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PROCEDIKIEKTO PARA LA PRODUCCICN DEL ARTIBICTICO AH 314

AKERICAK C7AKAMID COMPAKI COMPARY, entidad uúrt3a?--:ri - 
cana, residente en Bardan Avenue, l'c^nchip ¡rf Wayne, 
Estado de Ne'y Jersey, EB. DU. de A.

(3.68,024)
ECh

La presente i.n? ansien se relaciona.con un'nuevo antibiótico, 

con su. producción pey fermentación, con ¡r.étogos para su yccs-peracAó:: 

y concsntracióu a pa?rtir de soluciones crudas, cen pyoc&dj^3Íc.::tc& poru 

su pvurificacióny con la preparación do sos ca3.cs.

La presente invención se relaciona también con un alimento mo-- 

jorado para animales, particularmente para el uso con animólas demósti- 

cos jóvenes, en los cuales so incluyo aves de corral tales come pollo:*.̂  

pavos, patos y similares. También'os dtil par-a ganado vacuno, caba­

llos, oordos, porreo y ovejas joyones,

Se ha presentada un considerad s prcbl.ema rara poder*' acc3.nT-.:r

MuJ. 6M

P00RQUAUTY
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si crecimiento de animales domésticas jovenes, y también para pro­

tegerlos contra enfermedades, La importancia económica de un régi­

men rápido de crecimiento es considerable, especialmente en anima­

les domésticos do crecimiento rápido tales como aves da corral, por 

ejemplo pollos, pavos, patos y similares. Cnanto más rápido es ol 

crecimiento, tanto mayor es la proporción da alimento que se trans­

forma en carne. También es deseable impedir las enfermedades en 

los pollos., Para ambas finalidades se propuso anteriormente el uso 

de diversos antibiéticos ¿e espectro restringido, tales como penici­

lina, bacitracina, estreptomicina, y antibiéticos de espectro amplio 

tales como tetracielina, oxitetraciclina o elorotetraciclina, y si­

milares. Cuando se los mezcla con alimentos para animales, en las 

cantidades apropiadas, estos compuestos alimentan en efecto la ga­

nancia de peso bajo ciertas circunstancias, y las drogas facilitan 

también la protección contra infecciones. Sin embargo, siempre que­

da lugar para mejoras y es con un alimento mejorado de esta clase, 

para animales, con lo que se relaciona la presente invención.

La presente invención comprende una composición de alimento 

para animales que contieno los ingredientes alimenticios convencio­

nales nutritivamente equilibrados y una cantidad eficaz de antibió­

tico J¡M 374 como nuevo aditivo activador del crecimiento.

La presente invención incluye en su alcance al antibiótico en 

formas diluidas, como concentrados crudos, y en fermas cristalinas. 

Estos nuevos productos son activos contra una variedad de micro-or­

ganismos que incluyen bacterias gram-positivas. Les efectos del
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nuevo antibiótico sobre moro-organismos específicos, juntamente con 

sus propiedades químicas y físicas, hacen que difiera de antibióti­

cos anteriormente Rescriptos..

El nuevo antibiótico, al cual se ha denominado ¿K 374, se 

forma durante el cultivo, bajo condiciones controladas, de un nue­

vo estreptomioeto aislado a partir de un suelo que se encuentra en 

Utah? Estados Unidos de Norte America, Se ha depositado un cul. sáio 

viable del nuevo micro-organismo en el Culture Collection Laboratc- 

ry, Northern Utilization Besoarch and Dovelopment División, Um.red 

States Department of Agricultura, Peoría, Illinois, .catados Unía--
n'.'*

de Norte América, y ha sido agregado a su colección permanente. So 

encuentra libremente obtenible en este depósito bajo .̂u Húmedo 

Registro NRRL 3582.
La descripción o identificación de este nuevo micro-organis­

mo, que ce mantiene en la colección de cultivos do Lederle Laborato­

ries, Pearl Biver, Nueva York, EE.UU. de N.A., fueron suministradas 

por el Dr. E. D. Tresner de dichos laboratorios,

Se realizaron observaciones de las características de cursivo, 

fisiológicas y morfológicas del cultivo de acuerdo con los métodos 

detallados por Shirling y otros ("Mlthods fer Characterization of 

Strsptomyces Species", Internat. Joum. of Syst. Dacteriol. lo. 

313-34C, (l$66)). Les medios utilizados en el estudio fueron o-eg?.- 

dos entre los recomendados per Pridham y otros,  ̂ "A Seloction of 

Media for Maintenance and Taxonomía Stuáy of Streptontvcgs", Anfibio- 

tics Annual (1956-1957), PP- P^^ ^  cultivación de setrep-



tomicetos. Los detalles están registrados en las Tablas I a IV; y 

más adelante se da una descripción general del cultivo. Los colores 

descriptivos subrayados fueren tomados de Jacobson y otros ("Color 

Harmony Manual" 3a. Ed. 1%8).

Magnitud del crecimiento

Moderado sobre la mayoría de los medios; bueno sobre agar de 

dextrosa de patatas; leve sobre agar de solución de Czapek.

Micelio Aereo y/o color de los esporos en masa

Micelio aereo blancuzco sobre la mayoría de los medios; se. 

vuelve Ivory (2 db) a Lt. Ivory (2 ca) en las áreas de esporula- 

ción.

Pigmentos solubles

Amarillento sobre diversos medios; ninguno sobre ágares de 

solución de Czapek, de asparagina-dextrosa y de sales inorgánicas— 

almidón.

Color del reverso

En tonos amarillentos sobre la mayoría de los medios.

Rea cedros fisiológicas diversas

Los nitratos no se reducen a nitritos en caldo de nitrato or­

gánico; licuación completa de la gelatina en siete días; no se pro­

duce melanina sobra agar de peptona-kierro. Utilización de la fuen­

te de carbono de acuerdo con el método de Pridham y otros, (J.Bact. 

$6 : 107-114, (l%8 ); utilización regular a buena da 1-arabinosa, 

d-fruotosa, i-inositol, lactosa, d-manitol, d-melibiosa, salicina,



5 - !78552
d-trehalosa, d-xilosa; utilización pobre o nula de 1-ramnosa, aac- 

nitol, d-molezitosa, d—rafinosa y sacarasa.

Mioromorfología

Escaso micelio aéreo, que da lugar a cadenas enrodadas lar- 

gas y flcxuosas de esporos elípticos a alargados, 0 ,5 a 0 ,6 .̂ X 

1,0 a 1,3^u, Superficie lisa del esporo, de acuerdo con lo de Sor-

minado mediante microscopía electrónica.

Sobre la baso do las características generales observadas, 

los micro-organismos constituyen un miembro del género St^tor^occ. 

^0  ̂ Se realizó una comparación del cultivo NBRL 3582 con todos j.os es­

pecímenes de referencia disponibles de otros estreptomicetos que 

tienen características taxonómicas básicas similares. Dos espueleo 

tienen varias características en común oon NREL 3582$ sin omocrgo, 

al examinar las descripciones de estas especies relacionadas, que 

1 5 . existían en la literatura, se encontró ciertas diferencias básicas.

