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La presente invencidn se refiere a un mé-

todo devobtencidn de composiciones para ser usadas en la prdc-

tica de 12 ganaderfa para mejorar el ritmo de crecimiento del
ganado asf como la eficiencia en el uso de alimentos para ani-

males.

Las composiciones obtenidas segin la in-
vencién son dtiles, para practicarse en ganaderfa, mediante
administracién por vfa oral a animales domésticos productores
de carme, por ejemplo pollos, pavos, patos, gansos, cerdos, '
ovinos, vacunos o conejos, de dichas composiciones que compren
den un compuesto del grupo 4ecido auredlico.

Por definicidén, un compuesto del grupo
deido aureflico, tal como se usa la expresién en esta especi-

ficaecidn incluye:

(1) 4cido auredlico, descrito por Grundy y otros en Antibib-
ticos y Quimioterapia, volumen 3, pdginas 12-15 (1.953),
¥ por Philip y otros en el mismo, péginas;1218, también
descrito como LA 7017, por Sensi y otros en el volimen 8,
pdgina 241 (1.958), y como mitramicina en Estados Unidos,
donde también se describe la separacién en tres formas,

identificadas como mitramicinas A, B y C;

(2)_ una mezcla de dos cualesquiera, o de las tres mitramici-
nas A, By C;

(3) eburamicines A, B, ¢ y D, descritas por Nishimura y otros
en Diario de Antibidéticos (Tokio), Series A10, pdginas
205 (1.957), de las cuales A, B y D también han sido des-
critas como cromomicinas A2, A3 v A4 por Shibata y otros
en el mismo, Series 313, pdginas 1 (1.960).
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(4)

(5)

(6)

(N

(8)

(10)

(11)

una mezcla de dos cualesquiera o m4s aburamicinas A, B, C

Yy D;

wa mezcla de ‘dos cualesquiera, o de las tres cfomomicinas
AQ, A3 N A4, incluso las descritas como SK 229 por Yoshida
Reporte Anual de los Laboratorios de Investigacién Shiono-
gi, voldmen 15, pdgina 212 (1.965) y como M5-18903 por

Gale y otros, Anuario de Antibibticos, pdgina 489 (1.958);|

olivomicinas A, B, ¢ y D, descritas por Gauze y otros, An-
tibibticos, voldmen 7, pdginas 34 (1.962) y por Braznihi-
kova en el mismo, pdgina 39;

una mezela de dos cualesquiera o mds de las olivomicinas A
B, C ¥ D, incluso las descritas como NSC A-649 por Chmitz
y otros, Antibidticos y Quimioterapié, volumen 10, pdgi-
na 740 (1.960);

los antibidticos 232, 2014, 7193 y 11296, descritos por
Ukhlina y otros, Microbiologfa, volvYmen 34, pdgina 147
(1.965);

un compuesto uUnico, o una mezela de compuestos, obtenida

de la fermentacidn de Streptomyces pilosus, NCIB 11238;

variamicina, descrita por Zhdanovich y otros. Quimica de

Compuestos Naturales, volumen 7, pdgina 625 (1.971);

una sal de amonio, una sal metdlica alcalina, una sal
metdlica alcalinotérrea o una sal metdlica de transicién,
complejo o quelato de un compuesto o mezecla de compuestos
descritos en los numerales (1) a (10) precedentes, por

ejemplo sales de amonio, sodio, potasio, litio, magnesio,

caleio, bario y cobre,

y
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Fl compuesto del grupo dcido auredlico se
administra a los animales preferiblemente por via oral como
suplemento de la qieta, es decir, mezclado con alimento sélido
disuelto en el agua de beber, o bién, tratdndose de animales
jévenes tales como lechonéé o terneros, disueltos en leche
entera o desnatada. En generzl conviene adminisftrar el com-
puesto mezclado con la dieta sélida normal, nutritivamente
equilibrada, de los animales, y dicho alimenio reforzado de~
berd contener preferiblemente entre 0,0001% peso/peso (1 g
por tonelada) y 0,005% peso/peso (50 g por tonelada) del
compuesto. Se poéré alimentar a los animales con dicho ali-
mento reforzado durante todo el perfodo de crecimiento, o sé-
lo wna parte de dicho perfodo, por ejemplo al principio, y/o -
hasta el perfodo previo a la matanza. FEL aumento del ritmo
de crecimiento logrado mediante las composiciones obtenidas
seg¥n la invencidén, permite lograr el peso de mercado o peso
de matanza de los animales en un perfodo mds corto de desa-
rrollo que el normal, o producir animales mds pesados al ca-

bo del perfodo normal de desarrollo.

A los niveles éptimos de inclusidén del
compuesto promotor del crecimiento no se observan indicios
de efecto t6xico alguno.

