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al crocimiento de animales doméstices jéveones, y tawbidn para

togorlos contra enformedasdos, La importencia scondwica de un régie
men répido de crecimiento e considcrable, espscialmente en anima-—
les domésticoé do ocrecimiente rdplde faies como a&es ds corral, por
5. ejemplo pollos, pavos, pates ¥ similares, Unamic mds rapido es ol -
crecimianto, tanto mayor es la proportidn Sa alimento que se trans-—
forma en carne. Tawbidn o= dessable impedin las enfermedades en
los pollos, Para ambasz finalidedes se propuzo anteriorments el uso

de diversos antibidticos ds espectro restringido, tales como penici-

10. Jvna, bacitracina, eatrepiomicina, y ant ibidticos de espectro amplic
teles cemo betr asiclina, ox1ietravlcllna o cloroteiraciclina, y zi-

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

centidades apropiadas, sstos compuestos alimentan en efecto la ga-

nancia de peso bajo clertas circunstancias, y las drogas facilitan

15, también la preteccidn contra infsceionss, Sin enbarge, sicmpre qQuo-

da lugar para mejoras y es con un alimento mejorado de esta clase,
para animales, con lo que se relacioena la pressnte invencida.
La presente invencitn comprende una compozsicidn de alimento

para animales que contlcone los ingredientes alimenticios convencio-

20. nales nutrit‘vamente gquilibrados y unz cantidad eficaz de antibid-

897
Ui
-

%ico A 374 como nueve aditivo activador del crecimiento.

Ia presente invencidn ineiuys en a0 aleance 2l antibidéiico e
formas {iluidas, como concenﬁradoé orudos, y en formas eristalinag.
Estds mevos productos son activos conira unu.varcnddd de micro-ur-

ganismos que incluyen bacterias ;1am=no iftivas. Los ofgetos dol
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nuevo antibidtico scbre micro-orgenismos especificos, juntamer

sus propicdades quimicas y Tisicas, hacen qus difiera de antibidili-

cos antsriormente descriplos.

Bl muevo antibibtico, al cual se ha denominade A 374, se

forma dupcnte el culdivo, bajo condiciones controladaz, de un nue-

vo wstrepbomiceto aislado & partir de un suelo gus 8 entouentra en
U4ah, Bstados Unidos de Horte kafrica. Se ha depositado un cul®ivo
viable del nuevo micro~organismo en el Culture Collection Laboratc-

Ty, Norithern U+4ilization Resoarch and Dovelopment Division, United

States Department of Agriculture, Peorlu. I1linois, Esiaans Unides

de Norte América, y La umdo agregado a su coleccidn permanente., Se

2159

encushtra libremente obienible en este depdslio bajo Himere do

Registro NRRL 3582,

la degcripeidn o identificacidn de ezte nuevo micro~organis-

mo, que mo mantiene en la coleccidn de cultivos de Lederle Laborzio-

ries, Poarl River, Nueva York, EE.UU. de W.k., faeron suministradas

por el Dr. H, D. Tresner de diches laboratorios.

sticas da cul®lvoy

Se poalizaron observaciones de las caracterist

fisioldGicas y morfolégicas del cultlvo de acuerdo con los métodes

n

{or Characterization of

detalladcs por Shirling y otros (MMithods

Streptomysos Species", Internat. Journ, of Syst. Basteriol. 16:

313~340, (1966)). Los medios utilizados en el estudio fuevon olegh-

dos entre los recomendados per Fridham y otros { uj Selsction of
P o s \

Antitdio-

tics Ammual (1956~1957), pps 3§7»253} para la cultivecién do sstrop-




Sn

10.

15,

20,

fcmiceﬁos. Los detalles estén registrados en las Tahlasri a iV, ¥
nés adelante o da una descripeién genersl del culiivo. Los colores
descriptivos subrayados fueron tomadcs de Jacqbson y otros ("Color
Harmony Manual' 3a, Ed. 1948). '

Magnitud del crecimiento

Moderado sobre la mayoria de los medios; bueno sobrs agsr de
dextross de patatas; leve sobre agar de solucidn de Czapel.

Y¥icslio 48reo y/o coloy de los esporos en masa

Micelio uereo blancuzco sobre la mayoria de log medios; sc
vuelve ZIvory (2 db) a Lt. Ivery (2 ca) en las éreas de esporulaw

s
cLon.,

" Pigmentos solublos

Amerillento sobrs diversos medios; ninguno sobre dgares de
solucién de Czapek, de asparagina-dexirosa y de sales inorginicas~
) .

almiddn,

Color del reverso

En ‘tonos smarillentos sobre la mayoria de log medios.

33

Beaccuiner fisilollzicas diversas

Los nitratos no se reducen a nitritos en caldo de ni%r;ia G-
ginico; licuacién completa de la gelatina en miete dfas; no se pro~
duée melanina sobre agar de peptona~hierro., Utilizacidn de la fuon—
te de carbono de mouerde con el método de Pridham y ofros, (J.Bact.
56: 107-114, (1948); viilizacién repular a buena de l-arabinosa,

d~-fruotosa, i-inositol, lactosa, d-menitol, d-melibiosa, sulicina,
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d~trchalosa, d-xilosa; utilizacidn pobre © nula de L-ramnosa, 26—
nitol, d-melezitosa, d-rafinosa y sacarosa.

¥icromorfoloria

Bscaso micelio aéreo, gue da luger a cadanas enrededas lar—
gas ¥y flexuosas de esporos elipticos a alargades, 0,5 a 0,6’p x
1.0 & 1,3 me Superficie lisa del espuro de acuerdo cou le delor=
5 5 ] ’

mingdo mediants microscopia electrénica.

los nicro-organisiaos constituven un miembro del gémore Siroptomyscs.
Se realizé una comparacidn del cultive NRRL 3582 con fudos los ef-
pecimenes de referencia disponibles de otros estreptomicetos gue
$icnen carecteristicas “exonbmicas bisicas similares. Doz especices
$ienen varias czractorfioticas en comin oon NRRL 3582; sin cmbargo;
al examinar las descripeiones de estas especies rolaciomedas; gue
oxistian en la literatura, se encontrd oiértas @ifercncias hésicas.
Betas difefenoiasseiﬁiic&n en la Tabla V. Ademds de estas dife-
rencias, NRRL 3582 produce en generdl un crecimiento marcadamenic
mis restringido sobre la mayoria de les medies y su esporulacifn
tiende & ger mds escasa.

Tn la Tabla V so pusde observar que la morfolcgia da los

espordforos de NRRL 3582 ez la del tipo Rectus-Flexibilis do Prid-

ham y otros (ippl.Microtiol. 6:52-79 (1958) mientras gue 1a de las
otras dos especies es Spira.