Estas diferencias se indican en la Tabla '1. Ademas de est^s d.t- - O" 

rancias, HRBL 3582 produce en general un crecimiento marcadamente 

más restringido sobre la mayoría de les medies y su esporulacion 

tiendo a ser más escasa.

2 0, En la Tabla V se puedG observar que la morfología de los

esporóforos de HERL 3582 es la del tipo Rectus-Flexibilis de Prid- 

ham y otros (Appl.Micro3ol. <3:52-79 (1958) mientras que la de las 

otras dos especies es Spira.

Esto constituye una diferencia muy fundamental, y por sí so- 

25. - la es apropiada para distinguir entre los organismos. Cuando se la



-  6 - 378552
considera juntamente con las otras diferencias indicadas, NRBL 3532 

se destaca suficientemente de los demás para considerarlo como una 

especie separada.

Teniendo on cuenta el color marfil de los esporos produ­

cidos por el organismo, se propone la denominación S^egtomjroes_ebu; 

rospereus n.s, como epíteto descriptivo apropiado.

/
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Hedió Magnitud del 
oreoimiento

Agar de solución Leve

Agar ¿3 aspara-- Ko&sra
gina-Dsoitrosa

Micelio

a Ivory 
t esporul 
leve
_ Micelio 
escaso

Agar &e Hicker y 
Tresnar Mo¿eí-ada

Agar Te ex­
tracto de le— 
vsdura Modera''a

?Micelio 
' s?. vuel 
¡Lt, Ivc
j¡ da espc
¡ Micelio 
vestigi 

i. o ion
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;i(^ DI! BTÁ'EPTOilICES EBU30SP0IE:US n,s. IÍRRL 3532
Incubad en: 
Temperatura:

14 di as 
28°C .

Micelio aereo y/o 
esporos

Pigmento
soluble

Color del 
reverso Observaciones

Micelio aéreo blancuzco, que Ñaua 
se vuelve Ivorrr (2 db) 
a Ivory (2 ca) en zoíias áe 
e sporulaoi 6n, Bspo rulad ón 
leve

I;t. Melca

Yellou 
(3 ea)

Crecimiento res­
tringido

Micelio aeree blancuzco, 
escaso Maña Bamboo Crecimiento res­

tringido^ borda 
dentado de la co­
lonia,

Micelio aérea blancuzco que 
!se vuelve Ivory (2 ño) a 
Lt. Ivory í 2 ca) en zonas 
) ñe esporulación

Amarillen­
to § leve

- Lt. Ambgr- 
ITio) --

Crecimiento su­
perficial papi­
lar

Micelio aéreo blancusco^ 
vestigios ñe esporula­
ción

Amarillen­
to $ leve

- Lt, Ambar 
(3 ic.)

Superficie rugosa

;
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Hedió Magnitud del 
crecimiento

Híĉ

Agar de copo-.? 
de avena ¿e 
Ku.eter

Moderada diceiio c;e 
rué ce v.n 
¡í Ltf__Ivcr 
tas de a:rj: 
;ulación 1

Agar de harina 
de avena y pa.o- 
ta de tozare

Moderada ÜceHc ai 
¡ue sarao 
' Lt<. Ivc-r 
¡:as de cap 
Lep-orulací

Agar de dextro- 
sa de patata

Bueno -icedio ag 
-*;caso. Se 
2 db) a L 
n nonas d 
'sporulaci

Agar de B&nnett Moderada ícelioa-á 
acaso.Ye
r-jinlación

t



1 del 
n t o

-A. I  ( c o n i ')

-Aicelio aereo y/o 
esporos_

-icelío aéreo blancuzco, 
:ue se vuelve Ivory (2 db) 
r (2 oa) en so—
:̂ as ds egpoi'ul ación, Esco­
ra 1 ación leve.

'icelio aéreo blancuzco- 
cae se vuelve Ivory( P ¿r)
' (2 ca)* en so­
las de atiporulación, 
"sporulación leve.

o.Celio aereo blancuzco, 
'-Ceso, Se vuelve Ivory 
2 <lb) a Lt, Ivory (2 ca) 
n zonas le esporulación, 
Rpor\ílación leve.

-icelio aerar blancuzco, 
acaso. Vestigios de es- 
'órnlación

Po.g¡nent,o Color del Observaciones 
_55.--Vble revers ;<

Casrauo ama- Lt, %elon Hidrólisis aode- 
riliento^ Yello^ rada ¿el almjaón 
^ v e  ( 3  *

Amarillo Lt, Ámbar 
anaranjado^ ([fie)* 
moderado

Papilas superfi­
ciales

Amarillo 1%. Adbax 
anaranj ado ̂ (3 "icY *
moderado

levo hidrólisis 
del almidón,Hu­
no rf i cié de la 
colonia rugosa 
a cuarteada

Amarillento, Lt, Ambe:- 
leve {T* ic)

Superficie arru­
gada y papilar.



378
552

 
i 

378
5̂2

d̂ m
 ̂d 3 {>

*3 So

^ J

s ..
3°

d
*g

--4
w!
P3

 ̂Oío

.̂HE d'dO

o >,
O .H K  **d Rl. K O *3Pjd-d'd
3)<3fJ.H[!̂ m ̂  g



^ * 7

. ' . e c . i o 1 M i c
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' A B L A  I (Cent')

LÍL--';r'
Micelio aéreo y/o 

esporos Pigaenio Color ¿el Observaciones 
soluble reverso

Micelio aéreo blan- 
cusco, que se vuel- 

j ^  Ivoi-y (2 ¿b) a 
! L^< Ivciv (2 ca) en 
[ zonas ¿e espoi-ula- 
í ción,
; Esporula.ción le—
¡ ve

Nada L'L-,, He Ion
Yello?
(3 ea)
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KICH3I0BP0L0GIA DD ST33PY

Medio Micelio aéreo y/o estructuras 
esporíferas

jipar de co­
pos de ave­
na de Kuster

Micelio aéreo escaso que 
gar a cadenas enredadas 
y ilexuoaas de esporos

Ja ir."
argas
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fCI-ZCES E3UR03P0n'.!B n.s. H33L3582

a t u r a s Forana ge Ion TasaSo de los Superficie ¿e 
esporos esporos ios esporos

d a l n -
!.arg.as

FJí pirco o 
alargado

Esporos 0,5- 
0,6/a x
1 , 0 ^ -  l , 3 ^ ¡ a .

Lisa según se 
determina por 
microscopía 
electrónica

t
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REACCIONES FISIOLOGICAS DIFUSAS DE ESTRSPTLíIC ES E3CRC;

Medio

Caldo de nitrato 
orgánico

Caldo de nitrato
orgánico

Gelatina

Período de Incubación 

7 días

14 días

7 días 

24 horas

Kagnit
oreci:

Buc

Bu^

¿gar de hierro Modí
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n i

EBUR03?OBn?S n. s, N33L 3 5 82

Magnitud, ¿el 
oreciu;ente

B u e n a

Temperatura: 28^ G, 

Reacción fisiológica

Sin reducción de ni­
tratos

Buena Sin reducción As ni­
tratos

Buena Licuación completa

Moderada No se produce melanina



TABLA IV

378552
UTILIZACION DE LA RUENTE DE CARBONO DE STREFTOMYCES 

EBUROSPOREUS r,B, HERI- 35-32
Incubación: 10 dj!a.5

Fuente de Carbono 

Adonitol 

1-Arabinosa 

. d-Fructuosa 

i-Inositol 

Lactosa 

d-Hanitol 

d-Melazitosa 

d-1-íelibiosa 

d-Rafinosa 

1-Ramnosa 

Salicina 

Sacarosa 

d-'Tr chalosa 

d-Xilosa 

Doxtro3a

Testigo negativo 

Buena utilización 

Utilización regular

Temperatura: 28°C*

' Utilización 

0  

3 
2 
3 
3 
3 
o 

3
0

1

3
o '

3
3
3
o

1 - Utilización pobre 

0 - Sin utilización
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cer?¿!acior is STBEPICETCES 3582, S. ALB

Streptomyces NRRL S.

