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MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere a nuevos piensos que
contienen carctenocides y al procedimiento microbioldgico
para la produccidn de dichos carotenocides y aminosidina.
Mds particularmente, son objeto de este invento nuevos
piensos gque contienen el micelic portador de carfienoides

de un nuevo mutante de la reza Streptomyces chrestomyoeticus
llamado por nosotros Sireptomyces chrestomycetiocus var.



&)

5

10.

15.

25.

~ aurantioideus, as{ como el procedimiento microbioldgico

para preparar dichos carotenoides y aminosiding por medio
de la nueva raza, separacidn del micelio que contienen los
carotencides sparte del caldo de fermentacidn que contiens
aminosidina y aislamiento, de manera conocida, de los caro—
tenoides y l& aminosidina aparte del micelic y del caldo

de fermentacidn, respectivamente.

ILa aminosidina es un antibidtico comocido en la
literetura (Patente norteamericans K2 3,065.147). Los caro~
tencides, que comprenden cerotenos y xantdfilos, son compues
t08 conocidos que 9e caracterizan por gran poder de pigmen—
tacidn, por 1la propiedad de favorscer el ammento del peso
corpdreo y por una actividad semejante a la de la vitamina
ae '

Ie literatura (Patente norteamericana Ne¢ 2,974.044)
proporcionsa s0lo un procedimiento para producir carotenoi-
des (carotenocs y xantéfilos) mediante fermentacidn de un
hongo de la familia de las Dacrymycetaceae y bajo irradia~
¢idn luminosa.

Ahora ge ha descubierto que el nuevo microorganismo

Streptomyces chrestomyceticus var. aurantioideus produce,

no solo carotenoides, sino también aminosidina, segin

un procediniento que, en comparacidn con el comocido, pre-
genta la ventaja de dar meyores rendimientos sin exiglr
recursos especisales, tales como las radiaciones luminosas.
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El nuevo microorganismo Streptomyces chrestomyceti—

cus var. surentioideus ss obtiene por un tratamiento mutdge-

no de la raza conocida Streptomyces chrestomycsticus gsn‘e;g—
tomyces Erestomyceticus - Patente norteamericane N2 3,065047

- o8 gindnimo de Streptomyces chrestomyceticus - Canevazzl .

G. y colaboradorss, Giornale di Mierobiologia 7, 1959, pé~
ginas 242-250-).

Como agente mutdgeno se emplea una aolucidn; en
fosfato tampdn, de N-nitroso-N-metil-uretano, conocido en
1a literatura (Zetterberg G., Bxp» Cell. Res. 20, 1960, pé-
gina 659). Del micelio obtenido por dicho tratamiento; 8¢
aislan los microorganismos sobrevivientes en un terreno
apropiado, segin les técnices conocidas, y se seleccionan
las rezas capaces de producir carotenoides y aminosidina,

El Streptomyces chrestomyceticus var. aurentioideus

1lamada también raza 1131 de la coleccidn Pamitelia, pre

gents 1as siguientes caracteri{sticas morfoldgicae micros-

~ cdpicas, macroscdpicas y bioquimicass

Aspecto miorvecdpico.

En los medios de¢ culiivo ordinarios, el miocelio
vegetativo presenta hifas sutiles (0;5 a 1 miora de espesoyr)
nde o menos largas, ramificadas. Ias hifss son por 1o gene-
ral derschas, 2lgunas vetes incurvadas hasta formar ganchos.

Ios conidios son cili{ndricos u ovalados y de un tamefio de

“l
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0%3 a 0;4 micras por 0;6 2 0,8 mioras.

Aspecto macroscdpico.

En la tabla 1, se resefian las propiedades cultura~

les observadas en los terrencs indicados, haciendo crecer

‘el microorganismo a 28%¢ y realizando las observaciones

3, 8, 15, 21 y 3 dfas despuds de la siembra.

§r0piedades bicgquimicas.