Esto constituye una diferencia muy fundamental, y por i 80m

la es apropiada para distingulr envre low orgenismos. Cuande 2e¢ la
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8y wrzers 3K

ank
considera juntamente con las otras diferencias indicadas, WREL 3502
se destaca suficientemente de los demds para gonsiderarlo como und

especie separada.

Teniendo on cusnta el color marfil de los esporod produs

cidos por el organismo, me propone 1a denominacidn Strephomyces ecbu-
s &

IOZporeus n.s, como epitefio descriptivo apropiadc.

y2,
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NARL 3582

Incubacicn:

T

14 dias
superatura: 28°C .

Kicelio adreo y/o Pigmento Color del Obse o ORes
e3poros gsoluble reversse =T
'¥ioslio adreo blancuzco, que Neda LIt, Helen Crecimienio res-
‘se vuelve Ivory (2 db) ringido
a Ivory (£ ca) en zonas de Yellow
espu141 weidn, Bsporulacidn ZE~EQ)
P leve
 Micelio aérec blancuzmco, .
t 80E80 Fads Bamhoo Greo
XD trirg
dent
lomiz
}icelio aérea blancuzco que  Amarillen— {recimiendo v~
se vuelve Ivory (2 db) a tosleve perficial papl
L. Ivory (2 cg) en zenas lar
da eaporulacidn
Kicelio afreo blancusce Awarillen- ILt. Awber  Buperficie rugosa
vastigics de esporuiz— to3 leve (3 10.)
eibn
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TABLA IV

UTILIZACION DE LA FURNIE DE CARBONO DR STRETTOMYORS

EBUROSPOREUS n.s. NERL 3562

Fuente de Carbono

Adonitol
1-Arabinosa
. d-PFructuosa
10. - i~Inositol
Lactosa
d-danitol
d-Melezitosa
d-lelibiosa
13, d-Rafinosa
1~Ramnosa
Salicina
Sacarosa
d-Trehalosa
| 20. d~filosa
Doxtrosa
Teatigo negativo
3.~ Buena utilizacidn

2 —~ Utilizacibn regular

Incubacién: 10 dafas
Pemperatura: 28°C,
- Udilizacién

0

N

o W W W

w = o W

[e]

Q W W

1 - Utilizacidn pobre

0 — Sin utilizacidn
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Bsporéioros cortos,
formandio es

Principelmente ame—
rillentos

Crecimiento castafios
micelic 2dreo que se
vuelve amarillo blan~
cuzco

S. odoxifer

Bspordéforos largos,
rectos, ramificad
formando espirszles

Esférica
Ticuacidén lenia

Principalmente par-
duzcos

Crecimiento color crema
& parduzco. Micelios ad~
red zbundente, color
Crend.
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Se cemprenderd gue para larproduccién dsl mmevo antibidticn,
la presewte invencidn no ss limita a este organisme particular o a
organismos que responden plenamente al crecimiento expuczio rds arri-
ba y a las caracterisiicas mioroscdpicas gue han sido dadan con Lie~
nes ilustrativos. Fn efecio, so desea y se tiena la intenciln de
incluir el uso de mutontes producidos a partir del organismo descrip-
to meciante diversos medios, tales como radiacién X, radiacidn ultra-
violeta, mostaza nitrogenada, exposicibn a fago y similares.

Procedimiento ds fermontacidn

>

La cultivacién del organismo 3, eburozporeus pusde lievarse

a cabo en una amplia variedad de medios lfquidos de cultivo, IHedies
que son Utiles para la producceidn del nuevo antibidtico incluyen una

fuente asimilable de carbeno %al como aimiddn, asicar, melaza, gli~-

- corol, etc; una fuente esimilable de nitrégzne tal como proteina,

hidrolizado de protedna, pclipétidos, aminodcides, licer de macera--
cidn do maiz, etc.; y aniones y cationes inorgénicos, tales como po-

to, clorurec, efc, Se suministea

tasio, sodio, calcio, sulfato, fosfato,
olemontos vestigiales, tales como bovo, molibdene, cobre, elc,, Lajo
la forma de impurezas u otros constituyentes de los medioz. So pro-
vee aereacidn en tanques y botellas forzando aire esléril & través

'
de la supeificie del medio de fermantacidn o gobre dicha guperficie,
Se provee agitacién adicicnal en tangues mediante un impulsor HmeCh-

nico. De acucrdo con lo nocesaric sc nuede agregar wi agenis anties-

pumante ta2l como 1% de cciadecanol, on accite de mantsca de ccrdo,
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Proparacibn del incculum

Se prepara un inocuium de 8, eburosporeus en frasco sacudi-~

dor, incculando 100 ml. de medio 1iquido estéril, en frascos de 500
ml. con raspados o lavados de ésporos de una piaca inclinada de
asar del ocultivo, Cominmente se utiliza ol siguiente medio.
Melaza....................'20 e
CluCOoSE8 eovsvosscencrosare 10 g
Bactopoptona .........;... 5 &
AZUB; CuBeDa secacrrrasnes 1006 ml,

4 una temperatura de 2§ a 29°C, y de preferencia 28¢C, =6
incuba los frascos Yy se lés agiié vigorosamen%e sobre un sacuéidor
rotativo durante SO a 48 hrs. Se utiliza. eztos inoculum de 100 mla
para inocular tandas de 1 y 12 1t. del mismo medio en fermentadores
de vidric ée 2 y de 20 1t. Se aerea ol amasijo do inoculuﬁ con aire
estéril mientras se continda el crecimisnto durante 30 a?48 hrs.,

Se utilizan ésas $andag de incculum para inocular febmehtadorcm &el
tipo tangue. S

Fermenbacién en tanque

Parz la produccién del antibidtico en fermentadores del tipo

tgnque, se uﬁiiiza de preferencié el siguiente medio de fermentacibn,
Hapina 48 S0F8 eessssseres 10 g.
Cerelosa .,.........a...;. 10 g
Cloruro ds 20010 civevases D B

. Carbonato de¢ ©2Llci0 wsasse L ge
Solubles de destilerfa de
mai'z [YENERREXERNXNENNESE®S] 5 g.
Agua, CuS8aT¢ ss0ecrscescey 1000 ml.,
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Se inceula cezda banque con 3 a 10% do inoculum producide en

la mensra descripta mds arriba, Se suministra aereacidn a yazbn de
0,5 a 1,0 1%, de aire estéril por cada litro de czldo por mimuto y #¢
agita la mezcla de fermenbscidn medlanbe un impulsor al cual se lp—

pulsa a razdn de 200 a 400 r.p.n. Se manitiene la temperatura enire

25 y 29°C y por lo genoral a 28°C, Comimmente se continda la fermen-—

tacidén durante 65 a 90 hrs. en cuyo momenio se cosecha el amasijo.