Kícelio aereo y/o 
ranific-acicass 
portadoras de es­
poros

Esporóforos largos, 
flemosos y enreda­
dos

Esp: 
f en*.

Fonaa del esporo Elíptics-c a alargada Esfe

Licuación de la 
gelatina

Licuación completa Licu

Pigmentos solubles Princj.palmo ni e ama­
rillentos

Prin
rill

Crecimiento sobre 
agar de asparagina- 
Aextrosa

Crecimiento aaari- } 
liento; micelio aó- i 
reo, blancuzco, es- j 
caso !

Cree*
mice:
vuel
cuse
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cargos.
snreó.c-

Esporóforos cortos, 
foiiiiar-lo espirales

Esporóforos largos, 
rectos, ramificados 3 
formando espirales

alargada ' Esférica Esférica

aplata Licuación rápida Licuación lents

ce ana- Principálmente ama­
rillentos

Principalmente par­
duscos

Li O Sté— 
30 c es—

Crecimiento castaño^ 
micelio aereo que se 
vuelve amarillo blan­
cuzco

Crecimiento color crema 
a pardusco. Micelio aé­
reo abundante, color 
crema.
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Se comprenderá que para la producción del nuevo antibíótlc', 

la presente invención no so limita a esto organismo particular o 3 

organismos que responden plenamente al crecimiento expuesto mas arri­

ba y a las características microscópicas que han sido dadas con íi—

5* nes ilustrativos. En efecto, so dssea y se tiene la intención de

incluir el uso de mutantes producidos a partir del organismo Rescrip­

to mediante diversos medios, tales como radiación X, radiación ultra­

violeta, mostaza nitrogenada, exposición a fago y similares. 

Procedimiento de fermentación

10; La cultivación del organismo S, eburosporeus puede llevarse

a cabo en una amplia variedad de medios líquidos de cultivo. Medios 

que son titiles para la producción del nuevo antibiótico incluyen una 

fuente asimilable de carbono tal como almidón, azácar, melaza, gli— 

cerol, etc; una fuente asimilable de nitrógeno tal como proteína,

1 $. hidrolizado de protemna, polipótidos, aminoácidos, licor de macera— 

ción do maíz, etc.; y aniones y cationes inorgánicos, tales como po­

tasio, sodio, calcio, sulfato, fosfato, cloruro, etc. Se suministra 

elementos vestigiales, tales como boro, molibdeno, cobre, etc,, bajo 

la forma de impurezas u otros constituyentes de los medios. 3o pro— 

2 0 . veo aereación en tanques y botellas forzando aire sstóril a través

de la superficie del medio de fermentación o sobre dicha superficie. 

Se provee agitación adicional en tanques mediante un impulsor mecá­

nico. De acuerdo con lo necesario se puede agregar uñ agente anties­

pumante tal como 1% de octadecanol, en aceite de manteca de cerdo.
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Preparación del inoculum

Se prepara un inoculum de S, eburoeporcus en frasco sacudi­

dor, inoculando 100 mi. de medio líquido estéril, en frascos de 500 

mi. con raspados o lavados de esporos de una placa inclinada de 

agar del cultivo. Comúnmente se utiliza el siguiente medio.

Melaza  ................ '20 g.

Glucosa .................. 10 g.

Bactopoptona ....... 5 g*

Agua, c.s.p. ............. 1000 mi.

A una temperatura de 25 a 29°C, y de preferencia 2 8 Ĉ, se 

incuba los frascos y se los agita vigorosamente sobre un sacudidor 

rotativo durante 30 a 48 hrs„ Se utiliza,estos inoculum de 100 mía 

para inocular tandas de 1 y 12 lt. del mismo medio en fermentadores 

de vidrio de 2 y de 20 lt. Se aerea el amasijo do inoculum con aire 

estéril mientras se continúa el crecimiento durante 30 a 48 hrs.

Se utilizan esas tandas de inoculum para inocular férmehtadores del 

tipo tanque. ,

Fermentación en tanque

Para la producción del antibiótico en fermentadores del tipo 

tanque, se utiliza de preferencia el siguiente medio de fermentación.

Harina de soya ........... 10 g.

Cerelosa ................. 10 g.*

Cloruro da sodio ........  5 g*

Carbonato de calcio ...... 1 g.
Solubles de destilería de
maíz ................... 5 g*

Agua, c.s.p. ............. 1000 mi.
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Se inocula cada tanque con 3 a 10% do inoculum prcduci-de en 

la manara descripta más arriba. Se suministra aeraaclón a razón ¿e 

0,3 a 1)0 lt. da aire estéril por cada litro do caldo por minuto y se 

agita la mezcla do fermentación mediante un impulsor al cual se im­

pulsa a razón de 200 a 400 r.p.m. Se mantiene la temperatura entre 

25 y 2$°C y por lo general a 28-C. Comúnmente se continúa la fermen­

tación durante 65 a $0 hrs. en cuyo momento se cosecha el amasijo. 

Procedimiento de purificación

Después de completar la fermentación, se filtra el amasijo 

fermentado que contiene el antibiótico de la presente invención, de 

preferencia a pS 6, para separar el micelio. Para facilitar la filtra­

ción se puedo utilizar tierra do diatomeas o cualquier otro auxiliar 

convencional de filtración. Normalmente se lava con agua la torta 

micelial y se junta el lavado con el filtrado. Se adsorbe la activi­

dad antibiótica sobre Darco G-60, u otro adsorbente tipo carbón apro­

piado, utilizando aproximadamente 0,5% (en peso/volumen) del adsor- 

bento.* Se puede eluir la actividad antibiótica, retenida sobre ol 

carbón, agitando el carbón durante aproximadamente -i hr. con aceto­

na acuosa al 40% ajustada a pH 2 mediante ácido sulfúrico concentra­

do, utilizando un volumen del eluato que es aproximadamente igual a 

un cuarto del volumen de cerveza original. Se concentra el eluato 

bajo presión reducida hasta una fase acuosa que es igual aproximada­

mente a un vigésimo de su volumen original. Se ajusta ol pH de esta 

fase a aproximadamente 3)5 mediante hidróxido de bario y se separa 

por filtración el precipitado de sulfato de bario que se forma.-
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So concentra más todavía la solución ajustada (filtrado.) hasta apro­

