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MEMORIA DESCRIPIIVA

Bete invento se refiere a un nuevo procedimiento
para la preparacidn de productoscon accidn pigmentante,

Mds particularmente, este invento se refiere a
un procedimiento microbioldgico para la preparacidn de
isorrenieratenos, de la clase constituida por el isorreniera-
teno, el 3-oxi-isorrenierateno y el 3,3'-dioxi-isorrenierate-

no, por medio del nuevo microorganismo Streptomyces mediolani.

Bl isorrenicretano es un producto conocido, descri-
to en la literatura por Yamaguchi, Bull, Chem. Soc, Japan-

1957, 30, pdg, 111, y también se conocen el 3-oxi-isorreniera~-
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teno y el 3,3'-dioxi-isorrenieratenc, descritos y reivindi—
cados en la patente belga ne 687.906.

‘Los productos en cuestidn, y particularmente el
3-oxi- ¥ el 3,3'-dioxi—isorrenier§teno, tienen gran acéién
pigmentante y 2 causa de ello se usan en zootéenia,

) Estos productos puedsnprepararse, segin la lite-
ratura, por medio de sintegis quimicas bastente compligadas.

Ahora se ha descubierto, sorprendentemente, un
procedimiento microbioldgico para la preparacién de eétoS
compuestos, el cual, ademds de dar bucnos rendimientos),
es mucho méds sencillo y econdmicamente mds ventajoso que la
sintesis quimicas conocidas. )

En efecto, para el uso en zootécniga de los produc~
tos asi obtenidos, no hay necesidad de efectuar la separa~-
cién y la purificacidén de ellos, sino que puede emplearse
directamente como aditivo aalas dietas comunes de los anima~
les el micelio "in toto", que contienc los prodvctos pigmen-~

tantes.

El Streptomyces mediolani, clasificado como raza

2215/74 F.I. de la Farmitalia, ha sido depositada en el
Instituto de Patologia Vegetal de "la Universidad de Milan,
donde ha recibido el nivmero I,P.V., 1952, y en el Commonweelth
Mycological Ingtitute, Ferry Lane, Kew, Surrey, en el que ha

recibido el mimero I.M.I. 134.886,
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El microorganismo presenta los caracteres morfo-

logicos, microscdpicos y bioquimicos siguientes:

Aspecto micresedpico

En log terrenos de enltivo comunss, el micelio
vegetativo estd formade por hifas més o menos delgadas, de
0,4 a 0,9 micras de espesor, larges y abundantemente ramifi-
cadas, que originan hifas mayores, de 1 & 1,3 micras de
espesor, largas y rectas. De estas iltimas hifas s rami- -
fican'monopodialmento hifas que forman gsporas o espordéforos,
las cuales son rectas o ligeramente sinuosas, largas, Torma-
das_por pequetias cadenas de esporas que primero estdn wnidas
¥ luego estén libres. Las esporas tienen forma lisa, predo-
minantemente cdbica a2 weccs tambidn cilindrica y redondeada.
En el exemen microscdpico apareccen coro cubitos caracteris-—
ticos que miden 0,9-1,1 por 0,9-1,1 micras.

Aspecto macrosedpico

En la tabla 1 se exponen las propicdades de cul-
tivo advertidas con los terrenos respectivos, on los cuales
el microorganismo se hace crecer a 28eC y lae observgciones
se efectnan al cabe de 3, 8, 15 y 20 dias d¢ la @noculacién.
El microorganismo presenta en ssencia un desarrollo
rdpido y abundante, con formacidn de un micelio vegetativo )

compacto, consistente, de patina lisa y color de emarillo de hue

vo & amarille anarenjado, EL micelio aéreo es también



10.

15,

20.

abundante en todos los terrenos de cultivo, con un aspecto
mds bien algodonoso; de color amarillo vainilla a amarillc.
rosado o amarillo beige. No se¢ observan diferencias notables
en el aspecto del microorganismo cuando se desarrolla en ‘

terrenm sintéticos o en terrenos orgdnicos.