Procedimiento de purificacidn

Dospuds de completar la farmentaciln, se filtra el amasijo
formentsde gue contiene el antibibtico de la presente invencitn, de
prefsrencia a pd 6, para separar el micelio. Para facilitar la filtra-

cién so puede utilizar tieorra do diatomeas o cualguier otro auxiliam

convencional de filiracién. Normalmente se lava con agua la forta
micelial y se junta el lavado con el filtrado. Se adgorbe la aciivie
dzd antibidtica sobre Darco G-60, u otro adsorbente tipo carbbn apro-

piado, utilizando aproximademente 0,5% (sn pesofvolunen) del adsor-
€

g

benta.: Se puede eluir la actividad antibidtlica, retenlda sobre ol
carbdn, agitando el carbbn durante aproximadazmente % hr. con acsto-
na acucsa al 40% ajustadz a pH 2 medianto feido sulfdrico conconlra~
do, utilizando un vcluwen dol eluato que os aproximadamente ignal =
un cuarfc del volumen de corveza original. So concentra el siuaio
bajo presidn veducida hasta una fase acuosa que 8s igual aproximada-
hente a un vigdsimoc de su volumen original.. Se ajusta ol pH do esata

fase a aproximadamecnte 5,5 mediante hidréxide de bario y se separa

por filtracidn el precipltade de sulfatc de bario que se forma.
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So concenira mis %odévia la solﬁciGn ajustada {filitrado) hasta apro—
ximadamente 400 a 800 mi. Con este concen%rado'sérforma entonces una
lochada con aldmina aoidifica@a (utilizande aproximadamente un quin-
to de la caniidad de aldmina en gramds on comparécién con el volumen
5 del concentrado) ¥.s0 vierte esta lochada sobrs una columna apipopla—
da de alimina acidificada {utilizendo aproximademente LO veces 1z
cantidad de alimina que se utiliza en la carga) compactada en himedo
en metanol. Se eluyo la actividad antibibtica a partir de la columna
mediante metanol acuoso (pcr 1o general 25 a 50%) ¥ se recoge Trace
10, - - ciones activas aprop;adas. Se combina las fracciones activas y so
las concentra hasta pequefic volumen (i 1%. o monos) bajd presién
reducida., Se ajusta el pH 4de sste cqncentrédo aprozima&amsntahzs%a
.6,0 a 6,5 mediante hidréxido de bario. T%mbién en este caso se zepa-
ra por filtracién él précipitado de sulfato de bario que se¢ forma y
15, 86 liofiliza el filtrado claro de manera de obtenocr el antibidtico
(cxudo) &4 374. Se purifica mds todavia el material liofilizado me—
dianie cromotagrafia ca columna sobre una resina intercambiadcra de.
iones apropiada, por ejemplo CM Sephadex C~25 (forma H+).. sé pueda
eluir la columna utilizando soluciones'di;uidas de fcido sulffivico,
20. Mediante hidréxido de bario, se ajusta aproximadaﬁente a pH 6,3'91
- eluato que contiens la actividad antidbibiioca, éituaﬁa bor absoreidn
a 280 ?u, Se sapera por filtracidén ol precipitado de sulfato de ba—
rio que e forma y se concentra el filtrado hasta un volumen de apyo-
ximadamente 30 a 80 ml., Se ajusta hasta aproiimadaménte 8,0 el pH ds

25, esta solucidn, mediante resina IR45 (0K ). S separa ia resina por
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filtrécién ¥y se agroza ¢l filirado a une wsyor ecantidad de asciona
con agitacidn y se recupera por Filtracidn el precipitado gus se
forma, Sa lava sl precipiiado con acetona ¥ se ls oszca a tempera~
tura moderada bajo presidn roducida de mancra de obtener el anti-
bibtico A 374 on la forma de base., |

Caractoristicas fisicas

Se puede preparar una mezcla rieroanalitica, precipitando
base MM 374 on ccotona metandlica y/o otanéliéa, ¥ sec;ndo el pro-—
cipitado bajo pronunciada prosién reducida (10M3mm) a ;OO°C. dupan--
te dos dias, La base M 374 antibidbtica, preparada de esta manera
contiene los elementos carbeno, hidrbgenc, oxigeno, uitrégeno y clo-
ro, sustancialmente en los siguientes porciéntoe en peso:

Carbono .‘7.;..‘........... 54,54

Hidrdgenc sveeesresvesevess 6,10

OxLEONO0 cvessasnssnnsrasces 29,01

Hitr62610 eesvcvasravnonsee [360

Cloro ...................... 2,47
Tl maierial carecc de un punto definido de fusibn, descom-
poniéndgie lentamcnte por encima de 250°C, La rotacibn éptica cs
[ 7 12)) =102 ( £2,9°) C = 1,045 en agua).

Se producen maximos de wliravioleta as

282 9u_(E }% om. = 42) en seluciones 4cidas;

42,5) en soluciones neutras;

N

282 . (E i% om.

1 on solucioncs bisicas;
y §

it

305 mu (B i% o,

92 ) en soluciones bAsicas.

]

, 17
880 .260 ?n (B 7 Cme



10.

15,

20.

25,

Un_espectro do absbrcién de infrarrojos de Lase M 374 en
una pastilla de KBr, preparada en una mansra nérmal, maniflesta
una absorcidn caracteristica a ias éiguientes longitudes de cnda
exprosadas en microneéz 3505 3,455 6,05 6,205 6,305 6,67; 6,88;
1,055 7,223 7,35ese¢5 7,523 7,67; 8,2; 8,650sc3 8,855 9,4539,T55
9,90410,456805 11,07; 11,5; 12,03 12,355 13,355 14,4«

" YLa curva infrarroja ostd ilustrada en la figura 1 del di-
-bujo gue se acompana. |
El antibidtico MM 374 muest}a los sigulentes valores de

Rf on los sisbemas solventes indicados mds adslantes utilizando

- Bacillus subtilis pH 6,0 6 Corynebacterium xerosis como organismos

”

de deteccidn:

Valor Rf T Sistema Solvente
- 0,9 - NH,CL acuoso al 5%
0,20 o Piridina 2 partes

g-colidina 2 partes
" sec~butanol 1 parte
agua 1 parte
La base antibibtica &M 374 es fdcilmonbe soluble en agua ¥
sulfbxido de dimetilo, y moderamente soluble en metanol; y en menor
medida en etanol,
. Bl antibidtico A 374 se distingue claramonte de otros an-
“tibidticos por lom datowm de caracterizacidn indicados mds arrida ¥

por su antividad antimicrobiana, La actividad antimicrobiana in vi-

- . tro de este nuevo antibibbico y de su producto de hidrélisis, oatd

presentada en la siguiente Tabla VI quo muesira la minima concentra~

cién inhibidora que se reguiere para impedir el crccimiento de
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ened ol

mlcl‘O"O"‘gG"’ln"’lC’S rerrosen tatives on un medlo nuadeiilive

TABLA VI

ACTTVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRC DEDL ANFIBIONICO AN 374 Y SUS
PRODUCTOS D HIDROLISTS (#)

Cencentraciones inhibidoras winhman
(micrognames pox ml,

Antibibtico Producto
374 hidrGiisis

Staphylococcus aureus, ' 3,1 6,2

ATCG 6538P
Steaphylococcus aureus,

No, 69 3,1 3.1
Staphyloceccus aursus,

Rose ATCC 15154 : 6,2 6,2
StaphleGOﬂcus aureus

Srth &0 13709 6,2 6,2
Streptococcus pyogenes . 0,62 1,25

C 203 :
Streptocoscug fascalis

ATCC 8043 : 3,1 5,2
Streptococcus sp,, ne hemo- .

