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MEMORIA DESCRIPTIVA de Patente de Inven-
cibn que, por veinte afios en Espafia y posesiones, solicita
la firma ANKERFARM, S.p.A., establecida en Cinisello Bllsamo

(Milln), Viale Lombardia, 5, por: "PROCEDIMIENTO PARA LA PRO-

DUCCION DE SUPLEMENTQS ESPECIALES PARA ALIMENTOS ANIMALES

POR FERMENTACION",

Inventores: Dr. Enzo Zannini - Via Washington, 72 -~ Milén
D. Caputo Ezio -~ Via P, PFinzi, 15 - Milén
D, Fabbri Giuseppe ~ Via L. Manara, 18 - Binas-

co (Mildn).

==00000==

La ciencia de la alimentacibn animal ha sido dirigida ha-
cia el estudio de substancias especiales que son capaces de
equilibrar 'y enriquecer las dietas usadas en la alimentacibn

animal, Entre &stas substancias las mls interesantes por los
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buenos resultados dados son algunos derivados de la fermenta-
¢idn de ciertos microorganismos, substancias que son ricas en
factores de crecimiento, factores vitaminicos, elementos mine
rales, substancias antibidticas. Tales microorganismos son
cultivados en medios nutritiveos adecuados en condiciones par=-
ticulares de esterilidad, aeracidn y termoregulacidn. Asi se
obtienen masas microbiales puras que contienen proteinas, ami
nolcidos, grasas, hidratos de carbono, sales minerales, subs=-
tancias antibibticas y los "factores desconocidos de crecimien
to" (F.D.C.), bien conocidos.

Es bien conocida la accibn estimulante y promotora del cre
cimiento de los antibibticos a causa de su actividad antibac-
teriana sobre la microflora del tracto digestivo. También es
bien conocida la importancia de ciertas substancias, todavia
no definidas quimicamente que han sido denominadas "factores
desconocidos de crecimiento¥. DEntre ellas se pueden mencionar
un "factor de fermentacibén"., Hemos descubierto recientemente
nuevos microorganismos capaces de producir antibidticos de te
traciclina., Estos microorganismos han sido seleccionados ¥y
estudiados a fin de evidenciar su aptitud para producir anti-
bibdticos y para crecer en medios nutritivos especiales. Tales
medios nutritivos pueden estimular la produccidn de factores
de crecimiento y el metabolismo del organismo para producir
protein&s, teniendo un contenido de aminolcidos ya bien equi-
librado para la alimentacidn animal. Nuestros microorganismos
producen antibidticos de tetraciclina, que entre otros suple=~
mentos que contienen antibibdticos poseen la accibn mds venta-
josa y constante con respecto al estadd sanitario de los ani-

males, .
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Tales antibibticos son adecuados como medicamentos si se
usan en dosis elevada y como estimuladores del crecimiento si
se usan en dosis baja.

" Asi pues hemos ensayado el obtener un suplemento que con-
tiene un elevado porcentaje de antibidticos y uno que contiene
un bajo porcentaje.

Las caracteristicas bioquimicas, morfoldgicas y fisiold-
gicas de los organismos usados

Estreptomices T457 mutacibn del Estreptomices sp,1616 ,

productor de tetraciclina.

Estreptomices Cl842 productor de clorotetraciclina y Es-

treptomices 02824 productor de oxitetraciclina, se explican
mis abajo

TABLA 1

‘1.6 Peptonao..-.......lo g
GlUucOSAeesosseeceees0 g
ClL Nassesasoncoses Sg

Agar..............l8 g

Agua para 1000 ml
Cepa Creci~ Micelio vegetativo Micelio Esporas
miento Aéreo
Estr. Escaso Marron claro - -
T4h57
Estr. " Colonias Rojas - -
C1l842 aisladas
Estr. Moderado Marron claro blanco blanco
02824 lechoso

TABLA 2

Gelatina~ DIFCO
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Estr. T457 : Fluidificacidén eséasa; pigmento Marrdén claro.

Estr. 0282Lk : Fluidificacibn completa.

TABLA 3

Glucosa =esparragina

Glucosa.......o......lOg

Esparragina...-...... 0,5 &
K.z}IPOqocovoovonO‘.o". O,5g
Extracto de carneessese. 2 g
Agar-......-.........la g

HZO destilada para 1000 ml

- Estr. C1842 : Fluidificacibn completa; pigmento rojo-marrén

PH had 6.8
Cepa Creci~ Micelio vegetativo Micelio Esporas
miento aéreo
Estr. Escaso Marrdn claro - -
T457 '
Estr. Escaso Rojo~naranja Rosa-gris Gris-rosa
c1842
Estre. Moderado Marrdn claro Rosa-gris Rosa-gris
02823