ximadamente 400 a 800 mi. Con este concentrado se forma entonces una 

lechada con alúmina acidificada (utilizando aproximadamente un quin­

to de la cantidad do alúmina en gramos en comparación con el volumen 

del concentrado) y.so vierte esta lechada sobre una columna apropia­

da de alúmina acidificada (utilizando aproximadamente 10 veces la 

cantidad de alúmina que se utiliza en la carga) compactada en húmedo 

en metanol. So cluyo la actividad antibiótica a partir de la columna 

mediante metanol acuoso (per lo general 25 a 50%) y se recoge frac­

ciones activas apropiadas. Se combina las fracciones activas y se 

las concentra hasta pequeño volumen (1 lt. o menos) baj& presión 

reducida. Se ajusta el pH de este concentrado aproximadamentehasta 

ó,0 a 6,5 mediante hidróxido de bario, Tambián en este oaso se sopa­

ra por filtración el precipitado de sulfato de bario que se forma y 

se liofiliza el filtrado claro de manera de obtener el antibiótico 

(crudo) 4H 374. Se purifica más todavía el material lioi'ilizado me­

diante cromotagrafía en columna sobre una resina intercambiadora de 

iones apropiada, por ejemplo CM Sephadex C-25 (forma H*). Se pueda 

eluir la columna utilizando soluciones diluidas de ácido sulfúrico. 

Hedíante hidróxido de bario, se ajusta aproximadamente a pH 6,3 el 

eluato que contiene la actividad antibiótioa, situada por absorción 

a 280 ya. Se sapera por filtración el precipitado de sulfato de ba­

rio que 3e forma y se concentra el filtrado hasta un volumen de apro­

ximadamente 30 a 80 mi. Se ajusta hasta aproximadamente 8,0 el pH de 

esta solución, mediante resina IR45(0H ), Se separa la resina por25-
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filtración y se agrega el filtrado a una mayor cantidad de acetona 

con agitación y se recupera por filtración el precipitado $U6 se 

forma. Se lava el precipitado con acetona y se le seca a tempera­

tura moderada bajo presión reducida de manera de obtener el anti­

biótico Ai 374 on la forma de base.

Características físicas

Se pueda preparar una mezcla cicroanalítica, precipitando 

base -KM 374 en acetona metanólica y/o otanólica, y secando el pre­

cipitado bajo pronunciada presión reducida (10 ^mm) a 100°C. duran­

te dos días. La base 4M 374 antibiótica, preparada de esta manera, 

contiene los elementos carbono, hidrógeno, oxígeno, nitrógeno y clo­

ro, sustancialmente en los siguientes porcientos en peso:

Carbono ................... 54,54

Hidrógeno ................. 6,10

Oxígeno ................... 29,01

Nitrógeno ....    7,60

Cloro ....................  2,47

El material carece de un punto definido de fusión, descom- 

ponióndose lentamente por encima de 250°C. La rotación óptica es 

/ V 7  ̂  = 102 ( ±  2,9°) c = 1,045 en agua).

Se producen máximos de ultravioleta a:

282 nyu (E ̂  cm. - 42) en soluciones ácidas;

282 ¡yu (E ̂  om. = 42,5) en soluciones neutras?

305 ^u (E ̂ cm. - 51,5 ) en soluciones básicas:

esc.260 mp (B ̂  cm. = 92 ) en soluciones básicas.
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Un espectro do absorción ds infrarrojos de base ¿K 374 en 

una pastilla de KBr, preparada en una manera normal, manifiesta 

una absorción característica a las siguientes longitudes do onda 

expresadas en micrones: 3,0? 3,45? 6,0? 6,20$ 6,30? 6,67? 6,88? 

7,05? 7,2 2? 7,35esc? 7,52? 7,67? 8 ,2 ? 8,ó5esc? 8,8 5? 9,45?9,75? 

9,$0?10,45eso? 11,0 7? 11,5? 1 2,0 ? 12,35? 13,35; 14,4.

La curva infrarroja está ilustrada en la figura 1 del di­

bujo que se acompaña.

El antibiótico áM 374 muestra los siguientes valores de 

Rj, en los sistemas solventes indicados más adelantes utilizando 

- Bacillus subtilis pE 6,0 ó Corynebacterium xerosis como organismos

de detección:

Valer R̂ . Sistema Solvente

0,90 NH^Cl acuoso al 5%

0,20 Piridina 2 partes 
s-colidina 2 partes 
seo-butanol 1 parte
agua 1 parte

La base antibiótica 4H 374 as fácilmente soluble en agua y 

sulfóxido de dimetilo, y moderamente soluble en metanol, y en menor 

medida en etanol.

El antibiótico 374 se distingue claramente de otros an­

tibióticos por los datos de caracterización indicados más arriba y 

por su antividad antimicrobiana, La actividad, antimicrobiana in vi— 

tro de este nuevo antibiótico y de su producto de hidrólisis, cs*6á 

presentada en la siguiente Tabla VI que muestra la mínima concentra 

ción inhibidora que se requiere para impedir el crecimiento de
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micro-organismos representativos on un medio nurmivs,

TABLA VI

A C T I V I D A D  A N ^ r iM IC R O B IA N A  I N  V I T R O  D H L  A í? )? IB IO T IC O  AM 3 7 4  Y  S U S  
_______________P R O D U C T O S  D E  H I D R O L I S I S  (A *)

Staphylocoocus aureus, 
ATCC6538Ñ

Staphylocoocus aureus,
No .' 6 $

Staphylocoocus aurous,
Roso ATCC 15134

Staphyiococcus aureus,
Smith ATCC 1370?

Streptococcus pyo^enes 
C 203

Streptoc-oocus faocalis 
ATCC 8043

Streptoooocus sp., no hopio- 
Utico No. 11

Straptococcus sp.. (3-hcmo-- 
lítico No. 80

Mycobactoriuni sme^matis
ATCC 607

Salmonalla typhosa 
ATCC 6539

Proteus vulgaris ATCC 9484

Eschorichia coli U 311

Escherichia coli DY

K1 eb si ella pncumoniao 
Strain AD

Concentraciones inhibidoras mínimas 
(microbramos.por mi. ) --- — ,

Aurtibiótico P r o d u c t o
A!4 374 hidróli:

3,1 6,2

3,1 3,1

6,2 6,2

6,2 6,2

0,62 1,23

3,1 6,2

6,2 6y2

6,2 6,2

> 250 125

^ 250 > 230

> 250 > 250

> 250 > 250

> 250 > 230

> 230 h- 230
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Entorobactcr aerogoncs
No. ?5 > 2 5 0  > 250

Pscudomonas aeruginosa
ATCC 10145 >  250 > 250

El AM 374 os activo in vivo también contra una variedad de 

micro—organismos gram-positivos como estafilococosy neumococos y 

estreptococos. Por*lo tanto, el nuevo antibiótico es potoncial- 

mente útil como agente terapéutico para tratar infecciones bacte­

rianas en mamíferos causadas por micro—organismos de esta clase.

Se puede esperar que el nuevo antibiótico es útilmente utilizable 

para tratar o controlar infecciones de .esta clase mediante aplica­

ción como tópico o por administración parenteral.