1ftico Mo, 11 - 6,2 ‘ 6,2
Streptococcus sp., f-hemo- SN

1ftico No. 60 6,2 i 6,2

. ¥yecobacterium smegmatisg

LTCC 607 » > 250 125
Selmonaglla typhosa

ATCC 6539 s 250 =250
Proteus vulgarig ATCC 9484 B 250 B> 250
Escherichia coll U 311 = 250 = 250
Bscherichia coli DY C B 250 b 250

Klebsiella pncumoniae
Strain AD 5 250 > 250

% utilizando el método do dilucidn cor agap.
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Enterobacter aeprogoncs ] . '
No, 15 = 250 g 250

Pgseudomonag aeruginosa - ]
Arcc 10145 > 250 = 250

El MM 374 os activo in vivo fambién contra una varlcaad de
mlcro—or canismos gram-positivos como cs?afilococos, neumococes ¥
estrepbococos. Por lo tanto, el nuevo antibidtico es potoncial—
mente Uil como agcnte terapru“'co para tratar infecciones bacto-
rianas en mamiferos causadas por micro—organizmos de esta clase.

Se puede esperar que el nuevo antibidtico eé‘ﬁtilmente.utilingle
para tratar o controlar infecciones de esta clase mediante aplica—
cidén come tdpico o por admini.stracidn ﬁaren#eral. -

| La ;%iiidad del nuevo antibibtico queda demoétréda por sﬁ ca—
pacidad para controlar on el ratén 1as 1nf6001ones letales sistémi~

cas, Bl nuevo antibidtico manlflesia alba aCulVldﬁd antlbacﬁurldnq

in vivo en los ratones contra Staphylococcus aursus, cepa Sid. th §

———

Staphylococcus aurcus, cepa Rosej Streptococcus pyogencs, C 203 ¥

Diplococeus pncumonias, SV1 cuando se le administra en una sola

dosigs subcutdneca a grupos do ratones hawbra Capworth Farms CP-1,
ds un-peso de aproximadamcnte 20 ge, infectados,inﬁraperitonealmenw
te con una dosis letal de estas bacterias 10’2, 109, 107 y 10’6
en diluciones TSP de caldo de soya y tripticasa, respoctivanente,
de un éulﬁ{vo en sangre TéP. .

La 51gu1ente Tabla VIL ilustra la act1v1dad antibactorl .

Y

na in vivo del AN 374 mientras que la siguiente Tabla VIIIilustra

1a actividad zntibacteriana en vive del producto de hidfolisis.




w9ToOagM;F L Op :
epudsop sere § soy op cxquep $00T-G6 WorsTanm sopeqiSiuT Sopwizry ou 0514802 DeUCIBI mOT ag

5
L T e s as e D A T O,
o B T T

-
0z/0 0z/o - . 03/2 2€fo
. 0g/41T 0z/¢ - . 0z/1 Gzt
0z/0z 0z/oz 0z/0 oz/oz A
0zfoz 03/02 0z/¥ . 02/0z oz
- . - 02781 - og .
- ~ oz/oz - 0z€ -
— ———————
TAS . £02 0 aseyr edag H3TEg edoy odzowo Tap osed
e EEREYTY TTTEAIne BnSInT - o5y /Ru - .,
00000 ATy snovoootdeasg snodoogriydesg . snooanorlgdery BL8o(Q
. W TOOE AT ¥1 o7 §3d5op mmh.w 173 PT2103 /5644 SeuaTey . .

YLE W 00LICIEILNY qac OATN BT VIFINELOVATINY QYCIATEOY

Y 27~ S 24G8LE




378552

ACTIVIDAD ANTTBACTRERIANL IN [VIVO DEL

<& L3

. . - . - , Pl
Ratones V1vog/%ora1, 14 2fas_despud

Dosig Staphylococcus Staph
. ng/kg.de —__.Bursus 2
peso del cuerpo Cepa Smith E Cep:
{
g 320 - 2
80 - .1t
20 20/20 4

.5 20/20 e

1,25 1/20
0,32 ' 2/20

“
Lo LR T A L T 7 S P R Y T e s

-

De los ratones testigo no tratades jnfoctados mur
! ,
) de in sufeccidn




TRTTANA IN (VIVO DEL ANTIBIODICO Ao 374

otal, 14 37as_después de la infaceidn cos
10%001@ Staphylococcus - Streptococcus Diploooéo:g :

reug aursus pYozZenes Pnevinonias -

“Smish Cepa Xose G203 8Vl

- 20/20 S - - 'h

- . 18/20 . : -

3/20 £/20 20/20 20/20

320 e 0/20 20,/20 20,/20

/20 : - , 3/20 15/20

/2 ' - o/20 o/

R A L T i oar

dbados jafestados murieron 95-100% dentro de los 5 dfas despuds
do 1z :;ém‘eocién '




ACTIVIDAD ARTIBACTERTANA DB A4 374 IN VIVO

vet Te

TABLA VITY

- »Dosin:

PROLUCTO DE HIDROLISI

Natonca vivos/@otal

14 d¥as dssoube de la
infeccidn

mg/kg. de poso

del cucrpo

Stophylococcus aurcus

20
; -5

1,25

0,32

0,08

Copa Smith
5/5
3/5
0/5
1/5
0/5

Se describird mas en detalle la prescnte invencibn con rofe-

rencia a los siguisntes Bjemplos especificos,

EJELPLO 1

Prepavacién del inoculum

5. So prepara un medio tipico, utilizado para ¢l crecimiento
del incculum primaric, de zcucrdo con la siguiente L£drmula
I\’IClaZa ArecveretsenettreancOoranErE 20 g-

Glucosa doetassrrrsadtrerrsreI s log

Bactopep’tona SresPsrcereessrav e 580

10. 7 Aﬁua, CBePe saeresscsvocrsesecrsac 1000 ml.