TABLA &

Agar nutritivo

Pepton@eessssosesssnse 5 g
Extracto de carne.seses 5 g
NaCleeceaooseossssnsose 5 g
Agar.viisvesonssseoeneeesd0 g
Agua destilada para 1000 ml

pH - 702 ""7.4
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Cepa Creci=- Micelio vegetativo Micelio Esporas
miento aéreo
Estr, Escaso marrdn - -
Th57
Estr. Escaso Colonias rojas - ‘ -
Ccl842
Estr. Bueno marrdn claro blanco blanco
02823 lechoso
TABLA 5
Czpek-Dox=-agar
Sacarosao-0.0.00000-.0130 g
NNO L I I B R BN B RN BN Y RN N B N ] 2
a 3 g
KZHPOliaaonooo.o-ooooooo 1 g
I’ISSOQ.?Hzoo.ooooo.oootn 0,5 g
K€lesesssonocosnssnonnsees 0,5 g
FeSOl&.................. O’ol g
Agar........l.l’.......zo g
Agua destilada para 1000 ml
PH = 7.0~ 7.3
Cepa Creci~ Micelio vegetativo Micelio Esporas
miento aéreo
Estre. Muy escaso~Incoloro - -
T457
Estr.
CL842 N O HAY CRECIMIENTO
Estr. Muy esca  Incoloro ' ' - -
02823 S0

TABLA 6

Saboraud: (Glucosa-peptona-agar)

Glucosa.-oooooaao-oooon130 g
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Peptona....--.....o.....lO g
Agar..........a.........ZO g

Agua destilada para 1000 ml

pH - 5.9

Cepa Creci~ Micelio vegetativo Micelio Esporas

miento , aéreo
Estr. Moderado Caramelo a verde - -
457 marrdn
Estr. Escaso Colonias rojo naran - -
C1842 ja aisladas
Estr. Moderado Marrbén claxro blanco blanco
028253 lechoso

TABLA 7

Almiddn agar

Almidan Ss0lubleceecccessrees 10 g
NaNO,.....e................. 1 g
2

I{ZHPO&I.0....0..0...".'00.' 0’3

@«

Nacloooooonoo;coo.ooe-‘ooooa 0,5 g
MgCOS....oa..o.............. 1,0 g

Agar........................ 15

@«

Agua para ' 1000 ml
Cepa Creci=- Micelio vegetativo Micelio Esporas
miento aéreo
Estr. Muy esca- Incoloro - -
Th57 S0
Estr. Muy esca~ Incoloro - -
21842 so_
Estr. Bueno Verde amarillo a blanco lecho blanco
02823

marrdn claro so difuso difuso



T ABLA 8

Patata agar
130 PatatasSeeccossccsesseeee200 g

GlUucCOSAeseseevessossses 20 g

Agar......-........o-.. 20 g

Cepa Creci- Micelido vegetativo Micelio Esporas
miento atreo

Estr, Escaso Colonias aisladas - -
T457

135 Estr, Escaso Incoloro a marrdn - -
c1842
Estr. Bueno Marrén claro gris rosado blanco
02823 ’ claro

TABLA 9

Patatas
Cepa Creci~ Micelio vegetativo Micelio> Esporas
miento ‘ aéreo

140 Estr., Bueno Marrbén claro Blanco a Gris
T457 gris
Estr. Moderado Colonias aisladas Gris blanco =
£1.842 color negro
Estr, Moderado Castaio Gris ceniza -
02823

El complejo medio nut¥itivo usado para cultivar los orgawe
nismos anteriormente mencionados contiene hidratos de carbono,
145 proteinas, sales minerales, vitaminas, grasas y factores de ere
cimiento. Los hidratos de carbono son suministrados en forma
de almidbén , harina de maiz, glucosa; las proteinas son sumi-
nistradas en forma de harina de cebada, harina de soja, harina

de pescado, harina de cacahuete, harina de semillas de algodbn.
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Las sales minerales son afiadidas de acuerdo con la relacibn £i
siolégica en forma de calcio, magnesio, cinec, hierro, cobre,
manganeso, sodio, potasio. Hay afiadidas también elevadas can~
tidades de fosfatos, que pueden acelerar el metabolismo de los
carbohidratos en favor de la sintesis proteinica de los hongos.

Se afiaden a los caldos de cultive de fermentacidn grasas
naturales integrales que contienen vitaminas liposolubles, por
ejemplo, vitaminas A y D, contenidas en el aceite de higado de
bacalao, manteca de cerdo y aceite de cacahuete. Se suminis-
tran igualmente factores vitaminicos con la adicibdn de lisatos
de levadura o fermentos.

