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Como es ya bien sabido en la industria agri-
cola, los patdgenos de las plantas y los animales, a los
cuales se haré referencia a continuacién como microor-
ganismos, son un problema serio y la causa de graves
consecuencias econdmicas. Para los objetos de esta es=-
pecificacidén y de las cléusulas, los patégenos de las
plantas y de los animales incluyen mohos, levaduras y

bacterias tales como las especies de Sclerotium rolfsii,

Rhizoctonia solani, Fusarium, Pythium, Penicillium,

Aspergillus, gue son la causa principal de la descompo-
sicién de las substancias alimenticias para los anima-
les (que incluyen alimentos mezclados, ensilaje, granos

fermentados y plantas), las especies Candida albicans,

Salmonella, y Escherichia coli.

Como es también sabido, las micotoxinas, es
decir, los venenos producidos mediante mohos y hongos
que permanecen en una substancia alimenticia, son perju-
diciales al animal que digiere la substancia alimenticia,
y puede ocasioner desérdenes semejantes, a aquellos pro-
ducidos por los patégenos anteriormente citados. Las mi-
cotoxinas se producen tanto mediante organismos patogé-
nicos, como organismos que por si no son patogénicos.
Deberd quedar comprendido, por lo tanto que "patdgeno"
se refiere asimismo a los microorganismos que producen
la micotoxina, para los objetos de esta especificacién
y de las cliusulas.

Los intentos para controlar el c¢recimiento
del moho, han incluido el uso de azufre, compuestos de
cobre, compuestos de mercurio, varios carbonatos, glio-

xalidina, quinén, captén, guanidina y més recientemente,
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los 4cidos propiénicos y sus sales. De estos, la sal de
calcio Ga(C3H502)2 del &cido propidnico, ha sido la més
extensamente usada.

Cierta enfermedad de las plantas conocida
como "tiz6n de los retofios" se ocasiona mediante patdge-
nos que son llevados en la semilla y que atacan los reto-:
fios a través de su crecimiento. Ia podredumbre de la semi-
1lla ocurre debido a los patdgenos que est&n'presentes en
la tierra que rodea la semilla y que son lo bastante podef
rosos como para destruir la semilla, alin antes de que co-~
mience a germinar, Si las semillas germinan y crecen hasta
llegar a la madurez, todavia hay el problema serio del
crecimiento adicional del moho durante el almacenamiento ;
de las substancias alimenticias, Los inhibidores de moho
usados anteriormente, han tenido éxito parcial, pero toda-
via hay una pérdida seria de substancias alimenticias de-
bido a un crecimiento de los mohos. |

Es también sabido en la industria agricola,
que varios animales padecen de malfuncionamiento de las
vias digestivas con diarrea resultante. Esto desde luego,
conduce & aumento de peso insatisfactorio y frecuenbtemen- :
te aln a la muerte del animal, Un término general aplicado
a esta condicibén es el de "diarrea blanca". No se ha de-
terminado cuél de los patdégenos es el responsable de oca-

sionar esta condicidn, aln cuando el Escherichia coli

generalmente esti presente cuando aparece esta condicibn.

Estén asimismo presentes, otros patégenos, tales como las

especies de Candida albicans y Salmonella, particularmente
en condiciones de diarrea en las aves de corral. Es también

sabido que, en muchos animales, la diarrea es un sintoma
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ey
frecuente de infeccidén de Candida albicans. Hasta ahora,

afin cuando ha sido evidente que los efectos de ciertas in-
fecciones del organismo patogénico obstaculizaban el cre-

cimiento de los animales, ha habido poco éxito en los in-

tentos de resolver el problema.

Como es evidente, los organismos patogénicos
que ocasionan el crecimiento del moho en las semillas y
las substancias alimenticias para animales, que afectan
perjudicialmente el aumento de peso de los animales, son
de consecuencias econémicas serias a la industria agrico-
la.

Consecuentemente, un objeto de esta invencidn
es proporcionar la manefa de inhibir el crecimiento y pro-
liferacién de los microorganismos de las plantas y de los
animales. Mis especificamente, un objeto de esta invencidn
s inhibir el crecimiento del moho en semillas y substan-
cias alimenticias para animales, particularmente las espe-

cies de Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Fusarium,

Pythium, Penicillium, Aspergilius, Candida albicans, Sal-

monella, las especies de Escherichia coli, y reducir cual-

quier efecto que las micotoxinas puedan tener en los ani-
males.,

) Se ha encontrado que el &cido isobutirico
y sus sales en cantidades relativamente pequefias, inhibe
el crecimiento de los patdgenos anteriormente citados. Se
ha encontrado que, cuando se agregan cantidades pequefias
del 4cido isobutirico o sus sales, a una racidén del ali-
mento del animal como un aditivo, el animal muestra un
régimen significativo de aumento de peso, superior a aquel

de los animales que no reciben aditivo. Como es bien sabi~-
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do en el ramo, a fin de que crezca el moho, es necesario
que el substrato contenga por lo menos el 12 por ciento

de humedad. Se ha encontrado que cuando se aplica a dichas
substancias un isobutirato, v.gr., isobutirato de amonio,
se inhibe el crecimiento de los mohos. De hecho, estos
isobutiratos son eficaces en substratos de contenido de
humedad alfin mayor, V.gr., de 30 por ciento y méis.