Propiedades bioguimicas

Propedlisis de gelatina: positiva.

Reduceidn de los nitratos a nitritos: positiva.

Hidrélisis del almiddn: positiva.

No coagula la leche, sino que la peptoniza.

Produccidén de melamina: negativa.

Descqmposicién de la tirosina: positiva.

Produccidn de hidrdgeno sulfurado: positiva.

El microorgeniemo no produce pigmentos solubl?s.

Utiliza las fuentes de carbono siguientes: glucosa,
l-arabinosa, sacarosa, d-xiloss, d-menitol, q—fructosa,
maltosa, ramnoss y glicerine; en cambio, no utiliza el
meso~-inositol y la rafinosa. }

Fl miéroorganismo'no se desgrrolla a 502C y no produce
esclerosios. En cnltivo ligquido sumergiéo y agitado, produce
isorrenlerateno, 3—oxi—isorreniefateno y 3,3'-dioxi-isorre-

nlerateno,



Jabla 1
! 3 l 'Y . ’ ‘ l
Terreno | Crecimiento| Micelio aéreo ' Micelio veg etatlvo, Plgment(
% i i i soluble
! e |
Agar de | abundante, abondante, lige | amarillo de huevo | ausente
Bennet en pating remente algodono o amarillo de al-
(1) lisa 80, de color ama | baricoques envés
rillo vainilla idéntico
con matlees de
beige o rosado.
Ager de | moderado, abundente, algodo| amerillo de limén | ausente
Czapeck | en pating nosoy de color a amarillo de albg
(1) lisa amarillo veinillal ricoque; cnvés
con matices de idéntico
gris-beige
Agar-~ abundante, moderado, de colo? amarillo de limdn; | ausente
asparg en patina amarillo veinillae! envés idéntico
gina- lisa liso
rlncosa
%1)
1
Agar-gli | abundante, abundante, algodol amarillo de alba~ | ausente
cering~ en patina noso; de amarillo ricoque; envés
~glicina | ligeramen- | rosado & beige idéntico
1) te plegada | neto
Agar de abumdante, abundante, raso amerillo anaran ja- ausente
Emerson en petina de color blanco do, envés idéntico
(1) arrugada erers
Agar-al abundente, | abundante, algo emarillo enaran ja- | susente
midén y en patina donoso; de ama- dos envés idéntico
sales lisae rillo rosado a

(2)

beige claro




Tabla 1 (continuacidn)

Y

v 3

Agar-pa | abundante, abundante, de pulve :amarillo anaran- iansente
tata en patina rilento a algodono- ! jados envés idén: . -
(4) lisa sos amarillo rosado | tico '
con matices de bei- /
ge claro 3
i i
Agar-ave | abundante, abundante, bastante | emarillo anaran- {8u usente
na en pating raso, pulvernlento; : jado claro; en i
(3) lisa amarillo rosado pol ves idéntico 3
VOroso i
Agar-as | abundante, abundante, algodono- emarillo anaran-‘ausente
paragina | en patina 803 de rosa polvorien-| jado; envés 1den§
%%ceroi lisa to & beige claro tico I
!

i j ' i
Agar-glu | abundanie, abundante, ligeramen-— amerillo anarangg ausente
cosa—-ex | en patina te algodonosos de dos envés idén- |
tracto~ | lisa amarillo vainilla & tico |
dé leva- beige claro '
dura (1)

Agar- abundante, | abindante, algodono 'aﬂarlllo enaran ja ausente
peptona- en patina so; de amerillo a dos envés 1dent1

almiddn | lisa beige claro co

(1)

hAgar— abundante, | modorado, rosados : amarillo anaran jal ansente
peptona~ | en patina amarillo vainilla do claro; envés

nitrato |lisa con tonalidades idéntico

potdsico rogsadas polvorientas
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(1) Wwakoman S.A., "The Actinomycetes", vol. II, 1961,
péginas 328-334.