Los compuestos preferidos del grupo 4cido
auredlico para su uso en el procedimiento de la presente in-
vencién son las sales de sodio y de magnesio, quelatos o com-

plejos de mitramicina A, y una mezcla de mitramicinas.

El procedimiento de la invencién comprende
dispersar, en forma homogénea, wnn compuesto del grupo decido
auredlico en un diluyente o portador atéxico, comestible, 1I-

quido o sélido.

2
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5.

Un diluyente o portador liquido apropiado
es, por ejemplo, el agua de beber ¢ la leche entera o desnatada.

. Un diluyente o portador sélido apropiado,
atéxico, comestible, puede ser, por ejemplo, un alimente para
animales nutritivamente balanceado, tal como un alimento conven
cional normal para pollos parrilleros consistente de grano moli
do y subproductos granfferos y protefna animal, reforzado con vi
taminas y minerales; un alimento normal em venta en el comercio,
para el engorde o acabado de cerdos, w otro alimento convencio-
nal para animales; o puede ser un diluyente o portador sdlido
inerte sin valor nutritivo; por ejemplo caolin, talco, carbona~
to de calcid, tierra de batdn, arcilla de Acapulco, conchilla

de ostras o piedra caliza molidas; o bién, puede ser almidén

o lactosa.

‘ La compoéici6n obtenida segin la invencién
puede adoptar la forma de un alimento reforzado apropiado para
la alimentacidn directa de los animales, en cuyo caso deberd
contener preferiblemente entre 0,0001% peso/peso y 0,005% peso/
peso de un compuesto del grupo dcido aure&lico mezelado con
un alimento nutritivamente equilibrado para animales; o bién
podrd ser en forma de una mezcla concentrada ya preparada, para
ser dilufda con un alimento convencional para animales a fin
de producir un alimento reforzado apropiado para la alimentacién
directa de los animales; en cuyo caso, dicha mezcla deberd con-
tener preferiblemente entre 0,005% y 504 peso/peso de un com-
puesto del grupo dcido aureblico, mezelado con un alimento pa-
ra animales nutritivamente balanceado, o con un diluyente séli-
do inerte sin valor nutritive, tal como piedra caliza molida,
almidén o lactosa. Dicha mezcla puede diluirse en forma con-

vencional, preferiblemente en serie, en dos o mds etapas, para

asegurar vna mezcla pareja.
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Conforme a otra caracterfstica de la in-
vencién, se provee un proceso para la fabricacién de una mezcla
de mitramicinas que consiste en cultivar una cepa de Strepto-

myceg pilosus productora de mitramicina en un medio nutriente

acuoso -que contenga fuentes de carbono y nitrégeno asimilables
en condiciones aerdbicas, en agitacién, a una temperatura entre
los 152C y los 459C, filtrando el cultivo y aislando la fraccidn
deida del filtrado por medios convencionales.

Una cepa apropiada de S. pilosus produc- »
tora de mitramicina es la depositada en la Coleccién Nacional
de Bacterias Industriales, Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentos, Estacidén de Investigaciones Torry, 135 Abbey Road,.
Aberdeen AB9 8DG, Escocia, bajo la referencia NCIB 11238. 1Ia
descripcidn de esta cepa de S. pilosus es la siguiente:

A. Morfologfa (levadura-malta-agar, 259C,
8 dfas)

Fl micelio aéreo muestra ramificacién
simple. Cadenas de esporas largas (mds de 10 esporas) en es-
pirales (spira). Superficie de las esporas (en microscopio

electrdénico), pilosa.

B. Apeariencia del crecimiento despuéds de
- 12 dfas a 259C en;

1. Levadura-malta-agar

Coloniz tipicz de estreptomycetos. Nice-~
lio aéreo blanco al principio, torndndose gris = medida que pro-
gresa la esporulacién (Serie gris). Esporulacidén profusa. Subs

trato del micelio marrén. 3in pigmento difusible.
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2. Almidén-sales-agar

Micelio aéreo gris pdlido, escasa esporula<

cién. Substrato del micelio color canela. Sin pigmento difusi
ble. '

3. Glucosa-asparagina-agar

Micelio aéreo gris, esporulacién profusa.

Substrato del micelio gris. Sin pigmento difusible.

4, (@Glicerol-asparagina-agar

Micelio aéreo gris, esporulacién profusa.

Substrato del micelio color canela. Sin pigmento difusible.

5. Harina de avena-agar

Sin micelio adreo. Substrato del micelio

blanco. Sin pigmento difusible.

6. Sucrosa-nitrato-agar

Micelio adreo gris pdlido. Buena esporu~-
lacidn. Substrato del micelio color canela grisdceo. Sin pig-

mento difusible.

7. MTirosina-agar

Micelio aéreo gris pd4lido. Buena esporu-

lacién. Substrato del micelio gris. Sin pigmento difusible.