La utilidad del nuevo antibiótico queda demostrada por su ca­

pacidad para controlar on el ratón las'infecciones letales sistÓmi- 

cas. El nuevo antibiótico manifiesta alta actividad antibactoriana 

in vivo en los ratones contra Staphv100occus aurous, cepa Smithj 

StachylococcuB aureus, cepa Rose3 Streptococcus pyogenos, C 203 y 

Diplococcus pneumonías - SV1 cuando se le administra en una sola 

dosis subcutánea a grupos do ratones hembra Carworth Farms CF-1,

de un poso de aproximadamente 20 g., infectados intraperitoncalmen-
"**!? *—6te con una dosis letal de estas bacterias 1 0 " 1 0 " ,  10 y 10 

en diluciones TSP de caldo de soya y tripticasa, respectivamente, 

de un cultivo en sangre TSP.

La siguiente Tabla VII ilustra la actividad antibactoriana - 
na in vivo del AM 374 mientras que la  siguiente Tabla VUEilustra 
la  actividad antibactariana en vivo del producto de h id ró lis is .
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AOTIVIDJiD ^TIBACTERIA;!A IN 7IY0 DED

Ratones vivos/total. j4 'a.s aespue
Dosis 

nig/kg. de 
peso ¿el cuerpo

Staphylococcus
au retís

Staph;
at

Cepa Ssith 0&pí

320 2(
80 -- . lí
20 20/20 4
5 20/20 ./' C
1 ,25 l/20

0,32 2/20

De los ratones testigo no tratados infernados mur
déla .afección
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DI VIVO DEC ANTIBIOTICO AM 374^  — — -------
oial. 1A A-fas después de la infscción

lococcus Staphylbooccus Sireptocoocus Diplococcusreus aureus pyogenes pneumotTi 3'-SBi'áh Cepa Rose c 203 S71

- 20/ %

- . 18/20 -

l/20 4/20 20/20 20/20

)/20 0/20 20/20 20/20
./20 - 3/20 15/20

/20 0/20 0/20

Ajados infes 
de la 3

'talos murieron $$-100% 
.nfeoción

dentro de los 5 días después



ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL DE AM

PRODUCTO DE HIDROLISIS

Ratones vivos/Total

* Dosis: 
mg/kg. de poso

14 días despuós de la 
infección

del cuerpo Staphylococcus aureus 
Copa Smith

20 5/5

5 3/5

1 ,25 0/5

0,32 i/5
0 ,08 0/5

Se describirá mas en detalle la presente invención con refe­

rencia a los siguientes Ejemplos específicos.

EJEMPLO 1

Preparación del inoculum

So prepara un medio típico, utilizado para el crecimiento 

del inoculum primario, de acuerdo con la siguiente fórmula:

Melaza ............. . . 20 g.

Glucosa .......................... 10 g.

Bactopeptona ....................- 5 6 *

Agua, cg.p............... . , 1000 mi.

Se utiliza los esporos lavados o raspados, de una placa in­

clinada do agar de s„ oburosporous para inocular dos frascos cada uno 

do los cuales contiene 100 mi. del medio mencionado más arriba, on 

frascos do 500 mi. So dispone ios frascos sobro un sacudidor rotati-
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vo y so los agita vigorosamente durante 28 hrs. a 28"C. Se transfie­

re el inoculum resultante del frasco a un fermentado? de vidrio de 

18,9 lt. que contiene 12 lt. de medio esté?yil. So aerea el fermen- 

tador do vidrio con aire estéril mientras so lleva a cabo el creci­

miento, durante aproximadamente 48 hrs., después de lo cual so uti­

liza los contenidos para sembrar un fermentado? dol tipo tanque de 

300 lt.

EJEMPLO 2

Fermentación

Se prepara un medio de fermentación de acuerdo con la siguion-

te fórmulas

Harina de soya ...........

Cerdosa .................

Cloruro de sodio ......... . 5 e.

Carbonato de calcio ...... . 1 g<

Solubles de destilería de
maíz ........... .

Agua, c.s.o, ...... .....

So esteriliza a 120°C el medio de fermentación mediante vapor 

a una presión do 6,80 lcg. durante 45 a 60 minutos. El pH del medio 

después de la esterilización es 6,6 . Se inocula 300 lt. de medio 

estéril en un fermontador del tipo tanque de 400 lt. con 12 lt, de 

inoculum como el descripto en el Ejemplo 1, y se lleva a cabo la 

fermentación a 28°C utilizando aceite Hodag M - 8  como agente deses­

pumante. So suministra aeroacién a razón de 0,5 lt. do aire estéril
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pox- cada litro de amasijo par minuto. Se agita el amasijo mediante 

un impulsor al cual se impulsa a razón de 300 r.p,,m. Al término de 

aproximadamente 70 hrs. do tiempo do fermentación? se cosecha ol ama­

sijo.

EJEMPLO 3

Aislación y purificación

So filtra 300 lt. de amasijo fermentado con aproximadamente 

2% (p/v) do auxiliar do filtro de tierra do diatomeas y se lava la 

masa del filtro con aproximadamente 30 lt. do agua. Previamente so 

ajusta si amasijo fermentado a pH a 6 ,0 mediante hidréxido de sodio. 

So adsorbo la actividad antibiótica en ol filtrado y el lavado de 

agua reunidos, sobre $00 g* de Barco 0-60 y so sopara las* impurezas 

coloreadas de la suspensión de carbón, mediante agitación con apro­

ximadamente 30 lt. de acetona acuosa al 40%. Se eluye la actividad 

del carbón per agitación con 75 lt. de acetona acuosa al 40% ajus­

tada a pH 2,0 mediante ácido sulfúrico concentrado. So filtra la 

suspensión, so concentra el eluaio bajo presión reducida hasta apro-;- 

ximadamente 4 lt. de fase acuosa y se ajusta el pH a 5,2 con hidró- 

xido de bario. Se separa por filtración el precipitado de sulfato 

do bario y so concentra más todavía el filtrado hasta aproximadamen­

te 700 mi. Con esto concentrado ss forma una lechada en 100 g. de 

alúmina tratada con ácido y so vierte sobre una columna que consisto 

en 1 kg. de alúmina en metanol tratada con ácido. So prepara la 

alúmina tratada con ácido, acidificando una lechada acuosa do alú­

mina Merck mediante ácido sulfúrico concentrado hasta que so obtie-
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no un pE constante de 3,0, se filtra, so lava con agua y metanol y 

seca al aire. Se oluye entonces la columna con 5 lt. lo metanol se­

guido por 60 It. de metanol acuoso al 50% seguido por 10 It. do me— 

tanol acuoso al 25%. Se combina fracciones apropiadas que contienen 

antibiótico 374? según se* determina mediante bioanálisis contra 

C_. xorosis. y se las concentra bajo presión reducida hasta aproxima­

damente 500 mi. ajustándose el pE a 6,2 mediante hidróxido de bario. 

So separa por filtración el precipitado do sulfato de bario y so lio- 

filiza el filtrado de manera de obtener 5 ,1 g* le JSí 374 crudo (pu­

reza aproximadamente 30 a 50%).

Se disuelvo 5,1 g. de 4M 374 crudo, así obtenido, en 30 mi. 

de agua y se le aplica una columna ¿e CM Sophadex C--25 (forma E*).