Se utiliza los esporos Jlavados o raspades, de una placa in-

&
clinada ds agar de s, cburosporeus para inccular dos frasces cada uno

de lcs cuales contiene 109 ml. dsl medio mencionado mis arriba, en

frascos de 500 mle So disponc Jos frascos sobre un sacudidor rotati~



200

vo ¥y 8¢ los agita vigorosamento duranto 20 hrs. a 20°C. Se transfice
re el inosulum resultante del frasco a un fermentador de vidrio de

18;9 1t. que conticne 12 1t. de medio esbénll. So acrez et formen-

“tador de vidypio con aire estéril miontras sc lleva a eabo ol croci-—

micnto, duranie aproximadamente 48 hrs., después de lo cual so whi-
liza los contenidos para sembrar un fermentador dol tipo tanque de
300 1. |
PFermentaci on
Se prepara un redio de formontacién de zcuerdo con la siguion-
te Tornulas
- Harina de 30Y2 cosscoseneeas 1O &

Cerclcsa sececsseancesaceas 10 go

Clorurc 46 s0d10 scecscoeec 5 &

Carbonato de c2lcio asveeee. 1 ge

Solubles de destilerfa do
maiz tpiscevearrrarrces 5@-

Agua, cos.p; svecssevecnrss 1000 ml,
So estoriliza a 120°C el modio de formentaciéa mediante vapor
a una prosidn do 6,80 kg. dursnﬁé 45 a 60 minutos, Bl pE del medio
después de lo es%eri;izacién es 6,6. Se inocula 300 1%. de medio
cstéril on un fermentador del tipo fangue de 400 1t. con 12 1t. de

inoculum cemo el descripto en el EBjemplo 1, y se lleva a cabo la

formentacién & 28°C utilizando aceite Hedag LG8 como agente desese

pumante. Se¢ suministra aersacidn a razfén de 0,5 1t,., de aire estéril
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por cada litre de amasijo por minubo. Sc sgita cl omawl

un impulsor al cual s impulsa z razén de 300 r.puaa. 4l término de

aproximademente 70 hrs. do ticmpo de fermontacidn, sc cosccha ol ama-

EJENPLO 3

Aiglacidn v purificacidn

So Tiltra 300 1t. dz amasijo fermentade con aproximadamento

Y

2% p/v) de auxiliar do filtro do tierre do diatomcas y e lava la

masa dol £iltro con aproximadamsnﬁc 30 1t., de agua. Previamente so

- o

ajusta el amasijo fcymentado o pH a 6,0 mediante hidrbzido de sodio.
Se adsorbe la actividad anti bié tica en el filtrado y el lavado de
agua rcunidos, sobre 900 g. de Darco G-60 y so separa lag impurezas
colorcadas de la suspensidn de carbon, mediantc agitaeidn con apro-
ximadamente 36 1t, de acetona acuosa al 40%. Se eluye la actividad
del carbép por agitacién con 75 1t. do acetona acuosa al 40% ajus
tada a pH 2,0 mediante &cido sulfdrico concentrado. So filira ia
uspensi.én, so concontra el cluato bajo presidn reducida hasta apro- -
¥imadamente 4 1t. de fasc acnosa ¥ se ajuste ol pH a 5,2 con hidrf-
xido de bario. Se separa por filtracibn ei precipitado de sulfato
de bario ¥y sc concenira mis todavia el filtrado hasta aproximadamon-
te 700 ml. Con este concecntrado se¢ forma una lochada en 100 g. dg
aldmina tratada con fcido y se¢ vierto sobre uma columna quc consisto
en 1 kz. de allmina cn metanol tratada con dcido, So prepara 1a
alimina tratada con dcido, acidificando una lechada acuosa do Lt

mina Mercik mediante fcido sulfirico concentrade hasta que ac oblie-

-ty
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ne un pH constante de 3,0, se filtra, ss lava con agua y mobanol ¥

seca al aire. Se sluys entonces la columa con 5 1t. de meianol so-

guido por 60 lt, de metancl acuoso al 50% soguido por 10 1H. Go me-
tanol acﬁoso al 25%. Se combina fraccionog apropiadas que contienen
antibibtico A1 374, éegﬁn se¢' detormina mediante bioandlisis conbra
Q,.xerosis, ¥y se las concenira bajo presiln yeducida hasta aproxima-

damente 500 ml. ajusténdose el pH a €;2 mediante hidrdxido de bario,

Se separs por Tiltracidn el precipitado do sulfato deo baric y sc lio-

filiza el filtrado de manera de obtensr 5,1 g. de Af 374 crude (pu-
reza aproximadamente 30 a 507).

So disuelve 5,1 g, de ff 374 orudo, asi obienido, en 30 ml.

de agna y se le aplica una columha a¢ O Sophadex C-25 (forma H+);

Se separa ol Sephadex (250 g.) para el uso, formando con el mismo
una lochada on aproximademente 3 1ts, de agua ¥ se ajusta el pH a

2,0 mediante H2$0 conccontrado, Se decanta el agua en oxceso y se

4

lava la resing varias veces con agua, 5S¢ vierte la lochada en una

".columna (7,6 cm. de D.I.) ¥ se la lava con olros 5 14. do agua pa—

ra soparar ¢l dcido en exceso.
Se eluye la columna con un gradienie entre 4 li.-de agﬁa ¥
4 1t de aguz ajustada a pH 1,4 modiante 4eido sulfdrico concentra—

do, seguido por otros 4 lt. de aguagjustada a pH 1,4, Se rocoge la

fraceibn (aproximadamente 100 ml, cada ura} ¥y so mido la bioactivi-

dad (€. _xerosis)y la absorbsncia ultracvioleta (280_?u) en dilucioncs

’

1 a 100 dc¢ estas fracciones,

Se comprueba que las fracciones 58 a 80 contienen la mayor
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porte del antibiddico y o las combina en una sola masd. ©C ajustu
el pi de esta masa a 6,3 mediante hidpdxide do bario y so sopara por
Filtracién ol sulfato dc borio precipitado con ayuda do tierra ao
diatomeaﬁ. 36 concontra ¢l filtrado aproximadamentc & 200 ml. ¥y se
5. loliofiliza, obteniéndose aproximada ento.1,5 ge do antibidtico cru-
do. Se disuclve ol antibidtico crudo en 50 ml. &e agua ¥y se ajusla
cl pl do la molucién aproximadamente a 8,2 mediante IR45 (forma.CH"}.
So filira la suspengién y se liofiliza el filtrado. - Se disuclve ol
)  Jiofilizado on 40 ml. de agua y el antibibtico se precipita por adi~
10. : cidn de 4CO ml. de aéetona. Se rocoge por filtrazcidn el precipitado
eristalino y se lo disuolve en una pequeila porcidn de metanol. La
adicidn de acatoné precipita el antibidtico purificddo 2 374 al cual
sc rceoge por filtracién, cbteniéndose 1,18 g.
Se piepara una mucstra microanalitica por precipitacidén de
15, . MM 374, que se obticne en la manora dcscripia més arriba, en acabo-
na ctanblica y socando ol precipitado bajo pronunciada presidn redu—
cida (1.0"3 mm) a 100°C por dos dfas., El anflisis quinmico de este
pioducto v las otras propicdades fisicas y bilolégicas del nucvo au-
tibiético ya fueron éesoriptos més'arriba.-
20. ' EJEGPLO 4

Conversidn de base de MM 374 a sulfato do M 374

Se disuelvo 150 mg. de base de £ 374 en 60 ml. de mctanol
caliente al cual se agrega 1 gota de nna sclucidn 1:. do metanol~Sci~
do sulfépico concentrado. Se filtra ol precipitado wesultante ¥ se

25. . le lava con un poco de motanecl y acetona de mancra dc obtencr 98 mg.
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de sulfato de & 374.

