

20

Ab.:Inoa

W

| Control de citrato

iata s oo gt
S S o

750 me%

Zﬁﬁﬁ'ﬁfovifldbd.m89%.?

' 75° mge%
" . 1000 mg.%

itol 100 mg.%

"

"o

n

= 200 ms«%.

300 mg.%
500 hg,%
. 750 mg.%
1000 mg.%

(100 mg.%. 56

200 mg.% -
300 mg.% -
”,gﬁdQ“mg;%fl;
500 mge% - 1
‘ ,Mi?SQcﬁso%'u‘
71000 mg %

100 mge%

o ¢200]mg.%4“
300 mg.%
" 400 mg.% "
'500.mg.%_

400 mg.%

'Horas por
encima: del -
50% de mo-

. tilidad .

T
72

50 °
521
64 -

9% .-
72
?sz,
68

70
84 -

- 84

96
72

20 oo

_;- 20;-"”,

Horas por en-.
cima del 25%
de motilidad

156
126

108
1f180:5'"
128
128

‘ 144*~';.

128

102

92

T106
120
L1112

132

120

' Totaludéfhoé"
‘ras de vida

56

v..v,

Coaeet
192
1920

Lok
'?:195.'5”;f

S
;’1921 P
192%7




EJ JEMPLO X

e o sy o > -~ .

Se realizaron posterlorea eatudios sobre .mo
Mtilldad, sobre Semen de aves de corral.-' Cuando se uti
fffliza semen de gallo sin diluir, como control, los asper

 matozoides fueron el 52% m&vilea despuéa de un dia de -

1}5_"ﬂ;almacenam1ento. yvningun espermatozoide viviS despu&s —fw
, jdel tercer ‘dafa’ de almacenamlentoo- "En contraste,rel --?~” ;??
':i mismo semen dlluxdo ‘con una soluc16n do aorbita ¥y manita.
A,:_ _'en concentraclon de 500 mg.%, mostr6 un 64% de- motilidad

3 ¢31 f1na1 de 1os 7 dias de almacenamiento ¥ un 25% de mo

‘ E J EMP L ov'- x1

Una tipica solucion base para 1a recogida dev}”.

N

ﬁxsangre, que incorpora los conservadores de hldratos de

’3;”carbono conservadores, se puede preparar como sigue:

'e prepara una solucién conteniendo 2 partes de citrato.L,fT’

uftris6dico y/o citrato tripotasico; 0 42 partes de cloru fﬂ;-&

L ro sodico; 5 partes de sorbita{ 5rpartes de manita y'--‘

*i;87 57 partes de agua destllada QSe puede 1nc1uir opﬁ;&:7

fitcionalmento una pequeﬂa cantida&; tal como O 01 parteq._ﬁA
fide un’ antibiotico ta1’ ‘como ol clorhldrato de tetraciclii
"]na (Acromicina).- Se anade sangre a esta solucién basqf
‘ien la proporci&n de aproxlmadamente un’ volumen de sangre

por 2 a 3 volﬁmenes de solucién conservadora anticoagu-ﬂ‘
,25:;5ﬁ1ante 51 la sangre ‘se Va a utilmzar para fines de ensa-Q “?
| y6 uyyen 1a proporciBn de-aproxinadamente un volumen'de
\soluc16n base, hasta aproximadamente 3 a 8 volﬁmenes de‘-;;;'~
"sangre, si la sangre 88 va a utilizar para fines de transv‘”
'fusi&n. |

.30 .
" - 21'-



B EJ. E M PLO XII

ws . . " el - - - - -

TR s T Se reallzo otre ensayo de campo en gran es~

w; JF' cala, utilizando semen bovino diluido a 1;100, en una =
S R soluci6n como se describe en el ejemplo I para observar'

L~5't el efecto comparativo de da antigﬁedad del semen sobre

1a fecundidad.- Se suminlstr6 a un prlmer grupo de 201

vacas, utillzando semen de dos dias de antigﬁedad.- DQ“

......

j\.' ) 7)/"jﬁ5“i éstas. quedaron preﬁadas un 82 8%.- Una segunda tanda_

'7:if: de 542 vacas, fué prenada utillzando semen de 3 dias de§ 7
"’;Oﬂ”f antigﬂedad.- De este grupo. quedaron fecundadas con - '
féxlto un 82,5% de Ias Vacas.-v El semen que ten;a 4 dias_

. ' R fk‘f,de antigﬁedad, se utiliz6 para suministrar a‘un tercer

.'ff.ffgf“.grupo de 240 vacas. de las cuales qued6 fertilizado con'w

’exita un 83,3%.-1

fUn cuarto grupo de. 496 vacaS, se Sumiﬂ;ﬁ

A:':Jpreﬁadas un- 83 9% de &stas vacas.v'

Las soluciones de hidratos de carbono de -nﬂ

f:acuerdo con la presente invencién, se pueden utilzzar--  ’1V

",ftamb1én en el cultivo de tejidos.-: Se utilizan para ~-];5

- to de’ brganismos viV1entes fuera del cuerpo. Para és-f

v-te"f1n las soluc;ones'se tamponan deseablemente y, preij;“

i:ﬁffer:blemente, contienen azﬁcar, tal como wlucosa o fruc}*r

Parece ser que pueden efectuarse muchas mo-_

‘dificaciones y variaciones de esta invanclon, como se ha
'gxndxcado anteriormente aqui, ain apartarse del espiritu?:ﬂf‘

‘y el objeto de la misma.-v Laa realizaczones espec1f1cas

;inistrﬁ con semen de 5 dias de antisﬂedad, y quedaron - fjrﬂl

f:proporclonar un medio nutricio para promover e1 cmeclmien o

“descritas se dan a titulo de’ ejamplo solamente. y 1a 1n aflﬁ

‘30 venc16n qpeda limitada solamente por loa términos de --}Q}i;




estos..