Se separa el Sephadex (250 g,) para el uso, formando con el mismo 

una lechada en aproximadamente 3 Its, de agua y se ajusta el pE a 

2,0 mediante E^SO^ concentrado. Se decanta el agua en exceso y se 

lava la resina varias veces con agua. Se vierte la lochada en una 

columna (7?6 cm. de D.I.) y se la lava con otros 5 lt. de agua pa­

ra separar el ácido en exceso.

Se eluye la columna con un gradiente entre 4 lt.-de agua y 

4 lt. de agua ajustada a pE 1,4 mediante ácido sulfúrico concentra­

do, seguido por otros 4 lt. de agua ajustada a pE 1,4. Se recoge la 

fracción (aproximadamente 100 mi. cada una) y so mido la bioactivi- 

áad (C. xerosis)y la absorbencia ultravioleta (280 r̂ u) en diluciones 

1 a 100 de estas fracciones. - -

Se comprueba que las fracciones 58 a 80 contienen la mayor



5.

10.

15.

20.

25.

- 2 7 -

378552
porte del antibiótico y so las combina en una sola maso. So ajusfa 

el pH do esta masa a 6 ,3 mediante hidróxido do bario y so sopara por 

filtración el sulfato do bario precipitado con ayuda do tierra do

diatónicas. So concontra el filtrado aproximadamente a 200 mi. y se 

Icliofiliza, obteniéndose aproximadamente 1,5 K* do antibiótico cru­

do. Se disuelve el antibiótico crudo en 50 mi. de agua y so ajusta 

ol pH de la solución aproximadamente a 8,2 mediante IR 45 (forma CE /. 

Se filtra la suspensión y se liofiliza el filtrado. Se disuelve el 

liofilizado en 40 mi. do agua y el antibiótico se precipita por adi­

ción de 400 mi. de acetona. Se recoge por filtración el precipitado 

cristalino y se lo disuolve en una pequeña porción de metanol. La 

adición de acetona precipita el antibiótico purificado 4cl 374 al cual 

so recoge por filtración, obteniéndose 1 ,1 8 g.

Se prepara una muestra microanalítica por precipitación de 

-AM 374, que se obtiene en la manera dcscripta más arriba, en aceto­

na ctanólica y socando el precipitado bajo pronunciada presión redu­

cida (10**̂  mm) a 100°C por dos días. El análisis químico de este 

producto y las otras propiedades físicas y biológicas del nuevo an­

tibiótico ya fueron descriptos más arriba.

EJEMPLO 4

Conversión de base de AM 374 a sulfato de A! 374

Se disuelvo 150 mg. de base do 374 en 60 mi. de mctanol 

caliente al cual se agrega 1 gota do una solución 1 :1 no mctanol—aci­

do sulfúrico concentrado. Se filtra el precipitado resultante y se 

le lava con un poco dG motanol y acetona de manera de obtener $8 mg*

6
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de sulfato de Ai 374.

Se puede preparar tambián el sulfate de Ai 374 ajustando una 

solución acuosa do base Ai 374 hasta aproximadamente pH 6 ,3 mediante 

ácido sulfdrice, seguido por precipitación con acetona.

Se prepara una muestra microanalítica por precipitación en 

acetona acuosa y secando el precipitado bajo pronunciada presión re­

ducida (10 "mm) a 100°C durante 2(dos) días. El sulfato de Aü 374 

preparado en esta manera, contiene los elementos carbono, hidróge­

no, oxígeno, nitrógeno, azufre y cloro sustancialmoñte en los siguien­

tes poroiontos en poso:

Carbono ............

Hidrógeno

Oxígeno ...........

Nitrógeno ..........

Azufre .............

Cloro ..............

La rotación óptica os ^  - 104" 2,8°) (C=l,075 en agua).

Se producen máximos ultravioletas a:

282 yi (E ̂ "cni. = 4 4) en soluciones ácidas;

282 yi (E ̂ cm. = 43) en soluciones neutras;

30$ K}U (E ̂ °cm. = 4 8) en soluciones básicas;

ose.26o yi (E ̂ cm. = 8$) en soluciones básicas.

Un espectro do absorción infrarrojo de sulfato de Ai 374 en 

una pastilla do KBr, que se prepara en una manera normal, manifies-
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ta absorción característica en las sigaiantQg longitudes do onaa 

expresadas en micronos:

3,0 ; 3,45; 5,75osc; 5 ,90csc; 5,99; 6,03; 6,20; 6,32; 6,67; 

6,78esc; 6,87; 7,0 5; 7,20; 7,53; 7,65; 8,25? 8 ,65esc; 8,87;

9,45; 9,73; 9,88osc; lo,45osc; 11,05; 12,0 ; 12,35; 13,3; 

14,4.

EJEMPLO 5

Conversión de basa de 4M 374 a cloruro de 4M 374

So disuelve 200 mg. de base de 374 en 10 tal. do acido 

clorhídrico 0,111 y se concentra aproximadamente hasta 2 mi. bajo 

presión reducida, con lo cual se forma un precipitado parcialmente 

microcristalino. So lo filtra, se redisuolve el precipitado on un 

mínimo do agua y so lo reprecipita en acetona. Se filtra y so lava 

con un poco do acetona adicional para obtener 116  ̂mg. de cloruro ¿o

JM 374.

So prepara una mésela microanalítica por precipitación en 

acetona acuosa y secando el precipitado bajo pronunciada presión 

reducida (10 m̂rn) a 100"C durante 2 días. El cloruro de 374, 

preparado on esta manera contieno los elementos carbono, hidrógeno, 

oxígeno, nitrógeno y cloro sustancialmento on los siguientes por-* 

cientos en peso:

Carbono ................ 52,20 g.
Hidrógeno ................ 6,22 g.
Oxígeno  ....... 28,C3 g.
Nitrógeno ................ 7,26^.
Cloro ................... 6,34
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La rotación óptica es ^  <= 106^ (¿ 2,8) (C = 1,057 on

agua). Se producon máximas ultravioletas as .

282 yu (E ^ ^  ¿¡.2) en soluciones ácidos;

282 rf}U (E 39,5) on soluciones neutras;

1%305 yu ^ ^ 52) on soluciones básicas;

esc 260 ¡yu (E = 92) en soluciones básicas.

El espectro de absorción de infrarrojos del cloruro do 

-AM 374 en una postila do KBr, que so prepara en una manera normal, 

manifiesta absorción característica a las siguientes longitudes de

onda expresadas en micrones: 3,0; 3,27; 3,40; 5,75osc; 5,90osc;

5,98; 6,15; 6,28; 6,65; 6,82esc; 7,0 3; 7,15; 7,5 0; 7,65;
8,25; 8,60; 8,83; 9,42; 9,70; 9,88; lo,45esc; 11,0 5; U,9;
12,3; 13,3; 14,37.

