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. Industrial que, como el enunciado indica, se trata de "PROCEDIMIEN-

408050

La presente memoria descriptiva tiene como fin la
declaracién del invento sobre el que ha de recaer el privilegio de explo-f -
tacién industrial, exclusivo en el territorio nacional, de una Patente

de Introduccidén de acuerdo con la vigente legislacién sobre Propiedad

TO DE OBTENCION DE SALINOMICINA™,

£y

i
El objeto de este invento es proveer un procedimien -

to para la fabricacién de salinomicina a partir de microorganismos.

Este objetivo se consigue cultivando el streptomyces albus 80.614 en |

un medio apropiado y aislando la salinomicina a partir del medio mice

lial aglutinado por medio de un disolvente de extraccién y purificindola

deSpues.

e

[RETE N

La salinomicina se usa con pr0p1edades especialmen -}
te dirigidas contra los cdccidos, su prevencién y su tratamiento tera -

peltico en volateria (gallindceas).

Nuestro invento ha conseguido aislar la salinomicina

I NI A T TR RS

a partir de un medio de hongos, el cual es cultivado con ¢l microorga -
nismo productor de la salinomicina (Streptomyces albus 80. 614}.

Para cultivar el streptomyces albus 80. 614 se pﬁe -
de emplear el proceso de cultivo de los actinomicetes en su fase indus-

trial se caracteriza por su agitacion aerébica.

R e et ol T I

La temperatura del cultivo estard comprendida pre -

ferentemente entre los 25 y los 302C., y el medio de cultivo puede ser

ey e L T m e

el normalmente usado para los actinomicetes, el cual comprende una

fuente de carbdn, fuente de nitrégeno, sales inorganicas, pequefia cant1

dad de componentes orginicos y un agente antiespumante.

La maxima acumulacién de salinomicina se encontra -

t

]
rd después de las 72 a 120 horas a partir de la iniciacién del cultivo.

La salinomicina es soluble en varios disolventes orgénicos, y por lo

tanto, se aislari del medio del cultivo a través de un proceso de ex -
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traccién por disolucién. La salinomicina estd contenida tanto en el aght
tinado micelial como en el filtrado, por lo que son agitados por un di -~
solvente de acetato de butilo, acetona o cloroformo en el que el cuerpo

de hongos es autolizado y la salinomicina es extraido de él por medio

. de un disolvente orgdnico. La fase disolvente es separada de la fase

acuosa y de la fase sélida para obtener una disolucién salinomicinica.
En la disolucién.de salinomicina es concentrada al vacio y purificada
por una columna cromatogréfica de alumina.

El desarrollador puede ser acetato de etilo, hexano
o mezcla de ellos. El eluato es fraccionado para recoger las fraccio-
nes que tengan alta accidn antibidtica, las cuales son concentradas al
vacio y purificadaé en una columna cromatogrifica que tiene un filtro
de gel del tipo Sephadex LH-~20. Preferiblemente el desarrollador es
acetona. El eluato se fracciona para obtener las fracciones activas y
es concentrado en vacio para obtener una salinomicina de gran poder

y purificada.

El Strep'tomyces albus 80, 614 tiene una larga hifa
intermedia entre los bacilos y los cocos. Kl micelo aéreo del strépto-
myces albus 80, 614 es grécticamente recto y a veces diverge para for
mar esporaforas teniendo dos o tres vueltas espirales. La superficie
de la espora es suave y sin espinas y la forma de dicha espora es un
elipsoide o cilindro alargado de O'5 - 1‘% 1'O - 1'5 de tamaifio.

Reacciones fisioldgicas del Streptomyces albus

Test . Respuesta
Coagulacion de la leche - Negativa
Peptonacion de la leche Negativa
Formacién de melanina Negativa

Med 8
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Reaccién de tirosinasa ' Negativa
Reduccidn de nitrato Positiva, a veces negativa.
Hidrélisis del almidén Positiva
Licuefaccidtn de la gelacidén Positiva
. Descomposicién de la celulosa ' . Negativa
Cromogenicidad Negativa
Oxigeno requerido Aerdbico
Condiciones éptimas de crecimiento pH 5!'5 - 8'2

temperatura 21 a 37¢ C.