Tal y como el término se utiliga en la preseﬁ-
te, "isobutirato® se refiere al Acido isobutirico y sus '
sales. El 4cido isobutirico es capaz de funcionar en esta .
invencién. De hecho, cuando sus sales se usan, aparentemeﬁ-
te se hidrolizan en 4cido butirico y en la base respectiva,
de manera que el componente eficaz, puede todavia ser el i
écido isobutirico y/o el idén de isobutirato. Las sales def
4cido isobutirico por lo general se prefieren al 4cido peﬁ
se, debido a que tienen menos olor y se almacenan, embar-
can y manejan més félcilmente. AUn cuando los isobutiratos :
en general son eficaces, se prefieren las sales de lo0s
Grupos I y II de la Tabla Periédica, particularmente Na
y K, asi como la sal de amonio,

La cantidad de isobutirato que se requiere
para inhibir el crecimiento del moho variari hasta cierto :
grado dependiendo de la naturaleza del substrato. Por lo
general, se requiere por lo menos 0,25 por ciento en peso
de isobutirato, basado en el peso del substrato més el
isobutirato. Se logra una inhibicidén de moho eficaz a ni-
veles de 1 a 2 por ciento., Las cantidades mayores del 2
por ciento, ain cusndo son Utiles y capaces de funcionar,
por lo general no proporcionan resultados superiores a

los niveles de 1 o de 2 por ciento y por lo tanto no se
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prefieren. Una escala generalmente preferida es demazgz;
1 por cilento.

Se ha encontrado ademés que una combinacién
de un isobubirato, v.gr., isobutirato de amonio y un se=
gundo componente puede ser el Acido acético o citrico o el
sulfato de laurilo de sodio, proporciona un efecto siner-
gético cuando se usa para controlar el crecimiento del
moho, Tal y como se demostrard en los siguientes ejemplos,
ni un nivel de isobubtirato dé amonio de 0,5 por ciento
(basado en el peso del substrato més el isobutirato) ni
un nivel de un aditivo de &cido citrico de 0,4 por ciento
(basado en el peso de substrato més el aditivo) fue efi-
caz para controlar el crecimiento de mohos en semillas y
substancias alimenticias. Sin embargo, una combinacidn de
0,5 por ciento de isobutirato de amonio y O,lvpor ciento
de 4cido citrico o de &cido acético, fue eficaz para con-
trolar el crecimiento del moho. Por lo general, el aditi-
vo constituye por lo menos del 0,1 al O,4 por ciento en
peso, de preferencia de 0,2 a 0,4 por ciento en peso del
peso total del inhibidor de crecimiento de moho més el
substrato.

lMés especificamente, cuando se usan las com-
binaciones anteriormente mencionadas, se prefiere utilizar
una relacidn de &cido citrico o acético:isobutirato de
amonio, dentro de la escala de 0,133-0,2:1 6 de sulfato de
laurilo de sodio:isobutirato de amonio de 0,1-0,4:1, Aln
cuando se prefieren las relaciones anteriormente citadas,
puede ubilizerse hasta 1,67 partes del &cido o del sulfato
por una parte del isobutirato de amonio.

La combinacidén snteriormente descrita se afiade
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miento, aplicacién de una suspensién acuosa o rociadura

sobre las substancias alimenticias en una relacidén del
inhibidor de moho a la substancia alimenticia de 0,0045-
0,20:1, de preferencia de 0,006-0,012:1.

Se ha encontrado que, ademés de su efecto en
los patbgenos de las plantas, los isobutiratos son efica-:
ces contra los patbgenos de los animales, Esto es parti-
cularmente sorprendente en vista del hecho de que general-

mente se ha creido que el dcido butirico era ineficaz con-

tre los patdégenos de los animales, particularmente el

Candida slbicans (Patente Norteamericana Nimero 2.841.5261.
Sin embargo, se ha encontrado que cuando un .
medio de caldo nubtritivo que consiste de por lo menos 0,4i
por ciento de un isobutirato (v.gr., isobutirato de amo-
nio, calecio, sodio, magnesio y potasio) se inocula con un
patdgeno de animales (v.gr., especie de Salmonella y