EJEMPLO 6

Producto de hidrólisis ácida de baso de iSM 374

Se disuelve 1 g. de base de antibiótico 4M 374 en 7,5 sil* de 

agua hirviente.- Se le agrega 1,25 mi. de ácido clorhídrico 5N y se 

hierve la solución resultante durante otros 2 a 3 minutos. Se agre­

ga otros 2 mi. de ácido clorhídrico 5N y se enfria la solución. Se 

la filtra y se lava el precipitado con un total de 3 mi. de ácido 

clorhidric'o 5N. Se le redisuolve en agua y so le concentra hasta un 

residuo. Se repite Ósto dos veoos más, después de lo cual se preci­

pita el residuo en acetona acuosa de manera de obtener 516 mg, de 

producto de hidrólisis ácida.
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So prepara una muestra microanalítica por precipitación en 

acetona acuosa y secando el precipitado bajo pronunciada presión re­

ducida (10 ^ mm) a 100°0 durante dos días. El producto do la hidró­

lisis del M  374, preparado sn esta manera, contiene los elementos 

carbono, hidrógeno, oxígeno, nitrógeno y cloro sustancialmente en los 

siguientes porciontos en peso:

Carbono ..................  52,54

Hidrógeno ................. 5,81

Oxígeno ..........    25,52

Nitrógeno ................. 8,32

Cloro ..................    7,11.

La rotación óptica es = -69° (+ 3,6°) (C ^ 0,839 &n

agua). Se producen máximas ultravioletas a:

280 nyu = 4 6) en soluciones acidas;

1%280 n?u = 51,5 / °R soluciones neutras;

300 n)u =* 86) on soluciones básicas;

esc 260 mu (E?*̂  = 143) en soluciones básicas./ lcm.

El espectro do absorción de infrarrojos dei producto do la 

hidrólisis del &I 374 en una pastilla de KBr, que se propara en una

manera normal, manifiesta absorción característica a las siguientes 

longitudes de onda expresadas enmicrones: 3,0; 3,30esc; 3,43;

5,75csc; 5,$2csc; 6,0; 6,15esc; 6,25; 6,48psc; 6,68; 6,85; 7,03;

7,18; 7,5; 7,67; 7,95esc? 8,30; 8,55csc; 8,86; 9,15; 9,45; 

9,9; I0,45csc; 11,l; ll,55osc; 11,9; 13,3; 34,4.
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Dieta basal -para pollos

Ingrediente g/kg.

Maíz amarillo molido $14

Harina do aceite de soya (44%) 300

Harina de gluten de maíz 50

Harina de pescado Honhaden (60%) 50

Grasa 40

Harina de alfalfa deshidrata (17%) 20

Piedra caliza molida 5

Fosfato dicálcioo - 12

Cloruro de sodio 3

Minerales vestigiales (á) 1

Premezcla de vitaminas (^á) " 5

A ) . Los minerales vestigiales son manganeso (6,0%), iodo (0,12%),

hierro (2,0%), cobre (0,2%), zinc (2,0%), cobalto (0,02%), y calcio

(25,5%).

¿¿) Premoscla de vitaminas, por kilogramo do alimento, que contieno 

125 mg, de hidroxi tolueno butilado, 500 mg. do DH-metionina, 3300 

U,I, de vitamina ¿,3100 U.I. de vitamina D^, 2,2 U.I. de vitamina E; 

11 ̂ ug de vitamina B^; 4,4 mg: de riboflavina, 27,5 mg. de niacina, 

8,8 mg. de Reído pantot&iico; 500 mg. de cloruro de colina, 1,43 mg. 

de ácido fólioo y 1,1 mg. de bisulfito sddico de menaRioRa por cada 

5 g. de maíz amarillo molido.
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So aloja pollos ¿¡.o pocos días do edad (6 nachos y 6 horneras 

por grupo) adquiridos a un proveedor comercial, en criadoras calen­

tadas y so los tiono en un cuarto para pollos, al cual se mantiene 

aproximadamente a 24 °C. Se pesan todos los grupos de pollos al co­

mienzo de los ensayos y al término a los 20 días. Se suministra ad 

libitum alimento y agua. Para todos los ensayes se utiliza la diota

basal descripta más arriba.

Los tratamientos utilizados son (a) testigos no tratados;

(b) 10 p.p.m. de AM 374; (c) 2 p.p.m. ¿o AH 374*

En la sig'iento Tabla IX so indican los datos obtenidos, pu­

diéndose ver que, a ambos niveles de tratamiento, el AH 374 manifies­

ta' una marcada mejora en el crecimiento de las avos tratadas.

TABLA IX

CRECIMIENTO Y EFICACIA LE LA ALIMENTACION EN POLLOS QUE RECIBEN 
'__________  RACIONES QUE CONTIENE AH 374 H ______________ ___

Aditivo Nivel Exp. 0-20 día Alimentación Bcleaíén %/ mejora
del

alimento (p.p.m) NR
ganan­
cia

/ ganancia de
suporvivenc.

"Ganan.
cia " A/G

nada - A 266 1,70 29/30 - - -

AH 374 H 10 - 284 1,62 30/30 6,8 4,9
nada - B 288 1,75 39/40 - -

AH 374 n 2 - 302 1,63 18/20 4,9 7,4
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EJEMPLO 8

COMPOSICION DE LA DIETA

Ingrediente Concentración (%)_

Maíz amarillo molido 51,4

Harina de aceite de soya (44%) 30,o

Harina de gluten de maáz 5,o

Harina de pescado Mehhaden (60%) 5,o

Grasa (KRG-50) 4,0

Harina de alfalfa deshidratada (17%) 2,0

Piedra caliza molida (33% Ca) o,5

Fosfato dicáloico 4,2

Cloruro de Sodio 0,3

Minerales vestigiales (¿) 0,1

Premoscla de vitaminas (¿±) 0,5

a) Limo Crest Z-2 Delcmix que contiene 25,5% de calcio; 6,0% do man­

ganeso, 2,0% de hierro, 2,0% de zinc, 0,12% de iodo y 0,02% de co­

balto.

¿&) Provee 3300 HI. de vitamina Á, 1100 U.I. de vitamina D^, 2,2 U. 

I. de vitamina E, 500 mg. de cloruro de colina, 500 mg. do DL-mctio- 

" nina, 125 mg. de etoxiquina, 27,5 mg. de niacina, 8,8 mg. de ácido 

pantoténico, 4,4 mg. ds riboflavina, 1,43 mg. do ácido fólico, 1,1 

mg. de menadiona, 0,011 mg. de vitamina por kilogramo de alimen­

to
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T A B L A X

CHSCmnENTO Y EFICACIA DE LA ALIHENTAC: 
. _____________QUE CONTIENEN DIVEIEOí

1 2 3 ' 4

Aditivo del Nivel Exp. 0-20 días
alimento (ppa) I?a ganancia(g)

OH EN FOL 
ADITIVOS

5

Alimento 
gananci a

Nada - 1559 266
Penicilina 200 - 315
Faizona 10 - 298
AH 374 H 10 - 284
A? 2$0D 10 - 282
Nada -- 1563 288

Penicilina 200 - 317
Faizona 10 - 2P9
AH 374 K 2 - 302
AV 2$0 D 2 - 312

Columna 4 _/p-20 días; ganancia (g)_7 
del período de ensayo de 20 días.