(2) Pridham T.G. y col., Antibiotics Annual, 1956-1957, .
piginas 947-953

(3) Baldaceci E. y col., Giorn. Mierobiol, 9, pdg. 39, 1961.

(4) Grein A. y col., Giorn. Microbiol, 13, pdg. 299, 19§5.

Identificacidn del microorganisno

Les propicdades gue presenta el mlcroorganlsmo
en examen y qu¢ s¢ hon descrito precedentemente permlten_'

referirlo al génoro Streptomyces Waksman et Henriei (Bergey's

Manual of Determinative Bacteriology, 1957, pdg. TT74-T75).

El microorgunismo partencee o 12 ssccidn "Rectus-
~flexibilis", serie "amnrilla" de Pridham y col. (Appl.
Microbiol, 6, 1968, pfg. 52). Los coclores del micelio vege-
tativo y del micelio adreo no permiten referirlo a ninguno
de los grupos subgendéricos mis conocidos propucstos por
Waksman (The Actinomycetes, vol. II, pag. 117, 1961), por
Baldacei (Giorn. Nicrcbiol. 6, 1958, pfdg. 10), por Gause y
ccl., (Zur Klassifizierung der Actinomycenten, 1958, pdg. 17),
por Flaig y cel. (Arch. Mikrobiol. 35, 105, 1960) y por
Ettlinger y col. (Arch. Mikrobiol. 31, 326, 1958).

Una comparacidn entre las propicdades del microor-

gonismo en exomen y las manifestadas cn la literatura para



las especies pertenecientes a la sorie "amarilla" de
Pridham y col. ha demostrado gque ninguna de éstas tiene todas
las propiedades correspondientes a las del microorganiémq.

en examen,

5. Se concluye pues de cuanto se ha expuesto antes.

que el microorganismo en examen no puede identificarse con
ninguna de las egpecies descritas en la literatura y por

conglguisnte es considerado como una nueva especie y ha..

+

P

sido llamado Streptomyces mediolani.

REIN

10. El Streptomyces mediolani puede conservarse.pbf
inoculaciones sucesivas en terrenos sdélidos, o por liofili—
zaclidn de unz sussensidn de sus esporos en leche.

El procedimiento segin este invento consiste en

cultivar ol nueve microorganismo Streptomyces mediolani en

15, cultivo sumergido, en un terreno de cultivo que contenge
fuentes de carbono, de nitrdgeno 7 de sales minerales. Mds
particularments, el micrporganismo se cultiva en un medio
de ecultivo 1fquido, en condiciones aerdbias, a temperatura
entre 249C y 37°C (preferentemente, a 272C) y por un periodo

20. de 72 a 160 horas. El pH puede variar de 6 2 8 segin el
terreno empleado.

Como fuente de carbono puede utilizarse glucosa,
dextrina, almiddén, diversas harinas (harina de maiz, de
soja, de trigo, ete.), corn steep liquor y otras substancias

25. de uso comun.



10.

15,

20,

25,

Ia fuente de nitrégeno, aparte de las substancias
comple jas ya mencionadas que contienen nitrdgeno, puedg,ser
caseina, harina de semillas de algodén y sales amdnicas, .
como sulfato, fosfato y cloruro de amonio y otras substah}
cias de uso comin, 4

Las sales minerales utiles para la produccidn de
los carotenoides varion segin el terreno empleado.

Por sjemplo, se pueden emplear  cloruros, suiﬁa—
tos o fosfatos de sodio, de potasio, ds magnesio, de hierro,
de gzine, de cobre y de cobalto, carbonato de calcio y otras
substancias de uso corriente, Ia fermentacidn puede efec-
tuarse en matraces o en fermentadores doe laboruatorio o indus-
triales de diversa capacidad., Una vez terminada la fermen-
tacidn, se separa el micelio, por filtracidn o por
centrifugncidn, del ealdo de cultivo y los productos pigmen~
tantes contenidos se aislan por exitraccidn con uﬁ disolvente
orgdinico apropicdo, miseible o no miscible en agua, tal como
etanol, cloroformo, aceton2 o cloruro de metileno. la separa-
eidn 4z cada producte se efcetua por cromatografia segin
téenivas conocidas,

Los productos obtenidos por el procedimiento de
este invento puede cmplearse en zootdenica y su gran poder
pigmentante ha demostrade ser particularmente Util cuando
se los administra a las aves de corral.