Al medio de fermentacibdn se le afiade una fﬁente barata y
original de proteinas y de factores de crecimiento, Es el ex-
tracto de las plantas de Zea mays (maiz), que es muy til pa=-
ra estimular el crecimiento de los microorganismos y la pro-
duccidn de antibidticos (vedse la solicitud de patente italia-
na n? 40166). Como las cepas descritas producen también vita-
mina B12' afiadimos a los medios elevadas cantidades de cobal-
to que pueden promover la acumulacibn de la vitamina. Asi se

enriquece el suplemento con las vitaminas del grupo B A

12°
continuacidén exponemos algunos ejemplos de medios usados pa~
ra cultivar los microorganismos anteriormente citados.
Ejemplo 1

Almidon:. de MmaiZescssascssecaceneese30%Q

Harina de maiz.......a......a.......15%9

Harina de semilla de soja...........lO%Q

Extracto de Zea Mais...............SOO‘ ml

(NHIi)aSOI}-...-..O..".‘.'....0".00- (/"69

NHl&clooooc'oonooo.o'ooooooo-ooocotl 2969

cuso4iuo.o.o.l...t.‘.c‘.'...o.ooll.o 0,005?69
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Znsol}:ooocoltootoooo..!olon0.00.0.00
FeSOIi-..-a¢-..-......o.o......o....
KHzpol*...'OtoOOOOQOOOOOCODOOOCOIQOO

IIISSOI&DUIOOO'OOOC..D‘O.OO‘..O..OI..O

0,004%2
0,005%2
0, 5%

1%e

C&COBQ-ouaoo--oooo-oouooooot-oococc 4%9
SrCOS...........................-.. 4%9
Aceite de semilla de S0jAessssveess 2%2
Aceite de manteca de cerdosecsceses 0,5%2
Aceit'e de higado de bacalao.....ooo 0’596Q
Agua de fuente para 1000 ml

Ejemplo 2

Almid6n de MAadZeeevasoososasosnsnsnse 40%9

Harina de semilla de S0JAssensevaes 15%Q

Extracto de Zea Mais...............SOO ml

EBxtracto de levadurassececsssscesassc
(NI,) pS0) sevenetsocecncnsecasnnanes
NH4Cl.............................a
CuSO4..............................
ZnSO4..............................
FeSOpseeonsenrsorocanssonacnoscnnas
KH2P04...................e.........
Mg504..............................
CaCOB..............................
SrCO3........o.....................
CoClz....................‘.........
Aceite de cacahucteeecssescoreassers

Aceite de manteca de cerdOeeiesscess

Aceite de higadq de bacalaOeiessssee

1, 5%
5%2

1%e
0.005%¢
0.004%e
0.005%e
0.5%
19%2

2%2

6%e
0.005%2

202

Agua parao..-..o..-.....-..--.-....1000 ml




Ejemplo 3

210 Almiddn de maiZeeessoerocosesecases LO%2
Harina. de maiZeeeccsessocoesvcecoese 15%2
Harina de pescadoecsccccsvesecososs 10%2
Extracto de Zea MaiSesieveoscsceses 50002
Extracto de levadurasessesessssssss  Lo5%2

215 (NH4)2504......e..................v" 89
CuS,O4..........-.o..n.....--u-.o. 0.005%2
ZnSOli..‘.....q.o...........o-.a-c-. 0.0045%¢e
Fe504.......o.-o...-..u-....‘-.-... 0.005%2
KH POy soasovesocaessoastoncsvacsocs 0.35%e

220 MgSOpescscecoassssssescoseeressaass 140
SrCO3..o.-.u..-.o...........'....o. 8%

Aceite de manteca de cerdOeveseesso  0.5%2
Aceite de higado de bacaladeessssss 0.5%e
Agua Parctessscsovecscsccsesssnscssnseol000 ml,

225 Hemos ensayado la accidn de nuestros suplementos para ali
mentacibén animal administrando a pollos algunas mezclas de ali
mentos dictaminados como adecuados para el crecimiento de los
pollos (E.Borgioli "Zootechnics" -~ pag. 386 - J-~ Barbera Publi.
1955) .

230 Ne 1 .
MOYUELOtssteounsssnsvnsancesosecae5H
Derivado de la industria mohtory..ZS%

Harina de maiZesesessessococssesss20%
Harina de semilla de SOj@eocessssse20%
235 Harina de Carneseecesssosscsssscos 5%

Harina de huesos.......-.........l 5%
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Ne 2

Harina de maiZeeeeeessssocoessnses30%

Moyuelo de trigoecesssosasccosssss20%

Harina de cebadaeccssoscsesesssesoe20%

Harina de cacahuetee..eeeeeseesssslb6%

Harina de leche desnatada....s...el0%

Mezcla mineraleseosesscessssosssao 4%

A éstas mezclas hemos afadido:

1) Diferentes cantidades de antibidticos producidos por nuesw
tras cepas;

2) Caldo de cultivo de fermentacibn de los organismos anterior
mente mencionados de los cuales habiamos recuperado previa-
mente el antibibdtico totalmente;

3) EL cultivo de fermentacibén conteniendo los antibibticos pro
ducidos por nuestras cepas., Los resultados obtenidos han
mostrado que los animales alimentados con las mezclas cita-
das sin adiciones habian ganado mucho menos peso que aque=
llos alimentados con las mezclas y las adlciones. Hemos no
tado que el incremento de peso es debido no solamente a la
presencia de antibibtico sino especialmente a los factores
desconocidos de crecimiento presentes en el caldo de culti
vo de fermentacidn.