Escherichia coli), el crecimiento de los patdgenos se inhi-

1
t

be eficazmente. Se ha encontrado ademis que el efecto si-

nergético que se obtiene cuando la combinacién de un iso-
butirato y un aditivo ya sea de &cido acético o &cido ci-
trico o de sulfato de laurilo de sodio se aplica contra
los patdgenos de las plantas, puede también aplicarse a
los patdgenos de los animales anteriormente enumerados.
Afn cuando se prefiere que el &cido acético, el &cido ci-
trico o el sulfato de laurilo de sodio constituyen el 0,2
al 0,4 por ciento en peso de la substancia alimenticia
més el isobutirato mis el aditivo, y que el isobutirato
constituya del 0,25 al 2,0 por ciento en peso de la subs~

tancia alimenticia, més el isobutirato mas el aditivo, los
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porcentajes efectivos son de 0,1 a 0,4 por ciento en peso
del aditivo y de 0,25 a 4,0 por ciento en peso del isobu-
tirato.

Cuando se administra a los animales el inhi~-
bidor de crecimiento de patdégenos, se ha encontrado que
son satisfactorios varios métodos de introduccidén en el
animal. En un método convenienbte, el inhibidor del creci-~
miento del patdgeno se introduce en el animal como un su-
plemento del alimento, rociando el inhibidor de crecimien-
to de patdgeno, en substancia alimenticia, a fin de que de
0,25 a 2,0 por ciento de la dieta diaria de animal, consis-
ta del inhibidor de crecimiento de patdgenos. Desde luego,
el porcentaje del inhibidor de crecimiento de patdgenos
en el alimento diario, variar& con el animal especifico.
Por ejemplo, es eficaz para los pollos, una cantidad de
0,5 & 1 por ciento de la dieta diaria. Se ha encontrado
asimismo, gue pars lechones, es muy conveniente una apli-
cacién de una botella con una disposicidn de "&mbolo de
empuje" en donde se administra oralmente, una cantidad
especifica del inhibidor de crecimiento de patdgenos. Es
conveniente preparar una solucidn en agua del inhibidor
de crecimiento de patdgenos que contenga de 4 a 8 por
ciento en peso del inhibidor del crecimiento de patdgenos
basindose en el peso total del inhibidor del crecimiento
de patbégenos mis el solvente.

Cuando una sal del Acido isobutirico parti-
cularmente la sal de amonio se suministra como un aditivo
para alimentos de aves de corral, hay un aumento signifi-
cativo en el régimen de aumento de peso demostrado por el

animal, Adn cuando se prefiere que del 0,4 a 0,6 por cien-
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butirico, una cantidad de 0,25 a 2,00 por ciento en peso

de la dieta total, produce un régimen acrecentado de au-
mento en peso.

Por lo general, una substancia alimenticia
tratada para el control de moho, todavia contiene isobuti-
rato cuando se alimenta a los animales; dicho isobutirato;
ayudari a controlar los patégenos en la via digestiva de

los animales, tal y como se demuestra en los distintos

- gjemplos que se dan a continuacién,

Los siguientes ejemplos ayudarfn a explicar
la presente invencidn, pero se destinan a ser ilustrativos
dnicamente y no deben interpretarse en un sentido de limi-

tacibn.

Ejemplo 1

Un medio de agar que contiene 0,25 por ciento
en peso de isobubtirato de amonio se vaci en un platillo
de petri., Se introdujo en el platillo de petri un patége-

no de plantas bien conocido, el Sclerotium rolfsii, Des-

pués de un perfodo de dos semanas, se encontrd que no ha-,
bia ocurrido un crecimiento del moho. Al mismo tiempo,

el Sclerotium rolfsii, que se aplicé al medio de agar en

un platillo de Petri, sin incluir la sal de amonio, mostrd

un crecimiento de moho considerable.

Ejemplo 2

Se repitid el Ejemplo 1 con la excepciodn de

que el patbgeno de la planta era Rhizoctonia solani. Se
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obtuvieron resultados idénticos al Ejemplo 1.

Ejemplos 3 a 5

Se prepard un medio de agar que contenfa 1,5
por ciento en peso de isobutirato de amonio y se vacid
en siete platillos de Petri, En cada uno de los primeros
cinco platillos, se introdujo una especie de cinco espe-

cies no identificadas de Fusarium; en el sexto se intro~

dujo, Fusarium oxysporium, y en el séptimo platillo se in-
trodujo la especie Pybhium. En cada caso, después de un
perfodo de dos semanas, no haebia evidencia de crecimiento
de moho. Cuando los mismos patdgenos se aplicaron a un
medio de agar que no contenia el isobutirato de amonio,

hubo crecimiento de moho considerable.