8. HNutriente-agar

Micelio adéreo blanco. Poca esporulacién.
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Substrato del micelio color canela, torndndose casi negro. Sin
pigmento -difusible.

9. Hierro-peptona-agar

Micelio aéreo blanco grisdceo. Escasa
esporulacidén. Substrato del micelio marrén, torndndose negro.

Ligero pigmento difusible marrén (Melanina +, pero débil).

10. Pigmento melandideo-agar

Sin micelio aéreo. Substrato del micelio
marrén oscuro. Ligero pigmento difusible marrén (melanina +,
pero débil).

C. DPropiedades fisioldgicas

Utilizacién como vnica fuente de carbono
(en agar Pridham/Gottlieb) de:

glucosa
xilosa
arabinosa
ramnosa

fructosa

+ o+ + + O+ o+

galactosa

rafinosa
manitol +
inositol +

salicina + (muy aébil)
suerosa + (débil)

Hidrdlisis de:

gelatina +
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almidén +
casefna (leche-agar) +

Aceidn en leche tormasolada

Peptonizacidén y producecidn de £eido. Sin
solidificacidn.

Temperaturas de e¢recimiento

Crecimiento en levadura-malta-agar después

de 14 dfas a:

2¢ 592 102 152 200 252 309 372 452 55¢

En el proceso de la presente invencidn,
una fuente apropiada de carbono asimilable es, por ejemplo, wn
alcohol polihfdrico, tal como glicerol, glucosa, xilosa, ara-
binosa, ramnosa, fructosa, galactosa, manitol o inositol, sien-
do una fuente de carborc preferida el glicerol, FEl glicerol
se incorpora convenientemente al medio a razén de un 2% a wn
5% peso/voldmen. '

Una fuente apropiada de nitrdégeno asimila-
ble es, por ejemplo, peptona, la gque se incorpora conveniente-

mente a razén de un 0,5% a un 2% peso/voldmen.

El medio nutriente contiene, ademds, can-
tidades mds pequeflas de otros elementos, tales como fésforo,
por ejemplo en forma de ortofosfato 4cido potdsico o fosfato
daménico; magnesio, por ejemplo en forma de sulfato de magne-
g9io o carbonato de magnesio; azufre, por ejemplo en forma de

una sal de sulfato; potasio, por ejemplo en forma de cloruro

D T YO YOp
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de potasio, carbonato de potasio, u ortofosfato dcido potdsico;

.y vestigios de sales de elementos tales como cobre, zinc, hie-

rro, manganeso y molibdeno.

Una temperatura apropiada para la fermen-
tacidén es 329°C, y & producto 4cido puede extractarse del fil-
trado del cultivo por medios convencionales, por ejemplo, ex-
tractando el filtrado con un solvente orgdnico inmiscible en
agua, de pH neutral o bdsico para quitar productos neutrales
y bdsicos no deseados, acidulando la fase acuosa y extrayendo
el producto 4cido requerido con un solvente orgdnico inmisei-

ble en agua.

De acuerdo con otra caracteristica de la
invencidn, se provee un proceso mejorado para purificar el
producto 4dcido que consiste en convertirlo en el quelato de
magnesio o la sal del mismo haciendo entrar en contacto a una
gsolueidn del producto 4cido en un solvente orgdnico inmisci-

ble en agua, con silicatoc de magnesio.

Los siguientes ejemplos ilustran la in-

vencién pero no son excluyentes:

Ejemplo 1

Se cultivé Streptomyces pilosus NCIB 11238

como cultivo de ladera en cuatro laderas de un medio de tripto

nad evadura-agar en semilleros a 329C durante 7 dfas. Se ras-

yaron el micelio y las esporas de cada ladera con agua esteri~

lizada (100 ml) poniendo las paspaduras en un frasco de 2 li-
tros que contenfa 1 litro de un medio preparado segun la si-

guiente férmula:
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Glicerol ‘ 5,0% peso/voldmen

Peptona (Difco-marca registrada) 0,5% "
Carbonato de caleio 0,1% ™ "
Ortofosfato dihidrdégeno potdsico 0,0244" ‘ "
Sulfato de magnesio .7Héo 0,02% " "
Concentrado de elementos menores 0,14 n "
Agua desionizada hasta 100

Fl concentrado de elementos menores se

prepard del siguiente modo:

Sulfato ferroso .7H20 0,1% peso/voldmen
Sulfato cfprico .5H,0 0,015% n "
Sulfato de zinc .7H20 0,1% n n
‘Sulfato de manganeso .4H,0 0,014 n "
Molibdato de potasio 0,014 » Ul
Agua desionizada hasta 100

Se agregaron las sales a una parte del
agua desionizada, y se aciduld la mezcla con wn ‘voldmen sufi-
ciente de 4cido clorhfdrico concentrado con agua desionizada.
Luego se esterilizd la solucidén en autoclave 2 1,05461 Kg/bm2

durante me&ia hora.