las reiv;ndzcaclones que siguen.
. 4 Las realizaciones de la invenci6n en. la cual

ae relvind1ca .una propledad 5. prlvilegio eaclusivo, se definen
como siguen. ? | | '

f,k  " Esta solicitud, “que. corresponde a la presenf_

tada en E.U A, el 31 de Mayo de 1960, bajo el ne 35020

y e1 20 de Marzo de 1961, nn 99007, se acoge a 1os bene
ficios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Pro--.4 o

piedad Industraal. L T "~'fﬂ_, 7&,;_“ o e

"

.:;ff Los puntos de invenci&n propia y nueva que'_'

He presentan para que ‘sean. objeto de ésta Patente de -imzv“;

; ealdo, de una solucion conten1endo una pequena canti-qfnl-

n + 2

en la cual ”n' es un numero entero entre 4 y 7, y ciclifj%ﬁ

toles que tienen 1a férmmla 06H6(0H)6, y derivados de -15‘




2em Un método de acuerdo con el punto 10,-

<caracterizado porque el compuesto estabillzador, se en-

cuentra presente en,una"concentracxén cbmprendida entre

w,?:;” jgf'ﬁ~aproximadamente, 0, 1% Y el limite isot6n1co de la mate-;l*#

5 ria animal.

3.7 Un método de acuerdo con el punto 29

caracterizado porque 1a solucion del compuesto estabili“

zador, contiene por lo menos, una . substancia tamp6n. se"

1eccionada entre el grupo consistente en citratos, fosfa

acetatos y carbonatos

Un método

- ' *77fuinwcaracterizado porque dicha

Un método

'“ : 5’-

éérécteriiédo porQne dicha

de metal alcalino.
de acuerdo con. el punto 30, -

materia anlmal .es- semen.

de acuerdo con el punto 4o,-

soluci6n de compuesto estabi

lizador contiene, aproxlmadamente, de 0 125% a. O 75% de?w

AN 74f',ﬁ7tf un azﬁcar, seleccionado entre el grupo consistente en -

glucosa y fructosa.;

L ’ o 6 -
A : "‘.. SIS |

RO caracterxzado porque dicha soluci6n del compuesto estabi

S

Un~ método de ~acuerdo con el punto 59,

1izador, contiene,‘ proximadamente, de O 1% a 1, O% de un

" coloide estabilizador."“‘: |

la C-Hj (OH)V; en la cual _n‘fes un nﬁmero entero entre




i

80

'centracion comprendida entre O, 125% y 0, ?5%, aprox1mada'

. mente, de un azucar seleccionado de entre el grupo con--

sistema reproductor, una composicién estable. constitui

:cion que contlene una pequena cantidad de, por lo menos{

e LR

do;lvadgs de éstos, una concentfacién comprendida entré T
O 025% y. 1.5%, aproximadamente, de, por 10 menos. un ~-'
témpon seleccionado de entre la clase consistente en ci’
tratos, foafatos,_acetatos. y carbonatos de metal alca-f}..-'
ltno, una concentracion comprendida entre 0 12% y 1 0%,1

aproximadamente, de un coloide estabiliZQdor, Yy una con

siatente en glucosa y fructosa, y el mantenlmiento de ‘-
la mezcla bajo refrlgeraclén.:,fl S ) 'J_
V ffﬂ:5 i 82.-: Un metodo de 1nseminaci6n artificial
do animales hembras, que comprendo la manipulac;Gn de -

dlchos animales, introduciendo en el interior del su. --;

da por semen de animal de la misma especie,'conteniendo

células espermat0201des vivas, mezcladas con una solu--:.

run compuesto estab1lizador anadido, soleccionado de en-

tre el grupo consistente en- hldratos de carbono, que tie

‘nen la formula C H (OH) n* on la cual N es un nﬁmero

bilizador anadido, en una concentracion.comprendlda entre,
aprox;madamente, O l% y el 1imite isoténico de las célu-

1as espermatozoides.

. 99.-f Uh metodo de acuerdo con el punto 39,-;b;f

£
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~res nntritivos y coloides estabilizadores,f’na“:mﬂ ’V“'

lO. Uh metodo de acuerdo

caracterlzado porque dlcho semen, se ha diluido con 10
“'a 200 partes de dlcha solucibn de compuesto estabiliza-“

~dor anadldo, por cada parte de ‘semen.

11.-' Uh metodo de acuerdo

con el punto 89

con el punto 8o,

caracterizado porque la presién osm6tica de la mezcla.~;”

" de semen. est5 comprendlda entre 200 Yy

.aproxzmadamente.

12.7 Un método de géuerdo

Cjcafacterizado'pbrque dichaJQOIucién de
{lizador anadido, contiene sorbita‘."

13.- Un metodo de acuerdq

'f;caracterizado porque dicha soluci6n d37

IV'flizador,'contiene manita.af-w"ﬁ

14 - Un método de acuerdd

'caractgrlzado porque dicha solucién de

350 milimoles -

con el puhtb 8}-,~

ﬁdﬁpuééto”estah&J'

con el punto 89

compuesto estabi

con el punto 8 -

compuesto estabi

 *11zador. contlene una mezcla de sorbita y manita.

R 15.- w METODO PARA PRESERVAR EL TDJIDO

.ANIMAL Y LAS CELULAS.

'con 105 flnes que se &an especificado._

Tal y como se ha descrito en la Memoria que‘

'antecede. representado en el dlbujo que se acompana y -{




LRk

s

ke

T 43

;

1

¢

v

“va




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