1,70
1 ,50
1.58
1,62

1.59
1.75
1,7°
1.75 
1,63

1,70

re resenta 1

Columna 5 (alimentación/gsnancia) re precita la r 
consumido y gramos de ganancia, de peso [el cuerpo
Columna 7 de mejora; (ganancia) re pn santa la 
de peso, es decir (315/266)1007-100 =18,4.
Columna 8 (% de mejora; F/G) represéntala mejora 
gramos del alimento y gramos de gananci ¿3 peso,



- 35 -
J f - / S i s

L A  X
LIHENTAC] 

. DIVERSO

-20 días 
nancia(g)

266
315
298

284
282
288
317
2§9
302

312

OR Ei; POLLOS QUE RECIBEN RACIONES ADITIVOS
5 6 y

Alimento Relación de % mejora 
ganancia supervivencia Ganancia "

8

A/G*

(g)_7 re

a) repr< 
de peso
i a) repr
¿7-100 =
presenta
gananci

1,70 29/30
1 ,50 28/30 1 8 ,4 13,3
1,58 30/30 12 ,0 7,6
1 ,62 30/30 6,8 4,9
1,59 28/30 6 ,0 6,9
1,75 39/40
1,70 20/20 10,0 2,9
1,75 20/20 0,3 0 ,0
1,63 18/20 4,9 7,4
1,70 20/20 3,3 2,9

resenta la ganancia total de peso a travá

aliment,

senta la mejora porcentual en la ganancia

^  la relación entre 
ae peso, es decir ¿ ^ 1,7/1,5)100/ =
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EJEMPLO -7

Pceparación do tabletas nuo contienen Aisí 374

Se incorpora al compuesto antiandrégenc RI 374 a una tableta 

farmacéutica común de acuerdo con la siguiente formulación.

Ingrediente Por tableta mg

AM 374 - 50

Lactosa 225

Almidón de maíz (para mezcla) 50

Aámidón de maíz (para 25

Estearato de magnesio ___^

355
Se mezcla conjuntamente el ingrediente activo Aid 374) lac­

tosa y almidón de maíz para mezcla, Se suspendo en agua e l almidón 
do maíz para pasta en una relación de 100 g. de almidón de maíz per 
cada 800 mi, de agua y se calienta con agitación de manera de formar 
una pasta,. Se. u tiliza  entonces la  pasta resultanto para granular el 
polvo mezclado. Si fuera necesario so u tiliza  agua adicional. Se 
hacs pasar los granulos húmedos a través do un tamiz No. 8 y so so­
ca a 48,9°C. So haco pasar los granulos secos a través ¿o un tamiz 
No, 16 y se los lubrica con ol cstoarato de magnesio. So comprimo 
entonces la granulación en forma de tabletas (peso de la  tableta 355 
mg,) en una máquina apropiada para la producción de tabletas. Cada 
tableta contieno 50 mg. de ingrediente activo.

EJEMPLO 10

Preparación de cápsulas de cáscara dura que contienen AM 374
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So puedo suministrar el ingrediente active JEí 374 en cápsu­

las de cáscara dura. La siguiente es una formulación que resulta 

útil para preparar cápsulas de esta clase s

Por Para 1000
Ingrediente cápsula cápsulas

mg. g.

Rí 3T4 50 50

Lactosa 90 . 90

Bstearato de magnesio 1 - 1

141 141

El ingrediente activo, la lactosa y el estearato de magnesio se mez-

clan conjuntamente. Se utiliza este mezcla para llenar cápsulas de

cáscara dura de tamaño apropiado, con 'un peso de llenado de 141 mg.

por cápsula.

EJEMPLO 11

Preparación de solución oral que contiene RI 374

Ingrediente Cantidad % .P./v<

AM 374 1 ,0 0

Gel de silicato de aluminio y
magnesio 0 ,5 0

Sacarosa 60,00

Motilparabeno 0 ,0 8

Propilparabeno 0 ,0 2

.Agente aromatizante c.s.

Agua destilada, c.s.p. 100,0

Se disuelven los parabenos y la sacarosa en aproximadamente
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dos isrcios dol volumen final de agua destilada a 80'̂C y se agrega 

la Veegum con agitación. Se enfria la solución a 4 0"C? Con agitación 

so agrega ol ingredionto activo y el agenta aromatizante. Se amata 

la solución enfriada hasta volumen final mediante agua destilada.

La solución provee $0 mg. de ingrediente active por cada 5 

mi. de dosis do la solución.

EJEMPLO 12 .

Se puede incorporar el componente activo AM 374 a una so­

lución inyectable de acuerdo con la siguiente formulación:

Ingrediente Cantidad % p.

AH 374 5 , o

Glicol polietilénico 4000 V.S.P. 4,0

Cloruro de sodio U.S.P. o , $ o

.Alcohol bencílico, calidad para 
reactivo 0 ,90

Agua para inyección, c. s. p. 100,0

Se prepara ol vehículo mondando conjuntamente todos los 

ingredientes procedentes con excepción del AK 374* Mediante me­

dio? apropiados se esteriliza el vehículos y el ingrediente activo 

micronizado. Se prepara una solución del ingrediente activo en el 

2 0 . vehículo, formando primeramente una lechada con el ingrediente ac­

tivo y una porción del vehículo, y agregando entonces la porción 

restante dol vehículo mientras se agita. Una dosis de 1 mi. de es­

ta -solución provee 50 mg. ds ingrediente activo.
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N O T A
Descrita suficientemente la naturaleza del 

invento asi como la manera de realizarlo en la practica, debe 
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indicadas 
son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no al­
teren su principio fundamental. También se hace constar que el 
invento corresponde a una solicitud de patente presentada en 

Norteamérica, Ser. No. 81$ . 6 5 2 de 14 de abril de 196$, acogién­

dose por lo tanto a los beneficios que conceden los Convenios 
Internacionales en vigor, siendo lo que constituye la esencia 

del referido invento y por lo que se solicita Patente de In­
vención por 20 anos en España, sobre: PROCEDIMIENTO PARA DA 
PRODUCCION DEL ANTIBIOTICO AM 374 v caracterizándose por lo 
siguiente:

1. - Procedimiento para la producción del antibiótico 
AM 374: caracterizado porque comprende cultivar una cepa

de Streptomyces eburosporeus nov. sp. productora de antibióticos 

4M 374 en un medio nutritivo acuoso bajo condiciones aeróbicas has­

ta que se comunica una sustancial actividad antibacteriana a dicho 

medio por la producción de antibiótico -&H 3Y4.

2. - Procedimiento según la reivindicación 1, carac­

terizado porque comprende cultivar una cepa de Streptomyces 
eburosporeus nov. sp. productora de antibiótico AH 374 en un 
medio acuoso nutritivo bajo condiciones aeróbicas hasta que
se comunica una sustancial actividad antibacteriana a dicho 

medio por la producción de antibiótico AM374 y aislando el 

antibiótico AM 374 asi producido.
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3 . -  P r o c e d i m i e n t o  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  d e l  

a n t i b i ó t i c o  A M  3 7 4 :  t a l  y  c o m o  q u e d a  s u s t a n c i a l m e n t e  

d e s c r i t o  e n  l a  p r e s e n t e  m e m o r i a .

E s t a  m e m o r i a  c o n s t a  d e  c u a r e n t a  h o j a s  e s c r i -  

5 .  t a s  a  m á q u i n a  p o r  u n a  s o l a  c a r a .

M a d r i d ,  7 1 A60. %72

A M E R I C A N  C Y A N A M I D  C O M P A N Y
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