Ejemplo 6

Se expusieron a isobutirato de amonio, va-
rios substratos con un contenido de humedad de 30 por
ciento. Se encontrd que cuando las alicuotas de 70 gra-
mos de maiz molido, maiz triturado, mafiz entero y mijo
triturado, se trataron con 30 mililitros de agua que
contenfan de 0,5 a 1,5 gramos de isobutirato de amonio,
se inhibié eficazmente el crecimiento del moho, Cuando
un substrato semejante se rocid con una cantidad igual
de propionato de calcio, el moho continud creciendo. TFue
necesaria una cantidad de 2,0 por ciento en peso de pro-
pionato de calcio, para inhibir eficazmente el crecimien-

to del moho. Se encontrd también, que una cantidad de
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aproximadamente 1,0 por ciento en peso de isobutirato de
amonio, era eficaz para controlar el crecimiento del moho
en harina de cacahuate; mientras que se necesitd por lo
menos 2,0 por ciento en peso de propionato de calecio para
inhibir el mismo crecimiento. Ademés, de 0,5 a 1,25 por
ciento en peso de isobutirato de amonio fue eficaz para
controlar el crecimiento del moho en harina de semilla de
algodén y trigo; sin embargo, se necesité por lo menos

2,0 por ciento en peso de propionato de calcio para lograr
la misma cantidad de control. Los resultados se resumen en

el Cuadro que se da a continuacidén:

CUATRO I

f

Nivel eficaz tipico Nivel eficaz tipico

Substrato (30% de

humedad.) ﬁg:butirato de Eﬁggignato de |
Maiz molido 0,75=1,5% 2,0%
Maiz triturado 0,75-1,5% 2,0%
Ma{z entero 0,75~1,5% 2,0%
Mijo triturado 0,75-1,5% 2,0%
Harina de cacahuate 1,00% 2,0%
Harina de semilla de

algodén 0,5-1,25% 2,0%
Trigo 0,5-1,25% 2,0%

Ejemplo 7

Se prepar§ una solucién acuosa al 0,5 por
ciento en peso de isobutirato de niguel. Se colocaron apro=-

ximadamente 1000 mililitros en un vaso picudo y unas semi-
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1las de maiz se sumergieron en la solucién y se dejaron
permanecer en la misma durante 15 segundos. Las semillas
se colocaron luego en un recipiente seco. Otro juego de
semillas se colocd también en un recipiente semejante,

y después de un perfiodo de dos semanas, era evidente el
crecimiento considerable del moho., Sin embargo, no hubo
indicacibén de crecimiento de moho en las semillas que se

habian sumergido en el isobutirato de niquel.

Ejemplo 8

El substrato era 70 gramos de mafz secado.
A este se aplicd una cantidad de 1,5 gramos de isobutira-
to de potasio disueltos en 30 mililitros de agua. Se inhi-
bid eficazmente el crecimiento del moho. Cuando una mues-
tra semejante de maiz molido no se rocid con el isobubti-
rato de potasio, hubo abundancia de c¢recimiento de moho

después de un perfodo de dos semanas.,

Ejemplo 9

Se trataron 3630 kilogramos de grano de sorgo

(Sorghum vulgare) con 0,75 por ciento en peso de isobubi-

rato de amonio como un polvo seco (27,25 kilogramos), a
fin de proporcionar una mezcla homogénea y se almacend
como un ensilaje bajo condiciones herméticas al aire, du-
rante un perfodo de un mes, al final de cuyo periodo se
inspecciond para determinar si habia presente moho y no
se encontrd ninguno., Una muestra semejante, se almacend

también como un ensilaje durante un mes pero no se tratd

- 12 -
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con isobutirato de amonio. Después de este periodo exhi~

bid crecimiento considerable de moho,

Ejemplo 10

Varios substratos con contenidos de humedad

de 30 a 40 por ciento, se expusieron a isobutirato de

amonio y 4cido citrico, Se encontré que cuando las alicuo=

tas de 70 gramos de maiz molido, mafz triturado, maiz en-
tero, mijo triturado, harina de cacahuate, harina de se- |
milla de algodbn y trigo, se trataron con 30 mililitros

de agua que contenfan por lo menos 0,5 gramos de isobuti~
rato de amonio y 0,1 gramo de Acido c¢itrico, se inhibid
eficazmente el crecimiento del moho, Los resultados com-
pletos se proporcionan en el Cuadro II para el mafz tri-
turado. Se obtuvieron resultados semejantes con mafz moli-
do, maiz entero, mijo triturado, harina de cacahuate, ha~

rina de semilla de algodén y trigo.
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CUADRO IT
Isobutirato de Amonmio y Acido Citrico como Inhibidor de

Crecimiento de lMoho

% de Iso~ Acido Crecimiento de moho en maiz tritura-
butirato Citrico do con contenido de humedad de 30-40:%
de NH, o dia 8o dia 1lo dia 150 dia
Ninguno Ninguno + + + +
ninguno 0,1 + + + +
ninguno 0,2 + + + +
ninguno 0,4 + + + +

0,25 ninguno vestigio + + +

0425 0,1 vestigio + + +

0,25 0,2 - vestigio + +

0,25 0,4 - - vestiglo +

0,5 ninguno - - vestigio +

0,5 0,1 - - - -

0,5 0,2 - - - -

0,5 0,4 - - - -

0,75 ninguno - - - +

0,75 0,1 - - - -

0,75 0,2 - - - .