Se agitaron los cuatro frascos de 2 lltros
asi preparados a 329¢C durante 2 aias en un agitador orbital.
Luego se combind el contenido de los cuatro frascos para ino-
cular un fermentador que contenfa 80 litros de un medio prepa-

rado de acuerdo con la siguiente {érmula:

Glicerol ) '5,0% veso/voldmen
Carbonato de calcio 0,14 n t

Ortofosfato Zcido potésico 0,024% n "
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Sulfato de magnesio .7Héo 0,2% peso/volimen
" Concentrado de elementos menores

(como se describe precedentemente) 0,1% ¢ "
Peptona (Difco-marca registrada) 0,5% n "
Agua desionizada hasta 100

y se esterilizd en autoclave a 1,05461 Kg/bmz‘durante’media
hora. El contenido del fermentador se agitd a 329C durante

45 horas usando una turbina con 6 4labes chatos que giraban

a 260 r.p.m. y aireando a razén de 40 litros por minuto. Se
agregd glicol de polipropileno a medida que resultaba necesa-
rio para suprimir la formacién de espuma. El caldo de fermen-
tacién se filtrd, y se extractd el filtrado (pH ~ 7,3) con
acetato de etilo (251.); el que luego fué desechado. Se ajus-
t4 el pH de la fase acuosa a 3,5 con 4eido clorhfdrico 5Ny
se extractd con acetato de etilo (2 x 25 1.). Se combinaron
los extractos de acetato de etilo, se secaron con sulfato de
sodio y se filtraron, y luego se concentrd el filtrado, a pre-
sién reducida, a wn volumen de 1 litro. |

Del concentrado puede obbtenerse el produg
t0o requerido, por dualquiera de los dos procedimientos que si~’

guen:

V A. BSe lavd el concentrado de acetato de
etilo con una solucién dilufda de bicarbonato de sodio (500
ml de agua con una cantidad suficiente de solucién saturada de
bicarbonato de sodio para dar un pH de 9 a 10). Se separd la
fase acuosa y se 1lavé con cloroformo ( 1 1.), el que fué dese-
chado. Iuego se ajustd el pH de la fase acuosa a 3,5 mediante
el agregado de 4cido clorhfdrico dilufdo, se lavé con éter dig
tflico @ x 1 1.), el que fué desechado, y se extractd con ace-

tato de etilo (2 x 1 1.). Se combinaron los extractos de ace—‘

tato de ebtilo, se secaron con sulfato de sodio y se filtraron; -
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' de etilo hasta la sequedad para formaer una goma cruda. Se di-

registrada), y se eluyd la columa con agua. La mitramicina

13.

el filtrado se evapord hasta la sequedad y el residuo se tri-
turd con &ter dietflico para obtener una mezecla cruda de mi-

tramicinas en forma de un sélido marrén amarillento. -
B. Se evapord el concentrado de acetato

solvid la goma (11 g) en metanol y se adsorbid la solucién so-
bre diatomita (unes 2 g). Se evapord el solvente y el material
gseco se aplicd en la parte superior de una columsa de diatomi-
ta (40 x 6,5 cm) completada con cloroformo. Se eluyd la colum
na con cloroformo y se recogieron fracciones de 15 ml. Se exa
minaron las fracciones por cromatograffa de capas delgadas so-
bre placa de gel de sflice Merck 254, eluyendo con una mezcla
de cloroformo/metanol/98% v/v de 4cido férmico en una propor-
cién de 84:8:8 por voldmen, para determinar la presencia de
los productos de mitramicina requeridos; y se combinaron frac-
ciones de 50 a 250 que contepién este producto, luego se eva-
poraron hasta la sequedad para obtener una megzcla cruda de

mitramicinas en forma de sélido marrén amarillento (1,9 g).

Ejemplo 2

Se aplicd una solucidén de la mezcla cruda
de mitramicinas obtenida en el ejemplo 1 (3,4 g) en metanol
acuoso a la parte superior de una colummna previamente hinchada
(28 x 5 cm) de dextran entrecruzado (Sephadex G-25 ~ marca

desciende por la columa en forma de una banda amarillo-verdo-
sa en rdpido movimiento, y se recoge la fraccién apropiada del
eluyente. Se puede usar uno de los siguientes métodos, indis-

tintamente,

A, Se liofiliza el eluyente para obtener
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mitramicinas mezcladas en forma de un sflido liofilizado de

color amarillo (2,5 g), o bién:

B. Se ajusta el pH del eluyente a 3,5
con decido clorhidrico dilufdo y se extracta con acetato de eti
lo, se seca el extracto y se evapora hasta la sequedad para odb
tener mitromicinas mezcladas, en forma de polvo amarillo (2,3
g), p.£. 169-1729C.