Fuentes de carbén utilizadas para el Streptomyces albus 80. 614

+

1+ +

i
-

+

glucosa, fructosa, galactosa, mannitor, xilosa, cellobiosa,
mebibiosa, e inulina,
Lactosa, trehalosa, y almidén.
Maltosa, manosa, sucrosa, salicina y arabinosa.
Meiezitosa, inositol, dulcitol, sorbitol, rafinosa, adonitol, ra-
mosa. .
El significado de:
: fuertemente positivo. 4 : positivo
: dudosamente positivo. - : negativo.

Las propiedades fisicoquimicas de la salinomicina

(sal de Na) son las siguif;ntes:

Débil poder Acido.
Punto de fusién 117 ~ 1182 C.
Rotacién dptica
2c
- [d ]D = -252C (C = 1' metanol)

Solubilidad: soluble en alcoholes, esteres, clorofor-

Mod 8
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mo, éter, carbén tetracloruro y hexano. Insoluble en agua.

49) Esté.bilidad: estable con pH 7 - 9, ligeramente ines-
table con un pH por debajo de 5.

52) Colox della reaccidn:
Negativa para la reaccion Lemiéux, permanganato
de potasio, ninydrina, cloruro férrico y reaccién de
Fehling. positiva para la reaccién de iodina que pa
sa a ser de un color rojizo palido.

62) Anéliéis eleméntal: .

C39Hg5010Na (peso molecular 716).

C H O Na
Valor calculado '65.36 9.08 22.35 3,21
Valor analitico 65,0l 8.95 22. 39 3.54
72) Peso molecular;

Valoracibén equivalente 72.0
89) Espectro ultravioleta: |

Ver figura 1, en la que la linea continua representa
los datos medidos en una solucién de metanol y
0,01 N - CIH y la linea discontinua representa los
datos medidos en una disolucién O'OIN -~ NaOH me-~
tanol..

99) Espectro dé absorcidén de infrarrojos:
Ver figura 2.

109) Espectro antimicrobial:
La minima concentracién inhibitoria (mcg/ml) que -

da expresada en la tabla.

Bacillus subtilis : 2.0
Bacillus cercus . 2.0
Bacillus circulans. 4.0
Bacilus megaterium >100
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Staphylococcus aureus 2.0
Staphylococcus epidermidis 4,0
Sarcina lutea’ . 8.0
Micrococcus flavus -~ 8.0
. Micrococcus luteus 4.0

Mycobacterium smegmatis ATCC 607 8.0

Mycobacterium phlei | 4.0
Mycobacterivm avium _ 8.0
Escherichia coli $100
Klebsiella pneumoniae 2100
Proteus vulgaris 2100
Xanthomonas oryzae 64
Pgsendomonas aeruginosa 3100
Piricularia oryzae : 16
Alternaria kikuchiana 32

Antibidticos que tengan las caracte.ri'sticas descritas
de la salinomicina no han sido hasta el momento especificados.

La salinomicina tiene una absorcién ultravioleta mé-
xima a 220?1{ y 285€J¢cuando es medida en una solucién 4cida metanol.
El Streptomyces albus 80. 614 se inocula en 100 litros de liquido de
2% de glucosa, 1% de almidén, 2'5% de larina de soja, O'2% de fermen
to de cerveza, O'2% de extracto de carne y O'2% de cloruro sédico, en
un tanque de acero inoxidable de una capacidad de 200 litros a un pH
7'0 y se lo cultiva a 272C “de forma aerdbica durante 84 horas.

Se pasa el aire a una velocidad de 100 litros/min. a
250 rpm. en el agitador.