0,75 0,4 - - - -

Nota: "+" significa presencia considerable de moho;

"ot significa ningln moho detectable.

Ejemplos 11 v 12

Se repitid el Ejemplo 10 substituyendo el
isobubtirato de niquel por isobubirato de amonio en el

Ejemplo 11 e isobutixato de potasio por el isobutirato de

233,72 - 14 -
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tes a aquellos del Ejemplo 1O,

Ejemplo 13

Varios substratos con un contenido de humedad
de 30 por ciento se expusieron & isobutirato de amonio y
sulfato de laurilo de sodio. Se encontrd que cuando las
alicuotas de 70 gramos de mafiz molido, mafz triturado,
maiz entero, mijo triturado, harina de cacahuate, harina
de semilla de algodén y trigo se trataron con 30 mililitros
de agua, que contenian por lo menos 0,5 gramos de isobubti-
rato de amonio y 0,4 gramos de amonio y 0,4 de sulfato de:
laurilo de sodio, se inhibidé eficazmente el crecimiento :
del moho. Los resultados completos se proporcionan en el
Cuadro III para las muestras de mafiz triturado. Se logra-
ron resultados semejantes con mafiz molido, maiz entero,
mijo triturado, harina de cacahuate, harina de semilla de

algodén y trigo.
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CUADRC ITIT

Isobutirato de Amonio y Sulfato de laurilo de Sodic como

un Inhibidor de Crecimiento de lMoho

% de Iso- % de Sulfa- Crecimiento de moho en maiz tritu-
butirato to de lau- rado con un contenido de humedad
de NH4 rilo de Na de 30 a 40 por ciento

40. dfa 8o. dfa 1llo.dfia 1l50.dia

Ninguno ninguno + + + +
ninguno 0,1 + + + +
ninguno 0,2 + + + +
ninguno 0,4 + + + +
0,5 ninguno - vestigio + +
0,5 0,1 + + + +
0,5 0,2 - - vestigio +
0,5 0,4 - - - -
1,0 ninguno - - - -
1,0 0,1 - - - -
1,0 0,2 - - - -
1,0 0,4 - - - -

Nota: "+", significa presencia considerable de moho;

"t gignifica ningin moho detectable,

Ejemplos 14 a 15

Los Ejemplos 14 y 15 siguieron el procedi-
miento del Ejemplo 13, pero las sales de niquel y potasio
del 4cido isobutirico se substituyeron respectivamente por

el isobutirato de amonio, con resultados favorables seme~

Jantes,

- 16 -
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Un medio de agar gue contenia 0,25 por cien-
to en peso de isobutirato de amonio y 0,2 por ciento en
peso de &cido citrico se vacid en un platillo de petri, Se

introdujo Sclerotium rolfsii en el platillo de petri. Des-

pués de un perfodo de dos semanas, se enconbrd que no habia
ocurrido crecimiento de moho. Al mismo tiempo, el Sclero-

tium rolfsii que se aplicd a un medio de agar en un plati~

1lo de petri sin isobutirato de amonio y &cido citrico,

mostrd crecimiento considerable de moho.

Ejemplo 17

Se repitié el Ejemplo 16, con la excepcidn de

que el patbgeno de la planta era Rhizoctonia solani. Se

obtuvieron resulbtados idénticos al Ejemplo l6.

Ejemplo 18

Un medio de agar que contenia 0,5 por ciento
en peso de isobutirato de amonio y 0,2 por clento en peso
de sulfato de laurilo de sodio se vacié en un platillo de

petri. Se introdujo Sclerotium rolfsil en el platillo de

petri. Después de un perfodo de dos semanas, se encontrd
que no habia ocurrido el crecimiento del moho, Al mismo

tiempo, el Sclerotium rolfsii que se aplicé a un medio de

agar en un platillo de Petri sin el isobutirato de amonio
y el sulfato de laurilo de sodio, mostrd crecimiento consi-

derable de moho,

- 17 -



Se repitid el Ejemplo 18 con la excepcidn de

que el patdgeno de la planta era Rhizoctonia solani. Se

5 obtuvieron resultados idénticos al Ejemplo 16.