Las mitramicinas. as{ obtenidas pueden con
vertirse en un quelato de magnesio del componente principal,
como sigue:

Se agregd 6 g de silicato de magnesio

"Florisil® (marca registrada) a una solucién de mitramicinas

mezcladas (400 mg) en acetato de etilo y luego se evapord este-

dltimo. Se aplicd el "Florisil® conteniendo las mitramicinas
mezcladas adsorbidas a la parte superior de una columma (40 cm
x 2 cm) rellenads de "Florisil" y se eluyd la columma sucesi--

vamente con:

i) acetato de etilo,
ii) 5% v/v metanol en acetato de etilo,
iii) 10% v/v metanol en acetato de etilo,

iv) 15% v/v metanol en acetato de etilo.

Se combinaron las fracciones iii y iv, se
evaporaron los solventes, y se cristalizé el residuo a partir
de metanol/acetato de etilo para obtener uﬁ quelato de magne-
sio en forma de cristales amarillos, p.f. 210-2172C (descom-
posicién), Zfélfa;7§3 = + 852 (C = 0,5 en metanol)., Andlisis
encontrado, C = 56,0, H = 7,2. Calculado para (652Hﬁ5024)2’
Mg.2HéO, ¢ =56,0, H=7,0¢4d. Estos datos concuerdan substan-~
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cialmente con los obtenidos para el quelato de magnesio de mi~
tramicina A de la fermentacidn de Streptomyces argillaceus
ATCC 12956 o S. plicatus ATCC 12957.

Ejemplo 3

Se disolvié wna solucién de la mezela cru
da de mitramicinas obtenidas en el ejemplo 1 (250 mg) en la
cantidad mfnima de metanol y se aplicd a la parte superior de
la polumna de gel de sflice (25 x 2 ¢m) formada usando la fa-
se del fondo de una mezcla de voldUmenes iguales de cloroformo,
metanol y solucién de hidrdxido de amonio. Se usé la misma
mezcla de la fase del fondo para eluir la colwmea, y Se reco=-
gid la principal banda amarilla., Se evapord el solvente para
obtener un polvo amarillo, el que se disolvid en agua (10 ml).
Se ajustd el pH de la solucién a 3,5 usando deido clorhfdrico
dilufdo, y se extracté con acetato de etilo (2 x 15 ml). Se
evaporaron los extractos de acetato de etilo hasta la sequedad,'
obteniendo mitramicinas mezcladas en forma de polvo amarillo
(100 mg), p.f. 169-172¢C.

Ejemplo 4

ée colocaron grupos de 20 pollitos de un
dfa tomados al azar en pequefias jaulas en el piso provistas de
camas de virutas de madera y bebedros automdticos. Se alimen-
t6 a las aves en 16 de dichas jaulas elegidas al azar durante
6 dfas con una dieta nubtritivamente balanceada de control que
no contenfa ningun promotor de crecimiento conocido; a las aves
en las restantes jaulas (4 jaulas por cada dieta del tratamien-
t0) durante el mismo periddo, se las alimentd con la misma

dieta bdsica, a la que se agregd el peso indicado de mitramici-

nas mezcladas obtenidas en el ejemplo 2 § 3, o un promotor co-
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nocido para el crecimiento de las aves, penicilina o nitrovina,
como control positivo. Al cabo del perfodo de prueba se deter-
mind el peso medio por pollo en el grupo de control y en cada
grupo del ensayo, y:se calculd el porcentaje de aumento de peso
para cada grupo del ensayo, comparado con el grupo de control.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

Dieta Peso final medio % efecto
por pollo (g) v. control

Dieta bdsica - control 38,15 -

Dieta bdsica + penicilina 25 ppm 42,57 ® 11,6
Dieta bdsica + nitrovina 10 ppm 42,99 12,7
Dieta bdsica + mitramicinas mez- z

cladas 25 ppm 48,12 26,1
Dieta bdsica + mitramicinas mez~ :
ecladas 10 ppm , 46,12 ® 20,9

£ Significativo a nivel p < 0,001

Ejemplo 5

En otro ensayo de crecimiento se repitié

.el procedimiento descrito en el ejemplo 4. En este caso se

expresa el peso como peso total medio de uma jaula de 20 pollos

Se obtuvieron los siguientes resultados:

Dieta , Peso final medio % efecto
20 pollos (g) v.control

Dieta bdsica - control T40 -
Dieta bdsica + penicilina 25 ppm 876 18,25
Dieta bdsica + nitrovina 10 ppm 826 11,6

Dieta bdsica + mitramicinas mez-
cladas 25 ppm 984 32,8
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Dieta Peso final medio % efecto
20 _pollos (g) v. control