Hidrolize la gelatina y asimiemo el almiddn. No
feduca los nitratog. No produce sulfuro de hidrdgsno. Produ=-
ce dcidog utilizando los siguientes carbohidratos: trehaiosa
d-levulosa, 4-sorbitol, d-mannoea, galactosa, 1actosa;
adonitol, d-mamnnitol, maliosa, glicerol, dextrosa, dextrina
y 2lmidén. Produccidn negativa de ramnbsa, l-arabinosa,
d-xilosa y sacarosa, Destruyé la tirosine. Peptoniza la
leche sin coagularla. Produce el cultivo, 1fquido aumergidb

aminosidina y carotenoides.



TABLA I.
TERREMOS  CRECIMIENTO {MICELIO MICELIO PIRENTOS
AEREQ VEGETATIVO
Agar-patatel pdtina su-~|escaso, blan amarillo
%hzco sado | til con co amarillen anaranja~
2) plieges to do
"Agar Ben- |pdtina grajausentes anaranja~
nett (1) nular oon de oscuro
: pliegues
en el fon-
do
Agar BEmer | pétina 1i-|ausentes amarillo
gon (1) guenoide anaranjedo;
abundente ogcure
Agar Cza—- |velo ausentes amerillo
pek (1)
Agar-aspa~ {pdtina 890230, ararillo
ragina (1) |abundante |blancusco aparanjedo
dgar—-gli~ | abundants, |e8c880, anaranjado
cerol-gli |con plie~ |blancusco pardo
oina (1) gues espe~
808,
Ag,ar-alm_i_ pdtina su~ escaso, anaranjado
don y sa= |til grenv-{blancusco intenso
les de lada.
Pridham (3)
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Agar-ave- pétina lise e30c890, Ianaranjado -
na (2) y opaca, granu-|blance : pPscuro

lada. amarillen

to

Agar-gli- pétina escaso, lanaranjado | -~
cerol-as- blanco intenso
?aragma amarillend
1) +0

(1) Preparado segin Wakeman "The Actinomycetes®, vol.II,
1961, pégines 328 - 333.

(2) Preparado segiin Baldacei y colaboradores, "Hournal
of Mycrobiology® ¢, 1961, dgina 39.

(3) Preparado segin Pridham y colaboradores, “Antibiotics
Annual s, 1956-1957, pégluas 947 - 953.

Identificacidn de la raza.

La raza 1131 difiere del §ireptomyces chrestomy=

geticus porque no reduce loe nitratos, peptoniza la leche,
tiene wn micelio aéreo mucho mds escaso, tisne un micelio
vegetativo intensamente pigmentado de amarillo anaranjado
¥ produce carotenoides.’

Tanto por su origen como por sus caracteristicas,
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no muy diferentes de las del Streptomyces chrestomyceticus,

concluimos gue el mieyoorganiamo en examen debe considerarse

una variedad del S. chrestomyceticus y por consiguiente

lo desighamos como S. chrestomyceticus var. aurantioideus,

A base de cuanto se conoce en la literatura, cabe

coﬁcluir que el S. chrestomyceticus var, auranticideus di-

fiere de los otros microorganismo conocidos, ¥ sn parti-
cular de los siguientes, que presentan algunas caracter{s~

ticas conmunes. La raze 1131 difiere del Stireptomyces rimo-

sus: forme paromomycinus (patente Belga 547.976) por no
formar espirales y por el color del micelio vegetativo, qué
es anaranjado intenso en el primero y de incoloro & amarillo
claro en el segundo.

 pifiere del Streptomyces catenulae (Patente Norte—

americana 2.895.876) en que este Wltimo presenta un micelio
vegetativo de color pardo mds o menos intenso, con contor—
nos verdosos, un micelio e#reo gris y un pigmento soluble
en el subsirato,

Por otra parte, la raza 1131 difiere del Strepto-
myces pulveraceus (patente Francesa 1.294.J21) en que este

dltimo forme espirales y presenta esporas mayores y micelio
adreo gris.