Experimentos exhaustivos han mostrado la total ausencia
de toxicidad del antibidtico y de los caldos de cultivo de fer
mentacibn., Otra peculiaridad de nuestro invento es el método
de estabilizacibn del antibidtico en el suplemento. Es bien
conocida.' la accidn estabilizadora de la adicidn de 7-cloro-
4foepitetracidina en la preservacidn de la potencia antibibti~

ca. Se ha encontrado que los isbmeros de los antibibdticos de
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tetraciclina ejercen la misma accidn sobre la preservacidn de
la potencia antibibdtica contenida en el alimento para uso ani-
mal. Nuestro proceso estld basado en un tratamiento particu-
lar del caldo de cultivo de fermentacidn en el que los isdme-
ros de los antibidticos de tetraciclina se forman directamen-
te en el caldo de cultivo de fermentacidn por medio de la epi
merizacidn de un porcentaje del antibibdiico contenido en 81,

Tal método original permite un suministro barato e inme-
diato de epimero y una mejor estabilizacidn del antibidtico a
causa de la uniformidad de distribucibn del antibibdtico junto
con el epimero.

Inforwamos algunos ejemplos de tal método a titulo de
ilustracidn.

Ejemplo. 1

Un caldo de fermentacibn conteniendo tetraciclina es aciw-
dificado con fcido fostdrico hasta PH 1.7 despuls el pH es 1le
vado a 3.2 con natrédn liquido 30/, Después es calentado a 50~
602C bajo agitacidn, manteniendo ésta temperatura durante 3 ho
ras; se enfria a la temperatura ambiente y se afiade lentamente
lodo hidratado en pequeilas porciones hasta 6. pH. El pH es lle-
vado entonces a 8,5 con natron. Después de un pequeifio perio-
do de agitacidn el caldo se concentra bajo vacio a una tempe-
ratura no menor de 452C, El sblido residual molido contiene
tetraciclina en presencia de su epimere en diferentes canti-
dades de acuerdo con el tiempo de epimerizacibn.

Ejemplo 2

Un caldo de fermentacidn conteniendo tetraciclina es aci-
dificado con Acido sulfrico a 1.5 pil. El caldo es filtrado.

BEl micelio es re~suspendido en el caldo agotado tratado con
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0.5 =2% de fosfato sddico monoblAsico calculado sobre el volfi-
men de la suspensidn., EL p!l es ajustado a 3.3 y la suspensidn
se calicnta a 50-602C durante 2 horas aproximadamente. Se en
fria a la temperatura ambiente y se ailade lodo hidratado en
pequefias porciones hasta pHb6. EL pH se ajusta despuds a 8.5
con natron y después de un corto periodo de agitacibn la sus=-
pensidn se concentra bajo vacio a baja temperatura, Cuando el
contenido de agua del residuo sdlido es menor del 20% es se=
parado. El residuo s8lido contiene tetraciclina en la presen
cia de &ste epimero en difercnies cantidades de acuerdo con
el tiempo de epimerizacibdn.

Este tipo de suplemento puede contemer de 1 a 6 g/Kg de
antibidtico.

Ejemplo 3

Un caldo de fermentacibn conteniendo tetraciclina es aci=-
dificado con Acido fosfbrico hasta 1.7 pH. El pH se ajusta des
pubs a 3.2 con natrbén. FEntonces se calicnta a 50-602C bajo
agitacibn, manteniendo &sta temperatura durante 2 horas apro-
ximadamente. Se enfria a la temperatura ambicnte y se afiade
lentamente lodo hidratado en pecueiias porciones hasta 6.0 pi.
Entonces se ajusta el pll a 8.5 con natrdén y después de un cor
to periodo de agitacidn se filtra el caldo y e} sblido es se-
cado % molido. Contiene tetraciclina en la presencia de su
epimero en diferentes cantidades seglin el tiempo de epimeriza
cibn,

Ejemplo %

Un caldo de fermentacidn conteniendo tetraciclina es aci
dificado con fcido fosfdrico hasta 1.6 pl. E1 pH es ajustado

entonces hasta 3.2 con natrédn. Bl caldo se calienta a 50-600C
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bajo agitacidn, manteniendo &sta temperatura durante 2 horas
aproximadanente. Despubs se enfria a la tempoeratura awmbiente
y se diade lentamente lodo hidratado en pegueilas porciones hasw
ta 6.0 pH. Después se ajusta el pH hasta 8.5 con natrén y clo
ruro sbdico se aiiade en cantidad suficiente para obtener una
precipitacidén completa de cada parte nroteinica en el caldo.
Despubs del Tiltrado se seca el producto con un separador cen
trifugo de polvo.

Contiene tetraciclina en la presencia de su epimero en
cantidades diferentes segln el tiewmpo de epimerizacidu.