Se Puéde preparar tambiéﬁ el sulfato de MM 374 ajustando una
golucidn acuosa de bése mﬁ 374 hastg aproximadamente pH 6,3 &odian%e
dcido sulflricc, seguido ﬁor procipitaci bn con acetonac

5. : '~ Se prepara una muestra microanalitica por precipitecidn en
acetona acuosa ¥y secando ¢l prcciﬁitado bajo pronunciada presifn ro-
ducida (10"3mm) a 100°C durante 2(dos) dfas. Bl sulfato de MM 374
preparado on esta manéra, contiene los clomentos carbono, hidrégo-
no, oxigeno, niﬁrégeno, azufre y cloro sustancialmentie enr los sigeien-
10. : tes porciontos en poso: ' | . .
CarbonO cecrsvssscvarssces DL,08
Hidrbgend coceeeressenses 5585
Ox{gEN0 scavvaescorveceans 30425
TitrOgeno ccescserserssoas 1302
15, ) AZULTO weavovresecrscioess 1436
CLOTO veseosaserrarersarae 2427 .
Ia rotacidn éptica os fo,_/ %5 = 104° (£ 2,8°) (C=1,075 on agua).

Se producsn miximos vitraviolstas a:

282 u (B i”cm. = 44) on soluciones #dcidas;
o o (1P : .
29, 202 T (= 1 ome = 43) en soluciocnes neutras

- - o . -
305 Wur(E i”cm. 48) en solucioncs bdsicas;

n

85) en soluciones bésicas.

<

o
,ogca?GO 2 (B i”cm.
Un espectro do absorcidn infrarrojo de sulfato de MM 374 cn

una pastilla do KBr; que EG prepara on una panera normal, manifies-
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ta absorcidn circcieristica en las siguientsowy longitudes do onda
exprosadas en microncs: '

3,05 3,455 5,750sc; 5,90cse; 5,99; 6,03; 6,205 6,32; 6,6T;
6,78es0; 6,87T; T,05; T,20; T,53; 7,657 B8,25; 8,65esc; 8,67
9,455 9,73: 9,880sc; 10,450s0; .11,05; 12,03 12,355 13,33
14,4.

ds B 374 _a_cloruro do A% 374

W .

Conversidn de bas

Se disuelve 200 mg. de base de &M 374 en 10 ml, do feido
clorbidrice 0,1W y se concenira aproximadamcnte hasta 2 ml, bajo
prosién reducida, con o cual me forma un prscipitade parcialmente
microcristaline, Se lo filtra, se redisuclve el precipitado en un
minimo de agua y sc le reprecipita cn acctona. Se filtra y so lava
con un poco do acetona adicional para obténer llélng. dé cleruro Ge
f 374,

So prevara una moscla microanalitica por pr;cipitaci5n en
acetona acuosa y secando sl prscipitado bajo pronunciada presidn
roducida (10“3mm)‘a 100°C duraznte 2 dfas, Il ecloruro de A 374,
preparado en esgta mﬁnera.contiene los clementos cérhono, hidp&gono,
oxigeno, nitrézono y cloro susfancialmente on log siguientes por~
cientos en peso:

Carbono  eescesreeesessar 52,20 g
HidrOgeno eeersviecesvanns 6,22 g
OxfZSN0 sqrovsaseonsereses 28,03 g
Fitrdgeno ceeeereevasesees 1,26 B

ClOoT0 secessesorcosansaans 6734
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La rotacidn 8ptica es /(Ll7 2. 106° (+ 2,8) (0 = 1,057 en
LU/ g ' 3 )

agua), Sc producon mizimas wldravioletas as

1 ' i
2?2 ma (& l%cm. = 42) en soluclonesrﬁcidas;

1 (3 n ()
282 1 (m 170m. = 39,5) on soluciones neutras;

. 130 . »
» I3 2 d s
3Q5 L (B 1 om. 52) en soluciones bisicas;

1% .
esc 260 B = 92) en solucioncs bésicas.
: r?'u (J 1l cme 9 )

El espectro de absorcién de infrarrojos del cloruro dc
A% 374 en una pastila do KBry; que se propara en una mansra normal,
menificsta absorcién carceteristica a las siguiontes lengitudes do

onda expresadas en micrones: 3,6; 3,273 3,405 5,T5emc; 5,900scy

5,985 6315§ 69283 696557 698235‘3?‘7:935 7,155 7,503 7:655

, 832557 8,60; 8,83; 9,42; 9,705 9,88; 10,45esc; 11,055 11,9

12,3; 13,3; 14,37,
' EIEMPLO 6§

Producto de hidrllisis 4cida de base'dc A 374

Se disuelve 1 g, de base do antibistico AM 374 en 7,5 ml. de
agua hirviente, ' Se ls agroga 1,25 ml. de 4cido clorhidrico 5N y so

hierve la solucidn resultante duranie otros 2 a 3 minutes. Se agro-

~ga otros 2 ml. de 4cido clorhidrico 5N y se enfrfa la solucién. Se

la filtra y se lava el precipitedo con uh total de 3 mi, do dcido
clorhidri%%'bﬁ. Se le redisuelve en agua y so le concentra hasta un
residﬁo. Se ropite fsto dos vecos mds, despuds de lo cual se proci~
pita ei rosiduo en acetona acuosa de manera de obtencr 516 mg, de

producto de hidré;isis dcida.