El procedimiento de este invenio .consiste en hacer
desarrolar el Stroptomyces chrestomyceticus en un medio

lfquido, previamente esterilizado, y en cultivo sumergido,
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e temperatura de 2¢° ¢ a 32° C, y de preferencia 8 28° ¢,
por 1 & 8 dfas, de preferencia por 6 dfas, y apHds 5 a
8 ¥ en separar el caldo de fermentacidn, que contiene ami-
nogidina, del uicelio, que contiene los carctemoides.

El medio de cultivo consiste en una fuenté de
carbono, de nitrdgenoc, y de sales minerales, la fuente de
parhono pusde estar constituida por almiddn, dextrina, gluco
s8, lactosa, sorbitol, solubles de los destiladores, maltosa
mannitol, glicerina; corn steep, liquor, aceite de semillas
de 80ja y acelte do semillas de algoddn.

Ia fuente de‘nitrdgeno, adends de las substan—
cias complejas que contienen nitrdgenc gue se han citado
antes, puede estar constituida por levadura seca, pepiona
de carme, casqiné, hidrolizedos de ceseina, harinas de sojs,
malta, lisina, leucina, triptdfano, asparagina, alanina y
dcido glutdmico.

Tambidn pueden obtenerse buenos resultados utili-
zando sales amdnicas, como el nitrato, el sulfato o el fos-
fato de amonio.

1a8s sales minerales empleadas en el procedimiento
de este invento pueden ser fosfatos de sodio o potasio, sul-
fatos de hierro, cinc, magnesio o cobre, carbonato de caloiq
y otras sales que se emplean de ordinsrio pS¥e estos
fines.

18 fermentacidn puede llevarse & cabo en matraces
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de laboratorio o en fermentadores de laboratorio, o tembién
en fermentadores industrisles de diversa capacidad.

Durante la fermentacidn y al final de élla, la aming
gidina permanece en el caldo de fermentacidn, mientras que
los carotenoides se hallan en el micelio. Variando apropiada
mentes l& composicidn del terreno, pueden inclin se los ren~
dimientcs en favor de la aminosidina o de los carotendides.
En partibular, se ha comprobando que la produccidn de caro-
tonoides se estimuls empleando glucosa, dextrina, lactosa o
mannitol como fuente de carbono, mientras que la presencis .
de 2lmidén estimule la produccidn de aminosidina. Pueden lo-
grarse buenos rendimientos tanto de aminosidina como de ca-
rotenof{des usando aceite de semillas de so0ja 0 aceite de se-
milles 3o algﬁddn como fuenté de carbono. Por lo genersl, la
ventilacidn intensa favorece la produceidn de carotenoides
y restringe la produccién de aminosidina, mientrass que
una ventilacidn relativamente menos intemsa favorece l1a
produccidn de aminosidina y restringe 1a produccidn de
caroteno{des.

Ie mayor produccidn de aminosidina o de carotenoi-
des o 108 buenos rendimientos de ambos se debe por consi-
guiente a2 la eleccidn de un terreno y unas condiciones apro-
piados. Bl ®ltimo caec, o Sea gran produccidn tanto de aming
sidina como de carotenoides, adends de deberse al empleo de

ﬁn terreno apropiado, que ¢ontenga aceite de semilla de 80j&
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o de semilla Qe algoddn, se logra también desamllando 1ls
produccidén de lag dos substancias en tiempos diferentes y,
mds precisamente como sigue.

En una primera operacidn, femmentativa, se cultiva
1a raza 1131 en un terreno de almiddn, en condiciones favo-
rables a laproduccidn de aminogidine; despuds de un merdo-
do de 4 a 6 dfas de fermentacidn, el micelio es seyT¥Ado de
la fage liguida que contienen 1a aminosidina.