Bjemplo 5

Un caldo de fermentacidn gue contienc tetraciclina se aci
difica con &cido fosfbérico hasta 1.7 pll. E1 pil se ajusta des
pués a 3.2 por medio de natrbén. Se calienta el caldo a 50-
602C bajo agitacidbn, manteniendo &sta temperatura durante 2
horas aproximuadamente. Se enfria a la temperatura ambiente y
se ajusta a 8,5 pH con natrédn. Despuds de un corto periodo
de agitacidn se filtra el caldo y se seca el sdlido. Contie-
ne tetraciclina en la presencia de su epimero en cantidades
diferentes segln el tiempo de epimerizacidn.

Ejemplo 6

Un caldo de fermentacidn que contiene clorotetraciclina
se acidifica a 1.7 pH con A4cido fosfbrico. Despuls se ajusta
el pH a 3.2 con natrdn liguido 30%. Il caldo se calienta des
pués a 5C-602C bajo agitacidn, manteniendo &ésta temperatura
durante 2 horas aproximadamente. Después se enfria a la tem-
peratura ambiente y se ailade lentamente lodo hidratade en pe-
queilas porciones hasta 6 pil, Despuls se ajusta el pil a 8.5

con natrén., Después de una breve agitacibn se¢ concentra el
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caldo bajo vacio a una temperatura inferior a 452C., Il sblido 3
residual contiene clorotetraciclina en la presencia de su epi-
355 mero en cantidades diferentes segln el tiempo de epimerizacidn,
Ejemplo 7
Un caldo de fermentacidn que contiene clorotetraciclina
se acidifica con 4dcido sulffirico hasta 1.5 pHs Ll caldo es
filtrado. Se recupera la clorotetraciclina procedente del
360 caldo filtrado. Bl micelio es vuelto a suspender en el caldo
agotado y tratado con 0.5 - 2% de fosfato monobdsico calculado
sobre el volfimen de la suspehsibn. Después se ajusta el pH a
3.2 y se calienta la suspensidn a 50-609C durante 2 horas.
Desputs se enfria a la temperatura ambiente y se aliade lenta=-
365 mente lodo hidratado en pequeilas porciones hasta 6 pl. EL pH
se ajusta a 8.5 con natrén y después de una brove agitaci6n
se concentra la suspensidn bajo vacid a baja temperatura. Cuan
do el contenido de agua es menor del 10% se separa o descarga
el sb6lido. El sblido residual molido conticne clorotetraci-
370 clina en la presencia de su epimero en cantidades diferentes
segin el tiempo de epimerimeidn. Uste tipo de suplemento con
tiene de 1 a 6 g/Kg de antibidtico.
Ejemplo 8
Un caldo de fermentacidn que contiene clorotetraciclina
375 es acidificado con Acido fosfbérico hasta 1.7 pli. Despuis se
ajusta el pl hasta 3.2 con natrdn., El1 caldo se calienta a 50=-
602C bajo agitacidn, manteniendo &sta temperatura durante 2
horas aproximadamente., Se enfria a la temperatura ambiente y
se ailade lentamente lodo hidratado en pequeilas porciones has-
580 ta 6,0 pH. ¥1 pH es ajustado después a 8.5 con natrdn y des-

pués de una breve agitacibén se filira el caldo y se scca el
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56lido y se mucle., Contiene tetraciclina {(cloro) en presencia
de su epimero cn cantidades diferentes de acuerdo con el tiem

po de epimerizacibm.

85 Sjemplo 9

v

Un caldo de fermentacidn que contiene clorotetraciclina
- . - . o s - r4d
se acidifica con &cido fosfbrico hasta 1.6 pil. liespuds se

ajusta el pH hasta 3.2 con natrdén. ELl caldo se calienta a

S
~y

[¢] . . - . N
60" C hajo agitacidn, mantenicndo esta temperatura durante dos
390 horas aproximadanmente. Jespués se enfris a la temperatura am-
biente y se riiade lentamente lodo hidratado en pecuefias porcio

-

nes hasta obtener 6.¢ pil. Nespués se ajusta el pil hasta 8. 5

, s . » s 2 I 4 -
con natron y sc aiade bajo agitacion cloruro sddico en una can

tidad suficiente para obtener una precipitacidén completa de ca

i
O
h84 |

da parte proteinica en el caldo. Despuds de la filtracibn se
seca el producto con un separador centrifuso de polvo. Contie
ne clorotetraciclina en la presencia de su epimero en cantida-
des difercntes seclin el tierpo de epimerizacibn.
Ejemplo 10
LTlel Un caldo de fermentacidn rue conticne clorotetraciclina
se acidula con Acido fosfdrico hasta un pil 1.7, el pi se ajus
ta entonces a 3.2 con natrdn. 5e¢ calienta el caldo a 50-60° ¢
bajo azitacibn, menteniendo ésta temperatura durante dos horas.
5e enfria a la tewperatura ambiente y se ajusta el pil a 4.5
k05  con natrbn, Despuds de una bhreve agitacidn se filtra el cal
do v se seca el sdlido, Contiene clorotetraciclina en presen
cia de su epilmero en cantidades diferentes de acuerdo con