'3
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So propara una muostra mioroanalftica por wrseipitacién on
acetona acuosa y secando el proeipitade bajo pranunciada pregién ro-
dnoida (107> ma) a 100°C durante dos dfas, Bl profucto do la hidré-
lisis decl MM 374, prepavado on es%a mancra, corticne los elementios
carbono, hidrégeno, oxigsne, nitrdgeno y cloro sustanciaimonte cn los
sipgulentes porcientos en peso:

CorboNo seeevsscesesveceasas 52,54
Hidrbgono crovesscrscecsnca Hy01
Oxigeono ceriresisisancninns 25,52
Hitobgono sevessscesrnnsass 8,32
Cloro ...........‘..,a..r.; 7,11
La rotacién 6ptica os thngs = ~69° (+ 3,6°) (0 = 0,839 en

agua). Se producen miximas ultraviolctas a:

280 ma (E%%;mo = 46) on soluciones &cidas;
p
280 s (Eiﬂ;ma = 51,5} on solucionos neutras;

300 ma (E%% =~ 86) on soluciones bisicas;

CM e

esc 260 Wu (Ei%cm = 143) on golucioncs bisicas,

* B
7 El ozpcetro de absoreidn de infrairojcs del producto de la
hidrélisis del M 374 en una pastilla de KBr, quec se propara en una
manera normal, manifiesta absorcidn cerscleristica a les siguicnies

longitudes de ondc expresadas en micrones: 3,0; 3,30esc; 3,43;

" 5,75¢ea0; 5592cs¢; 6,03 6,15emcy 6,25; 6,48¢sc; 6,68; 6,85; 7,033

7,185 7,55 1,673 7,95cs0; B,30; 8,55csc; 8,865 9,15; 9,45;
9,93 10,45cscy 11,1; 11,550sc; 11,9; 13,3; 14,4,
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Dieta basal para pollos

Ingecdiente

Maiz amarillo molido a 514
Harina de acsite de soya (44%) . 300
Harina de gluten de maiz - 50
Harina de pemcado Moenhaden (60%) ‘ 50’ -
Grasa 7 . : 40
Harina de alfalfa deshidrata (17%) . 20
fiédra czliza molida ’ 5
Pogfato dicélcico. . e : 12
Cloruro de sedio . | 3
Minerales vestigiales (%) ] 1
Pzcmezcla de vit#minas(ﬁﬁ) - o 5

*) . Los minerales vostigiales son manganeso (6,0%), inde (0,12%),
hierro (2,0%), cobre (0,2%), zmine (2,0%), cobalto (0,02%), y celcio

(25,5%) «

dt)  Premezcla de vitaminag, por kilogramo de alimonto, que contiene

125 mg, de h;droxi tolueno butilado, 500 mg. do Dh-metionina, 3300
U.I. de vitemina 4,1100 U.I. do vitagina Ty, 2,2 U.I. de vitemine Ij
ll/ug de vitamina 312; 4,4 ng. de riboflavina, 27,5 mz. de niacina,
8,8 mg. ds fcido pantoténico; 500 mg. de eloruro de oolina, 1,43 mgZe
de deido f£8lico y 1,1 mg. de bipulfito sédico de monadioda por cada

5 g. de maiz omarillo molido.
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Se aloja polles de pocos dias &
por 5rupo) adquiridos a8 un proveador comareial, en criadores calen-
btadas v s¢ los Hlone en un cusrio para polles, al oual =¢ mantiono

aproxzimad:msnte a 24°C. Se pesan todos loa grupos de pollos al co-

micnzo de los snsayes y al t&maino a los 20 dfas. So suminisira ad

5.
libitum alimento y agua. Para todos los snsayes se utiliza la diota
bagal descripta mds arriba.
Log tratamienios utilizados mon (a) testigos no tratados;
(v) 10 pep.m. dc 28 374: (c) 2 ppum. de 2 374,
10. - En la sig-iento Tabla IX se indican los datos obtenidos, pu-

diéndose vor quo, a ambos mivolss de tratamicnto, el MM 374 manifies-

$¢ una marcada mejora cn ol erceimientc de las aves tratadas,

TLBLA IX

_ CRECLVIBNTO ¥ EFICACIA DE LA ALIMENPACICN EN POLLCS QUE RECIBEN
: RACIONES QUE CORTIENE AM 374 H

Mitivo Fivel Ixp, 0-20 dfa Alimontacién Roleaifn %/ mejora

del, genan-  / gonaneia de Tahan— A/6
alimente (p,pm) N cla supervivenc, cia
nada - AT o266 1,70 29/30 - e
R3T4E 10 - o84 1,62 30/30 6,8 4,9
nada - 3 288 1,75 39/40 - -

A1 374 H 2 - 302 1,63 18/20 4,9 144
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RIBMELO 8

COPOSICION DB LA DIETL

_§B§£9§i§EEQ, ) Concentracifn (%)
Maiz amarillo molido - 5144 |
Herina de accite de soya (44%) ' 30,0
Harina de gluten de maiz . : 5,0
Hariné de pescado Mevhaden {607) 5,0
Grasa (WRG-50) o o 4,0 ‘

'HarinaHQG'alfalfa deshidratada (175) L 2,0
Piodra caliza molida (33% Ca) ~o;5
Fosfata dicdleico 7 | ) o . 1,2
Cloruro de Sodio ’ 0,3
Minerales vestigialos (%) 0,1
Premozcla de vitaminas (dk) . 0,5

%) Lime Crest Z~2 Delemix que conbiene 25;5% de czloie; 6,0% do man- 7

ganeso, 2;0% de hierrc, 2,0% de zine, 0,12% do iodo ¥ 0,0é% de co-
balto. o

o) Proves 3300 T, dé vitamine A, 1160 U.I. de vi%amina D3, 2,2 U.

I. ds vitamina B, 500 mg. de cloruro de colina, 500 mg. do Dl-metio-
? nina, 125 mg. de etéxiquina, 27,5 mg. de niacina, 8,8 ng. de 4cido

pantoténico, 4,4 mg; dz riboflavina, i,43 mg. do 4cido £6lico, 1,1
rmg. &e meﬁadiona, 0,011 mg. de vitamine 312 por kilogramo de alimon~

to.
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TLBLA X

CRECTSIENTO Y EFICACIL DE LA ALTIEETACION ¥ POL

QUE CONTIEREN DIVERSO] aDITTVOS
1 2 3 "4 5
Aditivo del Nivel EBxp., 0-20 d%ss | 3limento
alimento (prm)  F*  ganancia(g)| ganancia
Nada - 1559 266 1,70
Penicilina 200 - 315 1,50
Paizona 10 - 298 1,58
Bi 374 B 10 - -284 1,62
AV 290D 10 - 282 1,59
Yada - 1563 268 1,75
Penicilina 200 - 317 1,70
Paizona 10 ~ 289 1,75
B34 E 2 - 302 1,63
AV 290 D 2 - 312 1,70
Columna 4 _[5—-20 dias; genancia (g)_7 relresenta 1
del perfodo de ensayo de 20 dfas.
Columna 5 (alimentacién/ganancia) reprelents la r
consurido y gramos de ganancia de peso sl cuerpo
Columna 7 /% de mejoras (genenciz) reprisenta la -
de peso, es decir / (315/266)100/-100 =(18,4,