Después del cultivo, el producto resultante se ajusta
a un pH de 8, afiadiéndole NaOH y mezclandola a continuacién con un 2%
de tripoli para filtrarla después. Se mezcla 83 litros de lo filtrado con

50 litros de acetato de butilo y se extraen en dos tandas.

Mad 8
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Por otra parte, el medio de hongos se extrae con 30
litros al 70% de acetona y el efluente se concentra al vacio y se extrae
con 10 litros de acetato de butilo después de la eliminacién de la aceto-
na.

Se afiade el efluente al filtrado y la mezcla es lavada
con agua y concentrada al vacio hasta O'4 litros.

La solucién concentrada se paéa por una columna con
3 litros de alumina activa para absorver los componentes.

' Una mezcla de acetato de etilo y n - exano (4:1) se
pasa a desarrollar y recoger las fracciones que téngan un componénte
activo y se concentran al vacio. La solucién concentrada se purifica en
una columna crométogréfica que contiene Sephadex LLH-20 usando aceto
na como disolvente desarrollador. El tratamiento cromatografico se
repite hasta obtener 8'5g. de polvo blanco de salinomicina pura. He -
mos encontrado un nuevo uso de la salinomicina como anti-coccidos, es
pecialmente para volateria.

Es un gran problema prevenir a la volateria de cbcci
dos debido a la resistencia de ciertas cepas contra los anticdéccidos con)
vencionales, tales como la antitiamina, las del tipo quinoleina o dé azu-
fre.

Hemos encontrado que la salinomicina es bastante
efectiva para el tratamiento preventivo y terapeiitico de las cepas re -
sistentes de los cdccidos.

La composicidén anticoccida se prepara preferente -
mente mezclando salinomicina con un portador sélido o liguido fisiolégi~
camente antitdxico para formar una composicién concentrada que se afia|
de al alimento o bebida de la volateria.

Los portadore-s sélidos pueden ser harina de trigo,
harina de soja, arroz desaceitado, salvado, talco, caolin, greda y

tripoli.
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. ejemplo: emusilficador, agente dispersante, agentes de suspensién,

El portador liquido puede ser una solucién salina fi-
sioldgica, agua déstilada y un disolvente orgénico fisiolégicamente no
téxico, etc.

Es posible afiadir otros aditivos apropiados, por

agente humectante, agente de concentracidén, agente de gelacién, y un
acelerante activo fal como el .'aceite de soja. .

La composicién anticoccidos se prepara preferible-
mente en forma sélida y.el portador puede ser un alimento orgénic{o o
inorgénico y el agente activo se mezcla con el alimento activador de
crecimiento o el alimento convencidnal para pollos o gallinas ponedo -
ras con agitacién,‘ volteo o medios de trituracidn. '

El ingrediente activo se puede mezclar con el alimen|
to en forma de uria composicién polvorienta concentrada conteniendo
un portador fisiolégicamente no téxico.

Cuando la composicidn anticéccidc;s estd en forma
lfguida para dosisoral, es preferible dispersar a la salinomicina en un
portador fisioldgicamente no toxico tal como el agua.

Es posible afiadir otros ingredientes anticéccidos
y activadores de crecimiento para aves, pollos, etc.

Es preferible afiadir més del O'0O001% en pesode s_a_r
linomicina en la composicién anticdccidos.

La cantidad de salinomicina requerida para prevenir
y para el tratamiento terapefitico de los cdccidos en volateria, debe de

tener un indice del O'O01 - O'0O5% en peso de los alimentos.

Experiencia 12

Usando el macho de la especie Highline se le tratd
con un indice de 7'2 10t oocistos por individuo (el oocisto es el de
la Eimeria tenella-que es resistente a un 4Oppm de metil benzeno.

Los pollos 14 dias después de su nacimiento fueron

Mod 8
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1 separados en dos grupos.