el tiempo de epimerizacidn,

in cuanto al:
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Ejemplo 1l

Un caldo de fermentacidn que contiene oxitetraciclina se
acidifica con fcido sulflrico hasta 1.5 pH. Despuds de % hora
de agitacidn se filtra el caldo y el micelio es almacenado pa-
ra los siguientes trabajos., Se ajusta el filtrado claro hasta
8.5 - 9.0 pH con natrdn y se calienta a 459C. El complejo de
oxitetraciclina asi precipitado se filtra y se seca hasta que
tenga un contenido de agua inferior al 1%. Los caldés agota-
dos son almacenados para el siguiente trabajo. El complejo
anhidroso obtenido de &sta forma se disuelve en una cantidad
minima de &cido acético. La solucidn se deja en reposo de 24
a 48 horas a una temperatura de 302C en atmdsfera de gas inexr
te. En un aparato adecuado se combinan el caldo agotado, el
micelio y la solucibn acética del complejo. Todo ello se ajus
ta bajo agitacidn a 6 pH con lodo hidratado y despuds a 8.5
pH con natrdén. Después de una corta agitacibn se concentra
la mezcla bajo vacio a una temperatura inferior a 452C. El sd

lido residual molido contiene oxitetraciclina en presencia de

su epimero en cantidades diferentes segln el tiempo de epime-

rizacibn.

Ejemplo 12

Un caldo de fermentacidn que contiene oxitetraciclina es
acidificado con Acido sulfQrico hasta 1.5 pH. Despubs de una
agitacidn de % hora se filtra el caldo y el micelio se almace-
na para los trabajos siguientes. L[l filtrado claro es ajusta-
do a 8.5 -~ 9,0 pH con natrén y calentado a 452C., El complejo
de oxitetraciclina precipitado de ésta forma se filtra y se se

ca hasta que tenga un contenido de agua de 1%. El caldo ago~-

tado es almacenado para el siguiente trabajo. Se disuelve el
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complejo anhidroso obtemido de &sta forma en una cantidad mi-
nima de &cido acético y se deja la solucibn obtenida en reposo
de 24 a 48 horas a una temperatura de 302C en atmdsfera de gas
inerte. En un aparato adecuado se combinan el caldo agotado,
el micelio y la solucidn acética del complejo. Todo eklo se
ajusta a 6 pH bajo agitacibn con lodo hidratado y después a
8.5 con natrdén., Después se aflade una cantidad de cloruro sé-
dico suficiente para obtener umna precipitacidn completa de ca
da parte proteinica en el caldo. Se filtra la meze¢la y se se~
ca el sblido con un separador centrifugo de polvo., Contiene
oxitetraciclina en presencia de su epimero en cantidades dife-
rentes segln el tiempo de epimerizacibn.,

Bjemplo 13

Un caldo de fermentacibn conteniendo oxitetraciclina es
acidificado con Amido sulflirico hasta 1.6 pH. Despuls de %
hora de agitacibn se filtra el caldo y el micelio se almacena
para el siguiente trabajo.

El filtrado claro se ajusta a 8.5 - 9.0 pH con natrén y
se calienta a una temperatura de 452C, El complejo de oxite-
traciclina precipitado de &sta forma se filtra y se seca has-
ta que tenga un contenido de agua menor de 1l%. El caldo ago-
tado se almacena para el siguiente trabajo. Se disuelve el
complejo anhidroso obtenido en la minima cantidad de &cido acg
tico y se deja la solucidn obtenida en reposo de 2% a 48 horas
a 302C de temperatura en atmdésfera de gas inerte, En un apa=-
rato adecuado, se combinan el caldo agotado, el micelio y la
solucidén acética del complejo. Todo ello se ajusta a 6 pH ba

jo agitacidn con lodo hidratado y despuds a 8.5 pH con natrén.

Después de una corta agitacidn se filtra la mezcla y se seca
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el sblido con un separador centrifugo de polvo. E1 sblido re-
sidual molido contiene oxitetraciclina en presencia de su epi
470 mero en cantidades diferentes segln el tiempo de epimerizacibm,
’ Ejemplo 14
Un caldo de fermentacidn que contiene oxitetraciclina se
acidifica con 4cido sulffirico hasta 1.5 pH. Después de % ho-
ra de agitacibn se filtra el caldo. Se recupera la oxitetra-
k75 ciclina del filtrado claro, EL micelio se suspende en el cal
do agotado, se ajusta la suspensidn a 6 pH con lodo hidratado
y a 8.5 con natrén, Después se afide una pequeiia cantidad de
solucibn acética de un complejo obtenido con los trabajos ane~
teriores. - Después se ajusta el pH hasta 8.5 y después de una
180 breve agitacibn se concentra la suspensidn bajo vacio a baja
temperatura, Cuando el contenido de agua del gélido residual
sea menor del 10% se muele el sdlido. Contiene oxitetraci=-
l clina en presencia de su epimero. EL contenido de antibidti-

' co de éste tipo de suplemento es de 1 a 6 g/kg.