Dieta bdsica + mitramicinas mez

cladas 10 ppm 926 24,6
Dieta bdsica + mitramicinas megz '
cladas 5 ppm 825 11,5
Dieta bdsica + mitramicinas mez )
cladas 2,5 ppm 792 7,0
Ejemplo 6

En otro ensayo de erecimiento se repitié
el procedimiento descrito en el ejemplo 5, pero en este caso
se formaron pellas de todos los alimentos mediante un sencills

proceso de compresién. Se obtuvieron los siguientes resultados

Dieta Peso final medio ¢ efecto
20 pollos (g) v. control

Dieta bdsica - control T74 -
Dieta bdsica + mitramicinas mez-

cladas 25 pmm 1063 37,2
Dieta bdsica + mitramicinas mez~

cladas 10 ppm 1047 35,3
Dieta b4sica + mitramicinas mez-

cladas 5 ppm 920 18,9
Dietaz bdsica + mitramicinas mez~

cladas 2,5 ppm 856 10,4
Ejemvlo 7

Se repitid el procedimiento descrito en
el ejemplo 4 usando las mitramicinas mezcladas obtenides me~

diante el cultivo de Streptomyces argillsceus 4.7.C.C. 12956

vor un método conocido, y sz obiuvieron los siguientes resulta-

dos:
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Peso final medio % efecto

por pollo (g) v. control
Dieta bdsica - control 40,1 -
Dieta bdsica + penicilina 25 ppm . 41,6 18,8
Dieta bdsica + nitrovina 10 ppm 45,2 12,9
Dieta bdsica + mitramicinas mez~
cladas 25 ppm 46,4 15,9

Ejemplo 8

el ejemplo 4 usando el quelato de magnesio descrito al final

del ejemplo 2

Se repitié el procedimiento descrito en

y se obtuvieron los siguientes resultados: ]

Dieta Peso final medio % efecto
por pollo (g) v. control
Dieta bdsica - control 41,30 -
Dieta bdsica - penicilina 25 ppm 47,95 16,1 %
Diete bdsica + nitrovina 10 ppm 45,67 10,6 %
Dieta bdsica + quelato de magne- % z
sio 10 ppm 49,65 20,2
Dieta bdsica + guelato de magne- = £
sio 5 ppm 47,97 ° 16,2
Dieta bdsica + guelato de magne- % x
sio 2,5 PP 43,65 5)7

x PL 09001;

Bjemplo. 9

F PL0O,0
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Dieta Peso final medio % efecto
por pollo (g) v.control

Dieta bdsica - control : 41,30 -
Dieta bdsica + penicilina 25 ppm 47,95 ® ' 16,1
Dieta bdsica + nitrovina 10 ppm 45,67 * 10,6 *
Dieta bdsica + quelato de magnesio .
10 ppm 48,69 = 17,9 *
Dieta bdsica + quelato de magnesio
5 ppm 46,38 * 12,3 ¥
Dieta bdsica + quelato de magnesio '
2,5 ppm | | 43,75 = 5,9 =
P < 0,001; P < 0,01 |

Ejemplo 10

Se repitid el procedimiento descrito en
el ejeﬁplo 4 usando 4 jaulas, cada una de 30 pollos machos de
descarte, prolongando el ensayo a 4 semsnas, Se obtuvieron

los siguientes resultados:

Dieta ’ Peso final medio  Indice de
- por pollo (g) conversidn
de alimentos

Dieta bdsica - control . 329 1.876
Dieta bdsica + nitrovina 10 ppm 339 1.800 =
Dieta bdsica + mitracinas mez- x =5
cladas 10 ppm 360 1.782
Dieta bdsica + mitramicinas mez- - e
cladas 5 ppm 360 1.789

£ significativo al nivel de p «< 0,01
¥x significativo al nivel de p <.0,001.
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Ejemplo 11

_ Se distribuyeron 72 lechones de un peso
aproximado de 20 Kg cada uno, entre 8 grupos iguales de trata
miento de 9 lechones cada uno, sobre la base del sexo y de peso
en vivo. Se asignd a cada grupo de tratamiento una dieta dis-
tinta, y se alimentd individualmente a cada animal en cada gru=
PO con su correspondiente alimento, pesado con exactitud de
acuerdo con wna escala de alimentacidén en base al peso en vivo,
ajustado semanalmente. Al final de un perfiodo de ensayo de
9 semanas se determinaron el aumento diario de peso vive en
gramos (ADPVG) y el fndice de conversién de alimentos (ICA -
la relacién de Kg de alimento por Kg de aumento de peso vivo)

para czda grupo. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Dieta ADPVG ICA