En alimento que se sefiala en la tabla 1 se mezcld
con 0'01% de salinomicina diluido con soja y la cual fué administrada
al primer grupo de pollos, mientras que la salinomicina no se adminis
5 , tré al segundo grupo. -

Tabla 1

Férmula del alimento (%)

Harina de maiz 41'81

TC Alimento {Harina de trigo 85% )

10 {Sebo 15%) - 25
soja : 20
pescado con disolventes 8
Alfalfa ] 7 3
Fosfato tricdlcico 1

15 Carbonato cilcico » 0'3
Sal 0'45
Vitamina A, D, E . 0, 05
Grupo Vitaminico B o'l
Componentes inorgénicos o, 1

20 Metionina ' 0O, 05
Soja premezclada con droga - ‘ Ori4

100
25 La salinomicina se suministrd continuamente desde

un dia antes de la infeccidn de los oocitos hasta el final de la experien-
cia, al primer grupe. Los oocitosfueron inyectados después de 15 dias
a partir del nacimiento. . Todos los pollos, objeto de la experiencia,
fueron analizados nueve dias después de la inoculacién. El resultado

30 de la experiencia se muestra en las tablas 2 y 3.
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(a) Indice de crecimiento de peso y mortalidad.
El peso de los pollos fué medido en el momento de
la inoculacién y al final de la experiencia, y el indice de crecimiento

de peso estd calculado dando al primer peso el valor de 100.

" (b) OPG (Oocitos por gramo de hez). -

El O.P. G. fué calculado por el método de Plankten
observando las heces 7 dias después de la inoculacién.
(c) Condicidn de las heces.

La condicién de las heces fué observada por la ma-
flana y por la noche. .

(d) Diseccibn.

La enfermedad del intestino fué observada v se in -
vestigd el niimero de oocistos en el duodeno, yeyuno, intestino cortoy
colo.

Lios nimeros presentados en la tabla 3 representa
el niimero de pollos, objeto de la experiéncia.

Las referencias -~ A, ++%+ significan las siguicntes
condiciones.

- colon normal.
+ la forma del colon es normal .
el contenido“es ligeramente fluido y amarillento.
la mucosa del colon estd ligeramente dilatada y pizcada.
+4 la forma del colon es substancialmente normal.
la mucosa del colon estéd dilatada en toda su superficie.
no se encuentra sangre en un contenido.
la mucosa es amarillenta.
se encuentran un pequefic nimero de manchas blancas y
de saﬁgre en la mucosa del colon.

¥+t

se encuentra claramente una atrofia y deformacion del co-

Eaam A M AT AT LT
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lon y la longitud de colon es ligeramente mis larga que la
del recto.

no se encuentra un contenido normal y estd lleno de coagu~
los de sangre y residuos grises como de material
degenerado. '

una incrasacidn del colon es sefialable y ruinosa.

se encuentran a veces manchas de sangre.

la en{ermedgd alcanza la base del colon pero no al recto.

344+ se encuentra claramente una atrofia y deformacién del co-
lon. “
en general el colon toma la forma de salchicha y la longi-
"tud del colon es la misma o mas corta que la del
recto.
la enfermedad alcanza 1/3 - 1/4 del recto.
otras observaciones son idéntica‘s alas del +++
Tabla 2 .
Grupo Nimero | Peso |Indice de O.P.G. Condicién
incr. |mozrtalidad (X104) de heces
i’ndi.ce‘J % 7 8 9
| dias dias | dias
noches| mnoch | maii.
ler Gr. 11 106'4 |8 0] o 0'32 | normal.
(salino-~ (se halld
micina) sangre en
uno pero
se recupg
rd.
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22 GR. heces bland

(no sali das en los
nomicina) 10 (912 |70 18'24 |14'88 |0O'32 ' 7 dias ysan
gre en el

80%.