485 NOTA .~ Se reivindica la propiedad de ésta Patente de In-
vencidn:
1) = Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacibn, en que uno de
tales suplementos contiene caldo de cultivo de fermentacidn
490 ~del Estreptomices T457, mutacidén del Estreptomices sp. 10616
ATCC 15299.
2) - Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-

les para alimentos animales por fermentacidn, segln la reivin

R LY ¥ NS SR



dicacidn 12, en que el estreptomices T457 produce tetraciclina,
4og 3) - Procedimiento para la produccibn de suplementos especia-

les para alimentos animales por fermentacidén, segin la reivin-

dicacibn 12, en que la tetraciclina contenida en el caldo de

cultivo puede ser recuperada.

L) - Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-

500 les para alimentos animales por fermentacibn, seghn la reivine
dicacidn 12, en que el estreptomices T457 es cultivado en un
medio nutritivo que contiene hidratos de carbono, proteinas,
gales minerales, factores de crecimiento y componentes especia
les que lo enriguecen con vitaminas.

505 ~ 5) = Procedimiento para la produccidn de suplementosrespecia-
les para alimentos animales por fermentacidn, segln la reivin
‘dicacibn ha, en que uno de tales ingredientes es aceite de hi-
gado de baéalao, que suministra a los suplementos vitaminas A
y D.

510 6) - Procedimiento para la produccidén de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacidén, seghn la reivin
’dicacién 18, en que otro de tales ingredientes es el extracto
de levadura que suministra al suplemento las vitaminas del
grupo B.

515 7) - Procedimiento para la produccibém de suplementos especia=-
les para alimentos animales ﬁor fermentacidn, seghn la reivin
dicacibn 12, en que el estreptomices TiS57 produce bajo condi-
ciones especiales igualmente vitamina Blz'
8) - Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-

520 les para alimentos animales por fermentacidn, segln la reivin

dicacidn 78, en que produce vitamina Bl en cantidad mayor o

2

menor de acuerdo con la cantidad de cobalto presente.

i
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9) - Procedimiento para la produccidén de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacibn, segln la reivin
dicacibn 12, en que el estreptomices T457 es cultivado bajo
condiciones aerdébicas inmersas a una temperatura entre 232 y
362C a un pH entre 5.0 y 8.0 durante 48 a 120 horas.

10)~ Procedimiento para la produccidn de suplementos especia=
les para alimentos animales por fermentacidn, por la estabili~
zacibn del antibidtico en el suplemento.

11)~ Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacidn, segin la reivin
dicacidén 103, en que la estabilizacidn se obtiene por la pre-
sencia de un epimero.

12) « Procedimiento para la produccién de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacidn, seglin la reivin
dicacidn 112, en que el epimero es epitetraciclina 4.

13) = Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacibn, segin la reivin
dicacibén 122, en que la epitetraciclina 4 se forma directamen
te en el caldo de cultivo de fermentacibn.

14) - Procedimiento para la produccidn de suplementos especila=-
les para alimentos animales por fermentacibn, segln la reivin

dicacidn 132, en que el porcentaje de epitetraciclina-i4 puede

cambiar segin se describe en los ejemplos 1 a 6.

15) ~ Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacibn, en que uno de
tales suplementos contiene caldo de cultivo de Estreptomices
cl1842.

16) - Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-

les para alimentos animales por fermentacidn, segln la reivin
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dicacién 152, en que el Lstreptomices C1842 produce clorotetra

Eicliha.

17) - Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacibén, segin la reivin
dicacidén 152, en que la clorotetraciclina contenida en el cal
do del cultivo de fermentacidn puede ser recuperéda.

18) - Procedimiento para la produccibn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacidn, segin la reivin
dicacién 152, en que el Estreptomices CLl842 es cultivado en un
medio nutritive que contiene hidratos de carbono, proteinas,
sales minerales, factores de crecimiento y componentes especia
les que lo enriquecen con vitaminas.

19) =~ Procedimiento para la produccidn de suplementos especiar~
les para alimentos animales por fermentacidn, segln la reivin
dicacibn 182, en que uno de tales compounentes es aceite de hi-
gado de bhacalao gue suministra a los suplementos las vitaminas
Ay D,

20) = Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-
les para alimentos ahimales por fermentacidn, seghn la reivin-
dicacibn 182, en que otro de tales componentes es el extracto.
de levadura que suministra al suplemento con las vitaminas del
grupo B. .