Los productos se afiaden  tales como son o en mezcla
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con elimentoss de preferencia, puede emplearse directamgntg
el micelio obtenido del proceso fermentativo. En el priméé
caso s¢ mezela el producto pigmentado con uno de los iﬁgré-
dientes de 1a dieta utiliznda corrientemente en la alimenta-
cidn. D
Si se utiliza el micelio separado del caldo dé?
cultivo, se le seca con aire caliente o en vacio y luegs ge

le mueleg.

y L

El polvo asi obtenido se¢ mezcla a fondo con éi'z
alimento usado corrientemente. ILa canﬁidad de producto,pig-
mentante que se afiede a los alimentos puede variar segﬁh‘la
pigmentacidn que se¢ desee y scgin la presencia optativa de
elementos pigmentantes naturales. De preferencia, puede
variar de 0,3 a 6 g por quintal de alimento.

Lo accidn pigmentante de los productos obtenidos
por el procedimiento de este invento sc ha determinado a base
de la intensidad de color de las ycmas de huevo medida segun
la escala colorimétrica "Roche" (véase Mainguy P. y col.,
"ILa colulour vitelline", Ed. Hoffmenn-La Roche).

Iu prueba se ha efectundo sobre 30 gaiiinas pone-—
doras de 7 meses de edad, cada un2 en jaula individual y
divididas en tres grupos de 10; el tratamiento se efectus

segin el esquema siguiente:



10.

15.

20.

25,

]

11 =

Grupo Tratamicnto
1 Dieta bdsica que contenin una pequeiia cantidad de

pigmentos totalss correspondicnte a 13,89 mg/kg.
2 Dista bdsica + alfalfa deshidratada correspondieé;”
te a un contenido de pigmentos totales de 1500.mg/
quintal de mezela; C
3 Dieta bdsica + micelio correspondiente a un conte-
nido de pigmentos totales de 1500 mg/quintal de
mezcla.
La composicidn de 1l dieta bdsica fue la siguiéﬁte:

(los valores indican los porcentajes en peso)

maiz hibrido 39,00
avena 17,60
salvado de trigo 12,00
arina de soja al 44% 15,00
harina de carne 3,00
harina de pescado 3,00
levadura de toérula 1,00
dl-metionina 0,10
fosfato sédico 0,70
carbonato cdleico 6,30
cloruro sédico 0,30
manteca de cerdo - 1,00
Farcamplex (Marca registrada) 1,00

E1l "Parcomplex" es una mezcla de vitaminas y oligo-

"elementos que tiene la composicidn siguiente (las eibras se
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reficren & 1 kg dc¢ la propia mezcla
Vitomina A protegida 750.000- U.ZX.
Vitemina D 3 protegida 150.000:;‘1’._1‘.

Vitamina E protegida 500 ﬁ.I.

5. Vitamina By 0,4.g,
Vitamina B, 0,0024; .
Vitomina K3 0,1' g
Vitomina PP 2,5 g
Acido f£8lico 0,015 &

10, d-pantotonato cdleico { é;
dl-netionina 40ig
Cloruro de colins 100 g
Clorhidrate de clorotetraciclina 2 g
Yodo 0,1l g

15. Mangancso g
Zince g
Hidroxibutiltolueno 10 g

Factores dosconocidos del crecimicnto hasta 1000 g
En los grupos 2 y 3 citados, la alfalfa deshidra-
20, tada y el micclio se substituyeron por cantidades andlogns
de salvedo do trigo. Ie prucba, que durd 30 dfas, sc divi-
dié en dos periodos:
1) periodo pesxperimental (10 dias); durante el cual todos
los sujetos se alimentaron "and libitum" con la diete