Iuego se suspende el micelio en une solucidn que
contiene glucosa o una de lag otras substancias que favore-
con 1a formacidn de cerotenoides y se hace desarrcllar la
fermentacidn ‘en condiciones de ventilacidn intensa, para ob~
tener gran produccidén de carotenoides.

la extraccidn de la adminosiding. del caldo de fermen
tacidn, previe separacidn del micelio, se efectda tal como
estd deserito en la literatura ("patente norteamericana -
3.065.147), mediante absorcidn sobre resinas de cambio idni-
coy aucesi{ra elucidn optativa con disolventes o con deidos,
si sedesean obtener las sales correspondientes.

Ios carotencides contenidos en el micelio pueden

"aiglarge por extraccidn con un digolvente orgdnico apropiado

de preferencia, cloroformo, acetona o cloruro de metileno,
Ia separacidn de los carotenos aparte de los xantd-
filos puede efectuarse por cromatografia, de menera conocida,

sobre substancias absorbentes, como el dxido de magnesio,
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tierra silicea, alumina y andlogos.
Se ha comprobedo que los piensos preparados segin -
sste invento, que contienen el micelio del Stirsptomyces -

chrestomyceticus, var. aurantioideus, favorecen notable~

mente ol crecimisnto de lo® animales tratados y ademds,
cuando se aduministran a las aves de corral, han demostra-
do poseer notable pouer pigmentativo. Se han logrado par-
ticulariente buenos resultados con los pellos, los pavos,
los dnades, 103 cerdos ﬁrlas vacas.

Para la preparacidn de 1os piensos segin este in-
vento se prefiere usar directamerte el micelio gque contie
ne los carotenoides. Con tal fin, se separa del caldo de
cultivo, mediante técnicas conocidas, de preferencia por
filtracidn o centrifugacidn, el micelio formado durante
le fermentacidn y seguidamente se les seca con aire ca~
lisente y on vecio segidn técnicas conocidas.

Se obtienen por temmino medio de 20 a 60 g de re-
siduc seco por litro de caldo de cultivo. E1 resfduo seco
contiene de 0,2%& 0,1% de carotenoides, de los cusles 10%
8 60% estdn .constitufdos por cerotenos vy 40% a 90% por
xanidfilos.

Fl1 micelio secc se muele luegd en molinos corrien-
tes u otros medios aptos pera estos fines y el polvo obte-
nido se mezcla perfectamente con les composiciones emple~

adas de ordinario para la alimentacidn de los animales.
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Estas composiciones comprenden normalmente carbo-
hidratos, protelnas, vitaminas ¥ sales minerales,

Ejemplos de dichas-aubstancias son el trige y otros
cereales; los resfduos de carne y de pescado, como fuente de
protéinas animales; las semillas de soja, como fuente de pro-
teinas vegetales; los complejos vitaminicos que contienen
principalimente vitamina D, vitamina PP y vitamina Byoi ¥ el
carbonato edlcico, los fosfatos y 1la harina de huesos como
seles mineraleg.

Para obtener una dispersidn unirforme del micelic en
el pienso, de preferencia el micelio pulverizado se mezcla in-
timoamente con un ingrediente de la alimentacidn, de pfeiereﬂ-
cia uno de los ingredientes de alimentacidn empleados corrien-
temente, como el carbonato cdlcico y la harina de huesos. Para
tal fin puede emplearse un mezclador cualquiera.

A 1a mezcla obtenida.ae afiaden luego los otros igre—
dientes de alimentacidn.

Si so deses afiadir &l pienso un producto que contenge
nayor cantidad de carotenoldes, se puede extraex ei micelio
para disolventes orgdnicos y utilizarse el producto oleoso gue
8e obtiene, previa evaporacidn del disolvente, como aditivo,

para los piensos.
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EJEMPLO 1.