Columna 8 (% de mejora; P/G) represente

gramos del alimentc y gramos de gananci

1la nejora
de peso,
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LA X

LIZERTACION BY FOLIOS QUE FECIBER RACIONES
g ,

._DIVERSOY ADITIVO
4 5 6 7 8

-20 3355 | Alimento Relacién de % mejora

nanciz(g) ganancia supervivencia Ganancia  A/G
266 1,70 29/30 - -
315 1,50 28/30 18,4 13,3
298 1,58 30/30 12,0 7,6
284 1,62 30/30 6,8 4,9
282 1,59 28/30 6,0 6,9
288 1,75 39/40 - -
317 1,76 20/20 10,0 2,9
289 1,75 20/20 0,3 0,0
302 1,6 18/20 - 4,9 (!
312 1,70 20/20 . 3,3 2,9

2resents)
gananci

et

resenia laz ganancia total ge resce a través

enta la relacidn entre gramos del alimento

80 sl cuerpo.

senta la mejora porcentuzl en la ganancis

18, 4.

la mejora porcentual de la relacién entre -
de peso, es Jecir [(1,7/1,5)10_(_)_/ = 13,3,
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Praparacidin do tabletas ave contisnon & 374

Sc incorpopa al compucsto antiandrdgenc AM 374 & una iabletla
3 5 .

farmacfutica comin de couerde con la siguisnto formulacidn,.

Ingrediento Por tebletn mg,
AL 34 L 50
Lactosa t' | 225
Almid6n de mafz (para mezcla) 50
Kmiaén de mafz (para pasta) 25
Bstsarato de magnesio - —a

355

) o
Se mezcla conjuniomente el ingrodicante activoe A 374, lac—
s

tosa y alinidén de mafz para mozela, Se suspende en agea ol almidén
do waiz para pasta on una ralasién de 100 . dc 2lmiddn de maiz por

cada 800 ml. do agua y mc caliouta con agitacidn do mancra de formar

una pasta.. Se utiliza ontences la pasta resulitanto para granulor ol

polve mezclado. Si fuera nocesario so ubtiliza agua adicional., Ss
hacs pasar los gridnulos hdmedos a través de un temiz No. 8§ y se mo~

ca a 48,9°C, Sc hace pasar los grfinules sccos a través do un tamiz

Ne., 16 y se los lubrica con el catearato de magucsio. Se couprimo

e

F

ontonces la granulacidn on forma de tabletas (pesp‘de la tzbleta 35
mg.) en una wigquina aprepiada para la produccidn de tebletas, Cada
tableta contiene 50 mg; de ingredicnie activo.

WIEMPLO 10

Preporacidn de clpsulas de clsczra durs yuo contienen I 374
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So pucdo suminigbtrar el ingredisunte activo B 374 en

las de cAucara dura. La signients es una forwulacidn gue resu

Qtil para preparar clpsulas de esia class:

Ingrediente

5L 374
Lactosa

Estearato de magnesio

BL ingredisnte active, la lzctosa y el estearalo de magnssioc gC mezZ—
clan conjuntamsnte, Se utiliza este mozela para llenar cépsulas ds

céscara dura do tamaiio apropiado, con un peso de llenade de 14L ng.

pox cépsula.

EJRMPLO 11

Para 1000

Preparacldn de solucibn orzl que crntiene &M 374

Ingredicnte
I 374

‘Gel de silicato de aluminio ¥y
magnssio

Sacarosa
Metilparabeno
Propilparebeno

) Aggpte aromatizante

Agua destilada, c.s.p.

Sz disuelven los parabenos y la sccarosa en aproximadaments

Pox
cépsuls cépsuleas
nZe Ss
50 50
90 90
— —
141 141

Cantidad % p/fvra

1,00

0,50
60,00
0,08

0,02

100,0

=
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dog tercioz dol volumen final de agus dasitileda a 800 ¥ se agrogn

la Vesgum con zgitacidn. Se snfria la sclwncidn a 40°C, Con agi
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La solucién'provee 50 mg. de ingradionte-&ctivo por cada 5
ml, de dosis de 1z solucién,
BJIMPLO 12
Se puede incorporar el componente sotivo MM 274 a una so-

lucidn inyecteble de acuerde con la siguionte formulacidn:

Ingrediente Contidad % plre
#5374 : 5,0
Glicol polietilénico 4000 U.S.P, 4,0

,Cléruro de sodio U.3,P, 0,90

Alcohol bencilico, calid»d para

reactivo 0,90
dmia para inysceidn, ¢. S. p. 100,0

Se prepara 2l vehiculo mezclando conjuntomente tedos los
ingredienics procsdentss con excepcién.del LE 374, Mediante me~
dice aprorizdos se esteriliza el vehiculos y el ingrodiente activo
micronizzdo. Se prepara una soluciéghdel ingrellente activo en ol
vehiculo, formando primeremonte una lechada con el ingredients sc-
tivo y una poreién dcl vehiculo, y agroegando entonces la porcidn

rostante Gel vehfeulo mientras se agita. Una dosis de 1 nl, ds es~

ta.gsolucidn proves 50 mg. de ingrediente activo,
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Descrita sufiéientemente la naturalezs del
invento asi como la manera de realizarlo en la préctica, debe
hacerse constar que las disposiciones anteriormeﬁée indicadas
son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no al.
teren su principio fundamental. También se hace constar gue el
invento corresponde a una solici*ud de patenie presentada en
Norteamerica, Ser. No. 815.652 de 14 de sbril de 1969, acogién.
dose por lo tanto a los béneficios que conceden los Convenios
Internacionales en vigor, siendo lo gque constituye la esencia
del referido invento y por lo gue se solicita Patentec de In-
vencibén poxr 20 aﬁqs en Eépaﬁa, gobre: PROCEDIM;EETO PARA LA
PRODUCCION DEL ANTIBICPICO AM 3T74., caracterizéndicse poxr lo

siguiente:

o

l,- Procedimiento para la produccién del antiﬁiético

AM 374, caracterizado porque comprende cultivar una éepa

de Streptomyces eburospereus nov. sp. productora de antibibticos

A 374 en un medio nutritivo acuosc bajo condiciones aerSbicas has—

ta que se comunica una sustancial actividad antibactefiana a dicho -
medio por la produccidén de sntididtico LM 374.

2.- . Procedimiento segin la reivindicecifin 1, carac-

terizado porgue comprende culitivar una cepe de Streptomyces
eburosporeﬁs nov. sp. productora de antibiético AN 374 en un
medio ascuoso nutritivo bajo c ndiciones serbbicas hastg que
se'cdmunica uqa'suétancial actividad antibacterians a dicho
medio por la produccisn de antididtico AK3T4 y eislendo el

antibidtico AE 374 asi producido.




3.= Procedimiento pares la produccién del
antibiotico AM 374; tal y como queda sustancialmente
descrito en la presente memoria.

Esta memoris consta de cuarenta hojas escri-

5. tas a mgquina por una sola cara.

Madrid, 11 460, 1877

AMERICAN CYANAMID COMPANY
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