Ejemplos 20 a 22

Se repitid el Ejemplo 16 substituyendo cinco

10 especies no identificaedas de Fusarium (Ejemplo 20), Fusa-

rium oxysparium (Ejemplo 21), y Byghium (Ejemplo 22).

En cada ejemplo, no hubo evidencia de crecimiento de moho

después de un perfodo de dos semanas.

15 Ejemplos 23 a 25

Se repitid el Ejemplo 18 substituyendo cinco

especies no identificadas de Fusarium (Ejemplo 23), Fusa-

rium oxysporium (Ejemplo 24) y una especie de Pythium

20 (Ejemplo 25). En cada caso no hubo evidencia de crecimien-

to de moho después de un periodo de dos semanas.

., Ejemplo 26
25 3,630 kilogramos de grano de sorgo (Sorghum

vulgare) se trataron con 0,25 por ciento en peso de iso-
butirato de amonio (9,1 kilogramos) y 0,20 por ciento en
peso de &cido citrico (7,25 kilogramos) como una composi=-
cibén seca para proporcionar una mezcla homogénea y se al-

30 macenaron como ensilaje bajo condiciones herméticas al aire

23.3.72 - 18 -
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durante un periodo de un mes. Se tratd una muestra seméja?—
te con 0,50 por ciento en peso de isobutirato de amonio
(18,2 Xxilogramos) y 0,20 por ciento en peso de sulfato de:
laurilo de sodio (7,25 kilogramos) como una composicidn
seca para proporcionar una mezcla homogénea y la misma

se almacen$ también como un ensilaje bajo condiciones
herméticas al aire durante un perfodo de un mes. Al finalg
del un mes las mezclas se inspeccionaron para determinar :'

si hab{a moho y no se encontrd ninguno.

Ejemplo 27

!
Un medio de agar que contenfa 4,0 por ciento!
en peso de isobutirato de amonio se vacid en un platillo i
de petri. Se introdujo en el platillo de petri el Esche-
richia coli, un patégeno bien conocido que se aisld de un,
cerdo con "diarrea blanca", Después de un periodo de dos i
semanas, se encontrdé que no habia ocurrido el crecimiento;

del patbégeno. Al mismo tiempo, el Escherichia coli que se

aplicéd a un medio de agar en un platillo de petri sin la °

sal de amonio mostrd un crecimiento considerable del moho.

Ejemplo 28

Se repitié el Ejemplo 27 con la excepcién de
que se substituyd isobutirato de potasio por el isobutira-

to de amonio. Se obtuvieron resultados semejantes,

- 19 -
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Se repitid el Ejemplo 27 con la excepcidn

de que tres easpecies de Salmonella, S. Typhimurium,

S, gallinarum y S. pullorum, se substituyeron por el

Escherichia coli de los Ejemplos 29, 30 y 31, respecti-
vamenbe. Ninguno de los platillos de petri mostraron
sefiales del crecimiento patogénico afin cuando las mueg-
tras de control preparadas de la misma manera, contenian

una cantidad considerable del crecimiento patogénico.
Ejemplo %2

Unos medios de caldo nutritivo que contenian
varios porcentajes en peso de isobutirato de amonio y
fcido acético, tal como se - demuestra en el Cuadro IV,
se inocularon con tres especies de Salmonella, S. hi-

murium, S. gallinarum y S. pullorum. Como se muestra en

el Cuadro IV en cada c&so se inhibid el crecimiento de
Salmonella cuando habia presente en el medio de agar 2,0
por ciento en peso de isobutirato de amonio y 0,1 por

ciento sn peso de &cido citrico.

- 20 ~



CUADRO IV

Efectos del isobutirato de amonio ("AIB") y &cido citrico

en la especie Salmonella

% de AIB (Typhimurium Salmonella)
% de &cido citrico

0 0,0125 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4

0 + o+ + + + + -
0,125 + + + + + + -
0,25 + o+ + + + - -
0,5 + o+ + + + - - ;
1,0 + o+ + + + - - |
2,0 +  + + + - - -
4,0 - - - - - - -
% AIB (Salmonella gallinarum)

% de 4cido citrico

0 0,125 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4

0 + o+ + + + + -
0,125 + + + + + + -
0,25 + o+ + + + - -
0,5 + o+ + + + - -
1,0 + o+ + + + - -
2,0 + o+ + + - - -
4,0 - = - - - - -

23.3.72 - 2L -
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% AIB (Salmonella pullorum)
% de &cido citrico

0 0,125 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4

o) + o+ + + + + -
0,125 + + + + + + -
0,025 + + + 4+ + - -
0,5 + o+ + + + - -
1,0 + o+ + + l + - -
2,0 + o+ + + - - -
4,0 - = - - - - -

Nota: + significa crecimiento de patdgenos; "-" signi-

fica que no hubo crecimiento.