Segin este invento el Strptomyces chrestomyceticus

ver., aurantioideus se ha obtenido del modo signiente:

Se ha centrifugado unma suspensidn de micelio de

Streptomyces chrestomyceticus con glto grado de fragmentacidn

y el micelio asf obtenido se he afiadido una solucidn del
agente mutégané, preparada disolviendo 13 mg de N-nitroso«Ne
~netil=uretano en 100 cc de tampdén fosfato M/15, ajustado & pH
7,20 |

1a mezcla resultante se ha mantenido & 24°C durente
30 minutos y luego se he seperado el micelio de 18 aolucidn;
por centrifugacidn. Ios mioroorganismos sobrevivientes se han

aislado sobre placas de terreno de la composieidn siguiente:

Hidroligzado engimdtico de caseina 10 g

Glucosa ' 10 g
Extracto cédrnico ' 3g
‘Cloruro sddico 5g
Agar 0 g
Agua del grifo 1000 g

PH no corregido.

Se han examinado las coloniaa sohrevivientes res-
Pecto & su capacidad para producir aminosidina y carotenoi-
des. Entre &llas se ha seleccionsdo una colonia carace

terizeda por la capacidad Ge producir gran cantidad de

3
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¢arotenoides y aminosidina, y se 12 ha designado con el
niimero 1131,
Se amplea un cultivo de 8 dIias de la raza 1131

pare inocular un matrez de Erlemmeyer de X0 cc, que contie~

ne 60 cc del medio vegetativo siguiente:

Dextrina g

Caseina . 5¢g

a

¢ 003 . 4 g
Corn steep liguo 38
K2HP04 ’ 0,1 g
Agva del grifo 1000 cc

Esterilizacidn: a 120°C durente 20 minutos.

Sigue inocubacidn & 28%¢ aurente 48 horas en

‘un agitador giratoric & 220 r.p.m., con excentriocidad

de 6 om, y luego se emplea 1 cc del caldo de oultivo
as{ obtenido para inocular matraces de 300 cc que contienen

70 cc del medio productivo signiente:

Almiddn 40 g
Caseina 15 g
M8S0,+7 HyO ‘ 0,5 &
K2HPO4- P,2 g
FeSO4.7 H20 0,010 g
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Zn30 <7 H P 0;010 g
CuSO4.5 HO - 0,001 g
Agua del . grifo 1000 cc

Esterilizacidn:. a 120°C durante 20 minutos.

Al cabo de 6 dfas de incubacidn a 28°C en un
agitador giratorio semejante al que se ha descrito antes
los caldos de ocultivo contienen uwna cantidad de aminosidi-
na correspondiente a 1200 gemmas/cc y una cantidad de
carotenoides correspondiente a 60 gammas/cc.

Del caldo de cultivo obtenido después de apartar
el micelio mediante filiracidn, se separa la aminosidina
por absorcidn sobre resinas de cambio idnico y sucesiva
elucidn con écido mineral, Los carotenvides se aislan
del micelio que los contiene extrayendo primsramente el
micelio con scetona, molturdndolo luegs en un molino de
bolas con polvo Ge vidrio y smlfato sddico y efectunando
por W1timo repetidas extracciones con cloroformo. Los
extractos reunidos, que contienen los carotenoides, se
evaporan en vacio y lusgo se saponifican con 12% de
hidrdxido potdeico alcohdlico, a temperatura ambiente,
durante 20 minutos y bajo atmésfera de nitrdgeno. Despusds
de diluir con agua, se vuelven a extraer los carotenpides
con clorofomo. Se lava con el agua el extracto cloro-
férmico, me le seca sobre sulfato asddico y se le evapora

en vacio.
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El resf{due obtenido me recoge con cloroformo,
¥ 5 cc de 1la solucidn cloroférmica que contiene 274
gammas/cc de carotenoides (considerando E%ﬁm 8 460 mili~
micras = 1.900), se colocan en una columna de dxido de
magnesio - Celice (Marca comercial registrada) - en la
proporeidn de 1 ¢ 1 y luego se eluyen varias veces
con cloroformo que contiene de 1 a 10% de etanol. Las
bandas de absorcidn obtenidas corrsesponden & un 10% a 60%
de carotenos y a un 404 a 90% de xantéfilos.