25, bdsica dusprovista de alfalfas
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2) perfodo cxperimental (19 dias), en el cual los sujetos
se alimentaron tal como se ha descrite antes.
Durante el periodo experimental y a dias alternqgt}
se evalud la pigmentacidn de le yema de huevo; en la tabla 2
5. que sigue se exponen los resultados minimos, medios y o

mdximos que se obtuvieron,

TABTA 2
]
10 Grupos Periodo experimental
Escala Roche
Minimo Promedio Méximo
1 7,00 7,30 i 7,80
15. 2 7,46 8,45 ' 9,14
4 7,06 9,99 11,88 !

Los ¢jemplos que siguen sirven para ilustrar el

20, invento, pero sin limitarlo,
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EJENPLO 1

Se separa la superficie esporulada de un cultivo

de Streptomyces medioloni de 10 dias de cdad, desarrollado

en tubo de cnsayo sobre agar-patata glucosado, a 289C, y se
la recoge en 4 cc de agua destilada estéril., De esta suspen-
sién se utilizan 0,5 cc para inocular un matraz de 300 cc que

contiene 60 c¢c¢ del terreno siguiente:

Dextrina 4%
Caseina 1%
Carbonato cdleico 0,5%
Sulfato amdnico 0,1%
Fosfato bipotdsico 0,01%
Corn steoep liquor 1%

Agua del grifo hasta 100 ce

La esterilizacidn se efcctuz calentando en auto-
clave a 1202C por 20 minutos.

El pH del terreno es do 6,9 después de la esteri-
lizacidn,

Se incuba el matraz a 28¢(¢ por 26 horas en un agita-
dor giratorio con 225 r.p.m. y 3 cm de excentricidad.

2 cc de un cultivo asi obtenido se utilizan para
inocular metraces de 300 cc que contienen 60 cc del mismo
terreno, esterilizado tal como se ha descrito antes. Se

incuba en las mismas condiciones anteriores.
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Al cobo de 120 horas de fermentacidn, se alcanza
una produccién de 500 gammas de productos pigmentados por

ce de caldo de cultivo.
EJEMPLO 2
Se procede como en ¢l Ejemplo 1, con la diferencia

de gque el terreno emplendo para la fase productiva tiene la

composicidn siguientes

Almiddn insoluble 4,5%
Harina de soja 2,25%
Corn steep liquor 2,35%
Cloruro sédico 0,5%
Carboncto cdleico 0,35%

Agua del grifo hasta 100 co.
Despuds de 120 horas de fermentacidn, se alecanza
una produccidn de 600 gammas de productos pigmentantespor

cc de caldo de cultivo.

EJEMPLO 3

Se procede como en ¢l Ejemplo 1, con la diferencia
de que el terreno empleado para la fasc productiva tienc la
composicidn siguiente:

Glucosa 0,3%
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Harine de semillas de algodén
Almiddén soluble

carbonato cdleico

Sulfato aménico

Corn Steep liquor

Agua del grifo hasta 100 ce

1,2% -
0,75%.
2,35%

Al cabo de 120 horas de fermentacidn, se alcanza

una produccidn de 900 gammes de productos pigmentantes por

¢ce de caldo de cultivo.