21) =~ Procedimiento para la produccibn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacidn, segln la reivin-
dicacibdn 152, en que el Estreptomices Cl842 bajo condiciones
especiales produce también vitamina Blz'
22) - Procedimiento para la produccibén de suplementos especia-

les para alimentos animales por fermentacidn, segin la reivin-

. - &
dicacion 218, en que la cepa produce vitaminaf&z en mayor o
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menor cantidad, segln la cantidad de cobalto presente.

23) - Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacidn, seglin la reivin
dicacidn 158, en gue el Estreptomices C1842 crece en cultivo
sumergido aerado a una temperatura entre 232 y 362C a un pH
entre 5'y 8 durante 48 a 120 horas.

24) - Procedimiento para la produccibn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacibn, por la estabili-
zacidn del antibidtico en el suplemento.

25) - Procedimiento para la produccibn de suplementos especia=-
les para alimentos animales por fermentacidn, segln la reivin
dicacibn 242, en que la estabilizacidn se obtiene por la pre-
sencia de un epimero.

26) -~ Procedimiento para la produceidn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacibn, segln la reivin
dicacién 252, en que el epimero es 7-cloro-k-epitetraciclina.
27) - Procedimiento para la produccibn de suplementos especia-
les,para alimentos animales por fermentacidn, segﬁntla reivin
dicacidn 262, en que 7-cloro~k-epitetraciclina se forma direc
tamente en el caldo de cultivo de fermentacidn.

28) -~ Procedimiento para la produccibn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacibn, segln la reivin
dicacidn 272, en que el procentaje de 7-cloro-i-epitetracicli
na puede cambiar segln se describe en los ejemplos 6 a 10,

29) - Procedimiento para la produccidén de suplementos especia
les para alimentos animales por fermentacidn, en que uno de
tales suplementos cqntiene un caldo de cultivo de fermentacibn
de Estreptomices 02824,

30) - Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-
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les para alimentos animales por fermentacifn, segln la reivin-
dicacibn 292, en que el Estreptomices 02824 produce oxitetra-
ciclina.

31) - Procedimioento para la produccidén de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacién, Segﬁn la reivin
dicacidn 294, en que la oxitetraciclina contenida en el caldo
de Lultivo puede ser recuperada.

32) - Procedimiento para la produccidn de suplementos especia=
les para alimentos animales por fermentacibn, segln la reivin
dicacibn 298, en que el Estreptomices 0282k es cultivado en un
medio nutritivo que contiene hidratos de carbono, proteinas,
sales minerales, factores de crecimiento y componentes parti-
culares gque lo enriquecen con vitaminas.

33) = Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacidn, seghn la reivin-
dicacidn 328, en que uno d e tales componentes es de aceite de
higado de bécalao, que suministra al suplemento vitaminas A y
B.

34) - Procedimiento para la produccién de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacidn, segln la reivin
dicacidn 3228, en que otro componente es extracto de levadura,
que suministra al suplemento las vitaminas del grupo B. .

35) = Procedimiento para la produccidn de suplementos especia=
les para alimentos animales por fermehtaci6n, segln la reivine
dicacidn 293, en que el Estreptomices 02824 bajo condiciones
paéticulares produce taﬁbién vitamina B, .
36) - Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-

les para alimentos animales por fermentacibn, segln la reivin-

: &
dicacién 852 en que el Estreptomices 02824 produce vitamina
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B12 en cantidad mayor o menor, seglin $a cantidad de cobalto

presente.

37) - Procedimiento para la produccibn de suplementos especia~
les para alimentos animales por fermentacidn, seglin la reivin-
dicacibn 298, en que el Estreptomices 02824 es cultivado en
cultivo sumergido aerado a una temperatura entre 232 y 282eC a
un pl entre 5 y 8.5 durante 48 a 120 horas.

38) = Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacibn, por la estabili-

zacibn del antibidtico en el suplemento.

39) -~ Procedimiento para la produccidén de suplementos especia-

les para alimentos animales por fermentacidn, segln la reivin-
dicacibén 383, en que la estabilizacidn se obtiene con la pre-
sencia de un epimero.

40) - Procedimiento para la produccidn de suplmentos especia=-
les para alimentos animales por fermentacibn, segin la reivin-
dicacibn 392, en que el epimero es epioxitetraciclina - &,

41) - Procedimiento para la produccibén de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacidn, segin la reivin
dicacidn 403, en que la epioxitetraciclina-4% se forma direc-
tamente en el caldo de cultivo de fermentacibn.

42) - Procedimiento para la produccidn de suplementos especia-
les para alimentos animales por fermentacibn, segiin la reivin-
dicacibn 412, en que el porcentaje de epioxitetraciclina-i
puede cambiar seglim se describe en los ejemplos 11 a 1k,

43) - "PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE SUPLEMENTOS ESPECIA
LES PARA ALIMENTOS ANTIMALES POR FERMENTACION®,

Esta Memoria Descriptiva consta de veintiseis hojas fo-
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liadas 7y mecanografiadas por una sola cara.

Madrid, 29 MAR 1966
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