Se obtienen los mismos resultados efectuando
la separacidn de los carotenos y los xantdfilos con el
método descrito por Hope y colaboradores, “Handbuch
Physiol. Pathol. Chem. Analyse® (1$55), III/2, pdgina
1054.

EJEMPTIO 2e

Un ocultivo vegetativo obtenido tal como se ha
deserito en ol Bjeuplo 1, se emplea para inocular matraces

de 300 cc que contienen X cc del aiguiente medio de

cultivos

Glucoss , 8 g
Levadura saeca Y &
MgSO4 075 g
KEI-IPO4 0,2 g
FeS0,+7 H,P 0,010 g
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ZnSO4.7 ng - 0,010 g
Cuso 4&-‘5 HLO . 0,001 g
PH no correzido :

Esterilizacidn: a 12000, durante 20 minutos.

Al cabo de 5 dfas de incubacidn en las condicio-
nes que Se han descrito en el Ejemplo 1, se obtiene una
producciin correspondiente 2 una cantidad superior 2
500 gemmas/cc para los carotenoides y a 120 gemmas/co

para la aminosidina.

EJEMPLO 3.

Se efectua la fermentacidn como en el Ejemplo 2,
con la diferencia de que en el medio productivo se substi-
tuye la gliicosa por la dextrina.

Al cabo de 144 horas de fermentacidn se obtienen
240 gemmas/cc de carotenoides.y 250 gammas/cc de aminogi-
dina,.

EJEMPLO 4.

-

.

) Ia fermentacidn es efectuada como en el Ejem=
plo 2, con la diferencia de que en el medio productivo se
substituye la glucosa por 2% de una mezcla 1:1 de aceite
de semilla de algoddn y de semilla de soja. Al cabo de '
6 dfas de fermentacidn, .;ae obtienen 200 gammas/cc de

carotenoides y 950 gammas/cc de aminosidina.
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EJEMPIO_ 5.

Se efectua la fermentacidn como en el Ejemplo 2,
con la diferencia de gue el medio productivo tiene la com-

posicidn siguiente:

Solubles ds los destiladores 50 g

,Almiddn 10 g
Glucosa , 0 g
Bxtracto de levadura 1 g
Agua del grifb 1000 g
pH 6,2 = 6,5

Al c2bo de 6 dfas de fermentacidn, se obtienen
280 gammas/cc de carotenoides y 400 gamas/cc de aminosi-

dina.

EJEMBLO 6.

Se centrifugen a 5000 vueltas durante 40 minu~-

"t0s los caldos de cultivo obtenidos efectuando la fermen-

tacidn tal como se ha descrito en el Ejemplo 1. E1 1fquido
sobrenadante, que contiene casi tcda la aminosidina produ~
cida, se usa para la extraccidn de esta, y el nicelio se
suspende en una cantidad correspondiente al volumen ori-

ginnlde una solucién asl compuesta:
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‘Glucoss

Levadura seca
X ZHPO
MeSo 4

4

‘Fe30, +7 HP

4
ZnSO4‘ o7 H20

CuSO4 o5 H20

-19 -

60 g

10 g

0?2 e
0,5 &
0,010 g
0,010 g
0,00.1 g»

Esta susgpensidn se distribuye & razdn de 3 cc

por matraz de 300 c¢¢ y se incuba en las condiciones gque se

han descrito antes. Al cabo de 4 dfas, se obitiene una

cantidad de carotenoides correspondiente a 200 gammas/cc.

EJEMPLO

En un fermentador de 10 litros, se esterilizan,

mediante calentamiento a 120°c durante 40 minuntos, 6 litros

del siguiente medio de cultivo.