-Tabla 3

Diseccién de los pollos (excepto muertos)

Grupo N2 | enfermedad del colon |[N2 de oocistos {enfermedad del

.; PR T Y Y I I S PR intestino excep-
to colon

ler Grupo

(salinomi-| '© ? 1 10|00 oj&jz|ojo0 ninguna

cina) '

22 Grupo

no salino-| 3 0] o lol3a| ololol1l 2 ninguna

micina)

Experiencia 22

Usando pollos recién nacides de la especie White
Leghorn se les inoculd 5 x lO4 oocistos de Eimeria tenella. Los po-
llos(21 dias después del nacimiento) se separaron en 4 grupos.

El alimento mostrado en la tabla 1 se mezcld con
salinomicina y a partir del quinto dia anterior a la inoculacién de oco-
cistos se les suministré O'O01% en peso de salinomicina.

Al segundo grupo a partir del dia de la inoculacién

se le suminsitrd 0'0O1% de salinomicina.

Al tercer grupo, a partir del quinto dia anterior a

Mod 8
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la inoculacién de oocistos se les suministrd O'Q1% de la antidiamina_:
disponible en el comercio (amprolium) (1 - ((4 - amino - 2 propil - 5 pi
rimidinilo) metil] = 2 picolinio cloruro).

Al cuarto grupo no se le suministré ninguna drog‘a.

Los oocistos fueron suministrados a cada grupo a
los 21 dias de su nacimiento. Todos los pollos fueron analizados a los
7 dias de la inoculacién. 7

Las éxperiencias son las mismas de las mostrad:':as
en la tabla 1 y los nimeros y terminologia son los mismos de los de la
experiencia 1. '

Los resultados se muestran en las tablas 4 y 5.

Tabla 4
Grupo Ne Cantidad de| Peso | mortalidad] O.P.G.| Condicién|
de ingredien incr. | (indice de | (7 dias)| de feces
te activo (%) indice] muerte %)
(%)
ler. gr.(sa- Norme:ll
linomicina (se encon
antes de.la 10 olool . 144'8 © © traroﬁ fa-
inoculacién) ) ces carng
- . sas en unsj
22 gr. (salo
micina des~ :
de la inocue 10 | ©'01 144'4 0 o Normal
lacidn)
3er. gr. . Se encon-
(referencia)l 10 | ©O'O1’ 137'7| 20 2. 103| tz san -
' gre en 2,

Mod 8
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42 grupo

18 .
{(Control) ' . e egcon
10 - 135,2 ] 60 11.8x | traron

104 sangre y

faces car|
nosas en
todos.
Tabla 5 i
Grupo Ne enfermedad de colon enfermedad del )
intestino exceptc;
- + t+ |+43 [t colon
Grupo 1° 10 9 1 O O O ningﬁna
Grupo 22 10 8 2 9] O O ninguna
Grupo 32 | 8 3 3 2 8) O ninguna
Grupo 42 | 4. 0 0 1 3 0o ninguna

Experiencia 3

De acuerdo con el método de la experiencia 1,. los
oocistos fueron inoculados a cada grupo y se suministraron cantidades
semejantes de salinomicina.

Los resultados se muestran en la Tabla 6, "junto
con la referencia. Edad de los pdjaron era de 4 semanas.

Tabla 6

Efectos de varias concentraciones de salinomicina
contra la infeccién causada por Eimeria tenella.

Los efectos terapeuticos de la salinomicina contra
los cdccidos han resultado ser excelentes en las experiencias hechas
con las heces, con los indices de OPG de crecimiento en peso y morta-

lidad en comparacién con otros anti-cdccidos.
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Grup;a Droga concentré N2 de 00 «| Dura -~ |N2 de | N2 de | OPG
Ne ‘|cion de dro cistos in - cién de |aves | aves
ga en la ali fectados. |la medi {muer | muer
mentacién |cacién |tas | tas
(ppm) (dias) ]
1 Sali- | 1 5x10% 8 10 |4 3.3x10"
nomi
cina
2 u 10 " n 10 |5 7.8x10°
3 " 50 m . 10 |4 7.3x10°
4 n 75 " " 10 o 5.8x10°
5 " 100 " " 10 1o 1. Ox10%
6 n 125 " n 10 - O 8. 7xlO3
7 clopi | 125 L i 10 o) 5,8x103
dol
8 control| - " " 10 7 7. 9x106
infec =~ ‘
tado
9 control| - " " 10 O O
no infec
tado.