EJENPLO_4

Se procede como en &l Ejemplo 1, pero con la

diferencia dc¢ que el terreno emplendo para la fase produc-

tiva tien: la composicidn siguionte:
Almiddn soluble

Caseina

Harina de soja

Melage de remolacha

Carbonato cdlecico

Sulfato magnésico

Agua del grifo hasta 100 cc

Al gabo de 69 horas de fermentacidn, se alcanza

una produccién de 700 gemmas de productos pigmentantes por

¢¢ de caldo de cultivo,
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EJEMPIO 5

Con un cultivo de 3treptomyces mediolani de

20 dias de ed2d, desarrollado en el terreno y en las condi-
ciones gque s¢ han descrito en el Ejemplo 1, se inoculan
tres matraces de 300 cc que contiencn 60 cc del terreno
deserito en el Ejemplo 1,

S incuba a 282C por 26 horas en las mismas condi-
ciones del Ejemplo 1. '

170 cc dcl caldo de cultivo asi obtenido se inocu-
lan en 3000 cc del mismo terreno liquido, contenidos en un
fermentador de 5 litros provisto de un agitador de hdélice,
de tubo d¢ 2dmisidn para burbujear aire, que termina debajo
de 1o helice dsl agitador, de fragmentador de corriente,
de tubos d: inoculmeidn, de tubos nora la sdlida del cire
y de squipo para comprobar la temporatura.

Lo operacidn se efcctus = 282C, con un régimen de
aircacidn g¢ 3 l.tros por minuto y con una agitacidn de
400 r.p.m. Durente la fermentcidn sc reprime la formacidn
de espum2 aiadiendo pequefics cantidades de agente antiespu-
mante do siliconna,

£1 rendimientéd mdiximo 3: productos pigmentantes
se obtienc 2l cabo d¢ 77 horas de furmentacidn y as de
500 gommas por cc de caldo de cultivo.

Se¢ filtran 10 litros del caldo de cultivo con
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2% de Hyflo Supcrcel (marca comercial registrada) y se

desecha &l filtrado. Se suspende el micelio, a la tempera-

tura ambicnte, en 3 litros de maetznol y se sacude; 1uegolse'
efectuan tres oxtraccioncs con 3 litros de uns mezcla de
metanol-cloroformo (1:1) cada vez.

Los extractos combinedos se lavan repetidamentei
econ 2gua y lo fase clorofdrmica separada se seca sobre svlfa-
to sddico y se evapora cn vaeio 2 352C. E1 residuo olenso;
de color rojo oscuro, consta de un complejo de pigmentoszl
Se recoge cste residuo con éter de petrdleo (300 cc) y se
separa por filtracidn un sdlido de color rojo pardusco, qﬁe
pesa 1,5 g. Se concentrzn las aguas madres etéreas hasta unos
100 ec y s¢ las cromatografia sobrc una columna de a2lumina
neutra, primeramente por elucidén con éter de petréleo, para
eliminar las grasas, y lucgo con Stor de petrdleo que contie-
ne 1% de occtona. Se¢ concentra hasta volumen reducido ol
eluato de 12 banda grande de cabeza y se le deja reposar
durante la noche e¢n un refrigerador; seo separan 400 mg de
producto cristalino, rojo pirpurz, fundente a 200-201¢C y con
méximos de adsorcidn en el espectro visible en las longitudes

de onde siguiente (fraccidn A).

Disolvente /(max (milimicras)
Eter dc petrdéleo (428), 448, 478
Benceno (440), 465, 495

3

Por cromatografia de capa fina sobre gel de silice
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se ha comprobado: Rf = 0,85 (benceno) y Rf = 0,38 (éter de
petréleo y 1% de acctona). Bsta froceion A se ha identi
ficado por lo tanto como isorrenieratcno por comporacidn C¢io-
matogrifica y espectrofotométrica y mediante punto de fusidn
en mezela con uni nuestrs preparads por sintesis. Prosiguien-~
do 12 elucidn de 12 columnn con Ster de petrdleo que cohtiene
10% de acetona, se rocoge una scgunds: bandaj del eluatorcon—
centrado khasta volumcn reducido sc obtienen 200 mg de uﬁ.
polvo de color rojo ladrillo, fundente a 180-1852C y con -
miximos dv adsorcién en el cspuetro visible en las longitu-

des de onda siguientes (Fraccidn B):

Disolvente /L nax (milimicras)
Eter de¢ petrdleo (425), 446, 475
Benceno (438), 463, 493

Por cromatogr-fin dc capzn fina sobre gel de silice
se obtiecnc: Rf = 0,47 (bencsno) y Rf = 0,7 (cloruro de meti-
leno).