Solubles de los destiladores 50,6 &

Levadura seca
Dextrina

MgS0 4

KQHPO P
FeS0O 4" 7 H20
ZnS0 4" 780
Cus0 4" 5 H20
Agua del grifo

> &
8 g
0,5 g
0,2 g8
10 mg
10 mg
1l mg
1000 cc
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pH 6,5.

Para inocular este medio, se usan 600 cc de un
cultivo vegetativo preparado tal como se ha desorito en el
Ejemplo 1.

Se incuba el cultivo a 2800 con una corriente de
aire de 5 litros por minutos y con agitacidn &8 350 r.p.m.

4l cabo de 6 dfas se obltiens una producci&n de
280 gammas/cc de carotenoides y 100 gammas/cc de amino-

sidina.

EJEXPTLO 8.

Sa hapreparado un pieneo pare polluslos de la

compoaicidn éiguiente (las cifres significan porcentajes en

peso )

Harina de pescado 6,00

Extraceidn de soja 25,75

ILevadura de cervesza 1,00

Alfalfa deshidratada ' 1,00

Meiz 60,20

Fosfato tricdleico 1;40

Carbonsto cdlcico 0,8

Cloruro sddico 0,3 .
Grasa egtabilizada - 1,55

Mezcla de vitaminas y oligoelementos 2,00,
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La mezcla de vitaminas y oligoelementos tiene 1a

compogicidn siguiente (los pesos se refiersn a 2 kg de

megzela)s

Vitamina D3

Vitamina PP

Vitamine 312
Riboflavina
Pantotenato cdlcico
Cloruro de colina

I - metionina
Clorotetraciclina
Penicilina G-proceina
Cobalto |
Hierro

Yodo

Manganeso

Zince

Cobre

Vehiculo

A 100 kg de pienso de la composicidn anteriow,
se afiadieron 150 g de micelio Beco en polvoe.

Administrado & los polluelos, el pienso anterior,

avmento de peso igual al obtenido con un plénso de la com=

100.000 U.I.

-1 =

1,5 g

1 mg
00 mg
1,5 g

75

20
1
5

g

g
g
g

25 mg
1,5 &

5% ng

7,

5 &

4, g

125 mg

c.8. (para completar).

‘que contiene cerotencides, suscita al cabo de 60 dias un

S e A f“gg
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posicidn anterior que contenga 1,000.000 U.L de vitamina 4
en lugar del micelio,

Se ha comprobado adends que los polluelos alimen~
tados con pienso de la composicidn anterior_presentan una
pignentacidn cutdnea y de los huevos notablemente superior

a 1a obtenida con el pienso normal que contiene vitamina A.

EJENPLO 9.

Se ha preparado pienso para cerdos de la composi-

¢idn siguientes

Harina de pescado ' 4,0
Soja de extraccidn 16,0
Meiz . 61,3
Salvado de trigo 12,0
Harina de alfalfa 3;0
Fosfato tricdleico 1,5
Carbonato cdleico 0,7
Cloruro sddico 0,5

‘Megela de vitaminas y oligoelementos 1,0,

Ia mezcle de vitaminas y oligoelementos tiene la

vomposicidn siguiente (los pesos se refieren a 1 kg de

1a mezcla)s

Vitemina .D3 200.000 U.J.
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Vitemina PP 2 g

Riboflavine 00 mg
Pantoténato cdleico lg
Cloruro de colina 50 g
DL - metionina 25 g
Clorotetraciclina 1,5 ¢
Penicilina G~procaina 500 mg
Zine _ 2;5 &g
Hierro : 2,8 g
Cobre 500 mg
Cobalto s 25 mg
Yodo 50 mg
Manganeso | 2 g
Vehfculo c.8. (para completar).

A 100 kg de pienso de la composicidnénterior,
se afiadieron 250 g de micelio seco de Streptomyces chresio-

myceticus var. aurantioideus.