Ejemplo 33

Tos medios de caldo nutritivo que contenian
varios porcentajes en peso de isobutirato de amonio y &ci-
do citrico, como se muestra en el Cuadro V, se inocularon
con Candida albicans. Como se muestra en el Cuadro V, el
crecimiento de Candida albicans se inhibié cuando habian
presentes juntos (pero no separadamente) en el medio, 0,5
por ciento en peso de isobutirato de amonio y 0,2 por cien~

to de &cido citrico.
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CUADRO V

Efectos inhibitorios de las Combinaciones de Acido Gitricp

e Isobutirato de NH4 en C, albicans™

Isobutirato Acido citrico (%
de NH4 (%) 0,0 0,0125 0,025 0,05 ) 0,2 0O,

0,0 + + + + + + +

0,125 + + + + .+ + -
0,25 + + + + + - -
0,5 + + + + + - - :
1,0 + + + + - - -
2,0 + + + + - - -
4,0 + + + + - - -

® Ia hilera horizontal superior representa la susceptibi-
lidad al &cido cftrico solo. La columna vertical izquierd%
representa la susceptibilidad al iscbutirato de NH, solo.:
La concentracién iphibitoria de la mezcla: 0,2 por ciento:
de 4cido citrico, 0,25 por ciento de isobutirato de NH,. !
El simbolo: + = crecimiento en tubo; - = ningin creci-

miento visiblee.

Ejemplo 34

Unos medios de caldo nutritivo que contenian
varios procentajes en peso de isobutirato de amonio y foi-
do citrico, tal y como se muestra en el Cuadro VI, se ino-
cularon con Escherichia coli, que se tombé de un cerdo con
"diarrea blanca", Como se muestra en el Cuadro VI, ain

cuando una cantidad de 0,2 por ciento en peso de isobutira-

- 23 -
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to de amonio era ineficaz cuando se usd separadamente

contra el Escherichia coli, cuando se usaron juntos se

inhibié eficazmente el crecimiento de Escherichia coli.

CUADRO VI

Efectos Inhibitorios de las Combinaciones de Acido Citrico

e Isobutirato de NH4 en E, coli®

Isobutirato Porcentaje de Acido Citrico
de NH, (%) 0,0 0,0125 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4

0,0 + * + + + + -
0,125 + + + + + + -
0,25 + + + + + o+ -
0,5 + + + + + + -
1,0 + + + + + o* -
2,0 + + + + + - -
4,0 - - - - - - -

® TIa hilera horizontal superior, representa la
susceptibilidad al &cido citrico solo; la columna verti-
cal izquierda representa la susceptibilidad al isobutira-
%o de N, solo. Concentracidén inhibitoria de la mezcla:

0,2 por ciento de 4cido citrico més 2,0 por ciento de

isobutirato de NH,. El simbolo: + = crecimiento en tubo;
- = ningln crecimiento visible.
EJEMPIO 35

Los corrales triplicados de 8 gallos Hubbard
"white mountain" se criaron en una dieta de control regu-

lar comercialmente obtenible que contenia 22 por ciento

- 24 -
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de proteina y 2 por ciento de sucrosa. La composicidn del
alimento de porcentaje de cada ingrediente usado fueron

los siguientes:

Harina de frijol de soya 35,00%
maiz molido 55,63%
Sal 0,50%
Cal 1,37%
Fosfato de dicaleio ' 2,00%
Grasa 4,00%
Vitaminas y premezcla de minerales

vestigiales 1,50%

* Viteminas 4, Dy, Dy, By By, Riboflavina, nia-j

cina, 4cido D-pantoténico, bisulfito de sodio de Menadiona)

DI~metionina, Etoxiguina, Cloruro de colina.

Al mismo tiempo se usaron corrales triplicados’
idénticos y se efectuaron adicionales dietéticas a expen- ;
sas de la sucrosa. Un grupo se alimentd con una dieta de
control y el segundo grupo se alimentd précticamente con
la misma dieta de control conteniendo 0,1 por ciento de
isobutirato de amonio y un tercer grupo se alimenté préc-
ticamente con la misma dieta que contenfa 0,5 por ciento
de isobutirato de amonio y un cuarto grupo se aliment con’
la dieta que contenia 1,0 por ciento de isobutirato de amo;
nio, y el quinto grupo se alimenté con la dieta que conte-
nfa 2,0 por ciento de isobutirato de amonio. Los resultados,
tal y como pueden verse en el Cuadro VII, demuestran que ‘
todos los pollos & los cuales se habia alimentado el iso=~
butirato de amonio, tenian una mejor eficiencia de alimen-
tacidén que el grupo control y los pollos que recibian 0,5

por ciento de isobutirato de amonio exhibieron el mayor

- 25 -



aumento en peso.