Esta fraceidn B ¢s poco soluble en los disolventes
orgénicos comunes, aunque ¢s muy soluble en carbonato sdédico
alcohdlico, con coloracidn roja brillante, y se reprecipita
por acidificacidn.

Mzdiante tratamiento con nnhidrido acdtico en
piridina, da un acetato fendlico g%;l 1215, 1758) que

es insoluble cn carbonato sddico alcohdlico.
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BEsta froccidn se ha identificado con el 3-oxi-
-isorrenierateno por comporscidn cramatogrdfica y espeéﬁfbfg
tométrica y mediante punto de fusidn en mezela. E1 s6lido
color rojo pardusco (1,5 g) rccogido precedentemente en dter
de petrdéleo se cromatografin en una columne de gel de §{1ice
¥ se sluye con benceno que contiene 10% do acetona. De.la
banda grondc de cola se obtienen, por eveporacidn del di-
solvente y tratamiento sucesivo con ¢ter de petrdleo, 600
ng de un sdlido emorfo, de color rojo ladrillo, funden%é*a
200¢C (con descomposicidn) ¥y que ticne en el espectré .
visible mdximo de adsorcidn en las longitudes de onda si-

guientes (Fraceidn C):

Disolvente A max  (milimicras)
Eter de petrdleo (425), 446, 475
Benceno (438), 463, 493

Por cromatografia dc capa fina sobre gel de silice
se obtione: Rf = 0,1 (benceno) y Rf = 0,26 (cloruro de meti-
leno).

Esta fraccidn C se ha identificado con el 3,3'-
-dioxi~isorreinierateno por comparcacidn cromatogréfica y

espectrofotomdtrica y por punto de fusidn en mezcla,
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Degerito el objoto del presente invento, se }

deeclaran nuevas y de propin invencidn, las siguientes
reivindicaciones, con priorided de la solicitud de .

patente italiana n® 16443, A/68 del 14 de Mayo 1968

1, Un procedimiento microbioldgico para la prepara-
cidn de 1sorren1eratenoc de la clage congtituida por el iso-
rrenierateno, el 3-oxi-isorrenierateno y el 3,3'-dioxi-isc-
rrenierateno, caracterizado por cultivarse el nuevo microor-

ganismo Streptomyces mediolani, en condiciones aerdbias y en

cultivo sumergidc, en un terrcno dc cultivo liquido que contie-
ne fuentes de carbono, de nitrdgeno y de sales minerales y se-
pararse del caldo de fermentacidn, por filtracidén o centrifu-

gacidn, ¢l micelio que contiene los productos pigmentantes.

2. Un procedimiento pegin 1la reivindicacidn 1,
caracterizado por efectuarse la fermentacidn a temperatura
de 248C & 372C, por un perfodo de 72 a 160 horas y con pH

entre 6 y 8.

3. Un procedimiento segun las reivindicaciones 1 y 2,

caracterizado por separarse del micelio de Streptomyces

mediolani que los contiener los productos pigmentantes, por
extraccidn, dc manera conocida, con un disolvente orgdnico

miscible o no miscible con el agua ¥y lucgo aislamiento y
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purificacidn por cromatografia.

4. Un procedimiento segin las reivindicaciones.
1 y 2, caracterizado por separarse del caldo de fermentgcién

el micelio del Streptomyces mediolani, secarse éste y molerse,

segin métodos conocidos, pare aliadirlo a alimentos.

PR

5. Un procedimiento microbioldgico para la prepa-

4 . O T
racion de lsorrenieratenos. b

Segin se describe y reivindica en la presenfé
memoria descriptiva que consta de 22 hojas foliadas y‘
escritas a mdquina por una sola cara.

Ladrid, a 14 H§§Y 1968
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