Administrado a cerdos de 20 kg de peso, el
pisnso anterior, que contiene carotenoidesa, suacita al
cabo de 60 dimas un aumento de peso correspondiente 81 que
se obtiens administrando un pienso de 1i romposicién snte-
rior, pero que contenga 1,000.000 de U.I. de vitamina &

en lugar del micelio.
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15.

NOTA

Descrito el objeto de la invencidn, se declaran
nuavas y de propia invencidn, las siguientes reivindica=-
ciones, con prioridad de la demands 1tali§na ném. 4965/63
del 11 de Marzo de 1.963.

1.  Un procedimiento para la preparacién de carote-
noides y aminosidina, caracterizado por cultivarse el

microorgenismo Streptomyces chrestomyceticus var, aurantioi-

deus en cultivo sumergido y en condiciones serdbias, en un
medio nuiritivo acuoso que contenga uné fuente de carbono,

de nitrdgeno, y de sales mineralss y por seperarse el micelio,
que contiene carotenoides, del caldo de fermentacidn, que
contiene aminosidina, por filtracidn y centrifugecidn de

manera 0onocida,

2., Un procedimiento segin la reivindicacidén 1, carag
terizado por efectuarse la fermentacidn & temperatura de

24P a 320C, por 1 a 8 dfas y con pH de 5 a 8.

3. Un procedimiento segtin las reivindicaciones 1 y 2

caracterizado por efectuarse la fermentacidn en presencia
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de glucosa, dextrine, lactosa o mannitol, como fuente de
carbono, y/0 en condiciones de ventilacidn intensa, pare
obtensr grandes rendimientos de carotenoides y bajos ren-

dimientos de eminosidins.

4, Un procedimiento segfn las reivindicaciones 1 y 2
caracterizado por efectuarse la fermentacidén en presencia
de almiddn, como fuente de carbono, y /o en condiciones de
ventilacidn escasa, para obtener grandes rendimientos de

eminosidine y bajos rendimientos de carotenoides.

5. ' Un procedimiento segin las reivindicacionszs 1 y?

caracterizado por efsctuarse la fermentacidén en presencia

de aceite de semilla de soja o aceite de gemilla de algoddn,
como fuente de carbono, para obtener buenos rendimientos

tanto de carotencides como de aminosidina.

6. Un procedimiento segin las reivindicaciones 1 y
2; caracterizado por efectuarse la fermentaéidn en las condi-
ciones do la reivindicacidn 4, para obtener grandes rendi-
mientos de apinosidina,»y por fermentarse luego en laa
condiciones de 12 reivindicacidn 3 el micelio obtenido,
para obtener grandes rerdimjenios de carotenoides, con 1o
que e obtiene al final gran contenido de carotenoides en
el micelio y gren contenido de aminosidine en el caldo de

formentacidne.
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Te Un procedimiento segdin las reivindicaciones 1 a
6, caracterizado por separarse del micelio del microorganismo

Streptomyces chrestomyceticus var. aurantioideus carotenos

y xantéfilos, de manera conbcida, por extraccidn con un
disolvente orgdnico, de preferencia acetona, cloroformo,
metanol o cloruro de metileno, Seguida por separacidn

cronatogrdfica sobre substancias adsorbentes, tales ocomo

" 6xido de magnesio, compuestos silfeceos o al¥mina,

8. Un procedimiento seg¥n las reivindicaciones 1 8
6, caracterizado por secarse y molerse gegin las técnicas

conocidas el micelio del microorganismo Streptomyces .

chregtomyvesticue var, aurantioideus, para afiadirio al

pienso pare los animales,

Se¢ Un procedimiento para 12 preparacidn de carote—
noides y aminpsidina.

Segin se describe y reivindica en le presente meﬁo-
ria descriptiva que consta de veintiseis pédginas, foliades
¥ escritag 2 mdquina por una sola de sus caras,

Madrid, 840 MAR 962

SOCIETA FPARMACEUTICI ITALIA,

Pe8. JAIME ISERN

@K
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