CUMDRO VII
Efectos de Isobutirato de Amonio en el Crecimiento de
5 Pollos - Respuesta a la Dosis
' Eficien-
1 cia de
Grupo Aunento alimenta-
No. Tratamiento gramos/pollo c¢ién2
1 Control 728 1,55
10 2 + 0,1% de isobutirato de NH4 696 1,52
3 + 0,5% de isobutirato de NH, 734 1,54
4 + 1,0% de isobutirato de NH, 727 1,51
5 + 2,0% de isobutirato de NH, 72% 1,54
1 Aumento total por pollo a través de un periodo experi-
15 mental de cuatro semanas. Cada nimero es el promedio de
| 24 pollos.

a gramos de alimento dividido entre gramos de aumento,

promedio de tres duplicados.

20 Efemplo 36

Dos Jjuegos de corrales triplicados de 8 gallos Hubbard
"white Mountain" se alimentaron con las dietas de 22 por
ciento de proteina y 2 por ciento de sucrosa del Ejemplo

25 35, Sin embargo, en el segundo grupo se afiadié 0,5 por

ciento de isobutirato de amonio a expensas de la sucrosa.
Se mantuvieron en los corrales condiciones idénticas. Como
puede verse del Cuadro VIII, los pollos a los cuales se
habia alimentado el isobutirato de amonio aumentaron en

30 peso més répidamente que los pollos de control y después

23-5072 - 26 -
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de un periodo de 4 semanas, mostraron eficiencias de ali-

mentacibén superiores.

CUADRO VIII
Efectos del Isobutirato de Amonio en el

Crecimiento de los Pollos,

ESTUDIO
1 Eficiencia de alimentacién2
Aumento (gramos)

Semana Control ATBS Control AIB
1 60 78 1,33 1,30
2 204 227 1,33 1,34 .
3 386 406 1,48 1,50
4 583 667 1,72 1,56
1 Aumento total acumulativo por pollo a través de

un periodo experimental de 4 semanas. Cada nﬁme-:

ro es el promedio de 24 pollos. .
2 Gramos acumulativos de alimento dividido entre el

aumento en gramos, promedio de tres duplicados.

3 Contenia 0,5 por ciento de isobutirato de amonio.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva que
se presentan para que sean objeto de esta Solicitud de

Patente de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los

-27 -
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siguientes:

18,- Un procedimiento para preparar una
composicidn que comprende un substrato caepaz de ser
infectado por patdgenos de plantaly animal, por
ejemplo substencia alimenticia para animales, ca-
racterizado porque comprende incorporar a dicho subs
trato una cantidad de isobutirato de amonio o de po
tasio suficiente para inhibir el crecimiento de los
patdgenos en el substrato.

28,- Un procedimiento de conformidad con
la reivindicacibn 18, caracterizado porque la canti
dad es de 0,25 a 2,0 por ciento en peso basado en el
peso total de la composicibn,

38.~ Un procedimiento de confgrmidad con
cualquiera de las reivindicacibnes 18 y 28, caracte
rizado porque el subsitrato é€s una semilla,

48 ,~ Un procedimiento de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 12 y 28, caracteri
zado porque el substrato es una substancia alimenti
cia, que se selecciona del grupo que consiste de mailz
molido, triturado o entero, mijo, harina de cachue-
te, harina de semilla de algodén, trigo y ensilaje.

5¢,~ Un procedimiento de conformidad con
cualguiera de las reivindicaciones 12 a 4%, carac

terizado porque los patdgenos son las especies

- 28 -
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Sclerotium rolfeii, Rhizoctonia solani, Fusarium,

Pythium, Penicillium, Aspergillus, las especies

Candida albicans, Salmonella y de Escherichia co-

1i.

68,~ Un procedimiento de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 12 a 52, carac

’

" terizado porque se incluye un aditivo que se selec

ciona del grupo que consiste de 4ecido citrico, 4ci
do acético y sulfato de laurilo de sodio,

78.- Un procedimiento de conformidad con
la reivindicacién 62, caracterizado porque la éqg
posicién contiene de 0,1 a 0,4 por ciento en peso del
aditivo, baséndose en el peso total de la compogi-
cibn.

88,~ Un procedimiento de conformidad con
la reivindicacidn 68 § 78, caracterizado porque la
relacidn del aditivo al isobutirato queda dentro de
la escala de 0,1 & 1,67:1.

102,- Un procedimiento para preparar una
composicién que comprende un substrato capag dg ser

infectado por patdgenos de planta y animal,

- 29 -
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