Dietas con bajo contenido de cobre

Dieta bdsica - control 522,9 2,564

Dieta bdsica + nitrovina 10 ppm 567,0 2,381

Dieta bdsica + carbadox 20 ppm 630,6 * 2,292

Dieta bdsica + mitramicinas mezcladas

25 ppm 640,2°F 2,201 *
Dista ADPVG _ ICA

Dietas con 2lto contenido de cobre

Dieta bdsica - control 575,2 2,349
Dieta bdsicz + nitrovina 10 ppm 579,2 2,308
Dieta bdsica + earbadox 20 ppm 672, T 2,184"
Dieta bdsica + mitramicinas mez-

cladas 25 pum 612,8% 2,245

¥ - significztivo 21 nivel

td

< 0,05

% -~ signifiecativo 21 nivel 3 < 0,01

-
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Ejemplo 12

Se repitié el procedimiento descrito en
el ejemplo 4 usanddé cromomicina A3 suministrada por Takeda
Chemical Industries Ltd., de Osaka, Japén, en lugar de las
mitramicinas mezeladas. Se obtuvieron los siguientes resul-

tados:

Dieta Peso final medio % efecto

por pollo (g) v.control

Dieta bdsica - control 41,46 -
Dieta bdsica + penicilina 25 ppm - 46,73 ® 12,7 1
Dieta bdsica + nitrovina 10 ppm 45,46 * 9,7
Dieta bdsica + cromomicina A
10 ppm 3 43,68 == 5,4
Dieta bdsica + cromomicina A3 x
5 ppm . 44,51 753

¥ - significativo al nivel p < 0,001
¥¥ - significativo al nivel p < 0,01
**x - 8ignificativo al nivel p £0,05

Ejemplo 13

Se disolvié el quelato de megnesio crista-
lino (4,2 g) del ejemplo 2 en agua (100 ml) y se ajusté el pH
a 3,0 agregando cuidadosamente decido clorhfdrico 0,1 N. ILuego
se extractd la solucidn acidulada con acetato de etilo (2 x
100 ml), se secd el extracto (N&QSO4) y se evapord el solvente
para obtener una goma amarilla. Al ser triturada con éter la
goma. dié un polvo amarillo (2,5 g), el que se cristalizé a par-
tir de acetato de etilo y se secé a 100°C bajo alto vacfo para
obtener un material, p.f. 173-1762C, idéntico a la mitramicina

A por espectroscopfa infrarroja y r.m.n. ¥ cromatograffa 1{-
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quida a alta presién,

Ejemplo 14

Se agitd un litro de caldo de fermenta-
cidn obtenido como se describe en el ejemplo 1 con solucién

de cloruro de sodio al 204, se ajustd el pH a 3,5 y se extrac~

+t6 la mezcla con quetona etilo metilo (2 x 300 ml). Se combi-~

naron los extractos, se secaron, Se concentraron a 10 ml y se
extractaron nuevamente con solucidén acuosa saturada de bicar-
bonato de sodio (2 ml). ZLuego se tratd la fase acuosa con me—
tanol (5 ml) obteniendo un precipitado fino de sal sédica de
mitramicina (30 mg).

Ejemplo 15

Pueden fabricarse mezclas preparadas apro
piadas para diluir com un alimento animal incorporando 1, 5,
10, 25 6 50 g de mitramicinas mezcladas en un alimento normal
para pollos parrilleros gue contenga mafz molido y harina de
pescado, agregando lisina, metionina, vitaminas y minerales,

de manera que el peso final sea de 500 g.

Asfmismo pueden fabricarse otras mezclas
preparadas reemplazando las mitramic¢inas mezcladas por cual-
quier otro compuesto del grupo decido auredlico.

Ejemplo 16

Pueden fabricarse mezclas preparadas apro
piadas para diluir con alimentos para animales por el proceso

descrito en el ejemplo 15, usando piedra caliza molida en lu-

gar del alimento normal para pollos parrilleros.

22.
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Ejemplo 17

Puede - obtenerse un alimento apropiado
vare la alimentacidn directa de las aves mezclando fntimamente
SOO'g_de una mezcla preparada obtenida como se deseribe en
los ejemplos 5 § 16, con 4,5 Kg de alimento normal para pollos
parrilleros y luego mezclando uniformemente la mezcla asf ob-
tenida con 995 Kg de alimento normal para pollos parrilleros;
para obtener un alimento para aves que contenga 1, 5, 10, 25
é§ 50 g de un compuesto del grupo dcido auredlico por tonelada,
segdn la concentracidn del compuesto en la mezela preparada

usada.

Descerita suficientemente la naturaleza
del invento, asf como la manera de realizarse en la préctica,
debe hacerse constar que las disposicones anteriormente indi-

cadas son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto

no alteren su principio fundamental.
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24.