durante 8 dias después de la infeccién. Su resultado fué expresado por

el nimero de oocistos por gramo de feces. La figura dada presenta un

El recuento diario de los oocistos fué efectuado

maximo de oocistos diarios contados.

Los efectos terapeuticos de la salinomicina .contral

los céccidos han resultado ser excelentes en las experiencias hechas

con las heces, con.los {ndices de OPG de crecimiento en peso y morta -

lidad en comparacién con otros anti~cdccidos.
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T . . . Tabla 6 (Continuacidn)
Grll.lpo Ne| - " lesién cecal '
- + + 4 44 T
s Il 3 3 4
2 1 3
3 2 4 4
4 5 3 2
5 6 4 “
10 6 8 2
7 6 4
8 1 2 7
9 10 '

Descrita suficientemente la naturaleza del presente
15 invento, .asf como su realizacién industrial, sélo cabe afiadir que en su
conjunto y partes constitutivas es posible introducir cambios de forma,
materia y disposicién, sin salirse del cuadro del invento, en cuanto ta -
les alteraciones no supongan variacion sustancial del mismo.

La Patente de Introduccién que se solicita por diez
20 aflos para Espafia, de acuerdo con la vigente Legislacién, no se ha dado

a conocer en Espaifia, siendo s.ur fuente de origen KAKEN CHEMICAL

CO. LTD..
NoTA
La Patente de Introduccidn que se solicita por diez
LB afios para Espafia, de acuerdo con la vigente Legislacién sobre Propie -

dad Industrial, debera recaer sobre "PROCEDIMIENTO DE OBTENCION
DE SALINOMICINA", en todo de acuerdo con las siguientes
REIVINCICACIONES

12, - Procedimiento de obtencién de.salinomicina, ca-

racterizado porque se cultiva el microorganismo Streptomices alpse en
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.todo de acuerdo con la anterior reivindicacién, caracterizado porque el j

‘to cromatografico para obtener al fin la salinomicina.

-17 -

un caldo de cultivo usado para el cultivo de Aclinomycetes por cultivo
sumergido y extrayendo a continuacién la Salinomicina tanto del agluti-
nado micelial como del caldo y purificdndola a continuacidn.

22, - Procedimiento de obtencidén de Salinomicina, en

microorganismo productor de la salinomicina es el Streptomices albus
ochenta mil seiscientos catorce.

33, = Procedimiento de obtencién de Salinomicina, en
todo, de acuerdo con las anteriores reivindicaciones, caracterizadp por-;
que el caldo de cultivo tiene aproximadamente un pH siete y, la tempera
tura esti entre veinticinco a treinta grados centigrados, el tiempo~de
cultivo es entre setenta y dos a ciento veinte horas, ajustando posterior
mente el resultado a un pH ochc-a, para filtrarlo a continuacién, extrayen
do tanto el aglutinado micelial como el caldo por medio de disolventes
y concentrado a continuacién el aglutinado al vacio; se hace desapare -
cer el disolvente del aglutinado y se mezcla el aglutinado concentrado
con el caldo filtrado y se los concentra al vacio para pasar a continua -
cién por una columna donde se absorven los componentes, sometiéndo -
los después a la accién de disolventes activos y se las concentra al va - {

cio, sometiendo a continuacidn al concentrado en un repetido tratamien

42, - "PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE SALINO-f

MICINA™,

Segin queda sustancialmente descrito en la presente ;
memoria descriptiva que consta de dieciocho hojas mecanografiadas por’
una sola cara, acompafiadas de sus dibujos.

i

-
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