REIVINDICACIONES

1. DProcedimiento de obtencidn de composi~-
ciones para economizar y mejorar la crianza de animales, carac
terizado porque se dispersa un compuesto del. grupo del dcido
auredlico,en un diluyente o vehiculo sdlido,_qmeStible,no t 6~

xico, en forma homogénea.

2. Procedimiento segin la reivindicacién
1, caracterizado porque dicho diluyente o vehfculo es agua de

beber, leche entera o leche descremagda.

3. Procedimiento segin la reivindicacién
1, caracterizado porgque el diluyente o vehfculo es un alimen-~

to para animales nutricionalmente equilibrado..

4. Procedimiento segin la reivindicacién
3, caracterizado porque el alimento para animales nutricionalmef_
te equilibrados es una dieta para pollos asaderos de grano mo-
lido y subproductos de grano y proteina animal, supleméntada
por vitaminas y minerales, una dieta de engorde o acabado para
cerdos, comercial, standard u otros alimentos convencionales

para animales,

5. Procedimiento segin la reivindicacién
3 6 4, caracterizado porque se mezcla de 0,0001 a 0,005% p/p
del compuesto del grupo del dcido auredlico.

6. Procedimiento segin la reivindicacién
3, caracterizado porque la mezcla se lleva a cabo en forms de
premezcla concentrada para su dilucidn con un alimento conven-

cional para animales, para producir un alimento suplementado
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adecuado para la alimentacién directa a animales,

7. Procedimiento segin la reivindicacidén
6, caracterizado porque el diluyente o vehfculo sélido, comes-
tible, no t6xico, es un alimento para animales nutricionalmen-

te equilibrado, un diluyente sélido inerte sin valor nutricio

nal, almidén o lactosa.

8. Procedimiento segdn la reivindicacién
7, caracterizado porque el alimento para animales nutricional-
mente equilibrado es una dieta para pollos asaderos convencig

nal, standard, una dieta de engorde o acabado de cerdos, comaL

cial, standard, u otro alimento convencional para animales.

9. Procedimiento segin la reivindicacidén
7, caracterizado porque el diluyente sélido inerte sin valor
nutricional es caolfn, talco, carbonato de caleio, tierra de
batdn, arcilla de atapulgita, conchas molidas de ostras o ca-

liza molida,

10. Procedimiento segin cualquiera de
las reivindicaciones 6 a 9, caracterizado porque se mezcla de

0,005 a 50% p/p del compuesto del grupo del dcido aureélico.

V 11. Procedimiento segin cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el com-
puesto del grupo del dcido auredlico es la sal sddica o de mag
nesio, quelato o complejo de mitramicina A.

12. Procedimiento segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque el compuesto del

grupo del dcido auredlico es una mezcla ‘de mitramicinas.
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26.

13. ZProcedimiento para preparar una mez-
cla de mitramicinas, caracterizado porgue comprende cultivar

una cepa de Strepiomyces pilosus productora de mitramicina,

en un medio nutriente acuoso, que contiene fuentes de carbono
¥ nitrégeno asimilables, bajo condiciones aerdbicas agitadas,
a2 una temperatura entre 15 y 459C; filtrar el cultivo; y ais-
lar la fraccién acfdica del filtrado.

14. Procedimiento segin la reivindicacién

13, caracterizado porque la cepa de Streptomyces pilosus pro-

ductora de mitramicina, es la depositadz en Nationmal Collec-
tion of Industrial Bacteria de Escocia con la referencia NCIB
11238.

15. DProcedimiento segin la reivindicacién
13 6 14, caracterizado porque la fuente de carbono asimilable .
es glicerol, glucosa, xilosa, arabinosa, ramnosa, fructosa,

galactosa, manitol o inositol.

16, Procedimiento segun la reivindicacidén
15, caracterizado porque el medio acuoso nutriente contiene

de 2 a 5% p/v de glicerol como fuente de carbono asimilable.

17. Procedimiento segun la reivindicacién
14, caracterizado porque el medio acuoso nutriente contiene de

0,5 a 2% p/v de peptona como fuente de nitrdgeno asimilable.

18, Procedimiento para purificar el pro-
ducto acfdico del proceso reivindicado en la reivindicacién 13,
caracterizado porgque comprende convertirlo a la sal de maénesio
quelato o complejo del ﬁismo, mediante la puesta en contacto

de una solucién del producto acfdico en un disolvente orgédnico

inmisecible con agua, con silicato de magnesio.
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19. 7Procedimiento de obtencidn de compo-
siciones para economizar y mejorar la crianza de animales,
tal y como queda sustancialmente descrito en la presente Memo-

ria.

Esta Memoria consta de 27 hojas, escritas

a mfquine por una sola cara,

¥q QL. 1977
Madrid,
IMPERIAL CHEMICAL INDUSTRIES LIMITED,
29 Y POMDY
Yoye-Lliazr

P Ca U
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