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~aerobia sumergida, hasta que se produce va nivel sustancial

“de antibidticos, se obliene en formz de sal sbédico-peidsi-

409078

Esta invencidn se reficre a nuevos antibidticos y

a un nétodo para su produccibn. En perticular, se refiere
g clertos antib}éﬁicos fcidos, no nitrozgenados y 2 sus go—
les de metalgs alcalines, metales alcalinoTtérreos ¥ amoniok
Los entibidticos descritos aqui son denominados ar-
bitrariamente A28695A y A28695B. Son producidos junto con

ofras susbanclas antibibdticas no didentificedas por cultivo

del microorganismo Streptomyces albus HRRL 3883 en un medio

de cultivo nutritivo acuoso, en condiciones de fermentacidn

de actividad antibidética. El factor antibidbico A28695A es
producido con mayor-sbundancia que el antibidtico A26695B.
Ias otras sustencias antibidticas producidas en la fermenta

cién se producen en cantidades fan pequelas que su recupers

cibn no compensa.

El antibidtico A286954, aislado de la mezcla A20695
L
ca mixﬁa, cristalina blanéa, con vn punto de fusibn de. 167
165°¢.

Ia sal mixta sédico-potdsica de sntibidtico A286954
es insoluble en agua, ligeramente soluble en metanol, solu~
Ple en éter y soluble en ésteres como acetato ae metilé,
a2cetato de etilo j’similares; cetonas como a2cetona y metil-
etilwcetonas hidrocarburos nalogenados como cloroformo e hi
drocarburos aromdticos como benceno y toluenc. El antihidii
co A286954 es estable en solucidn a valores de pH superio~
res 2 4,0 y temperaturas de hasta 27°C. Is rotaciln Sptica
especifica, 6{1%5; de la g2l gédico-potdsics nixta del anti

pidtico A28695 es de+14,07° (¢ = 1, metanol).
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El espectro de absorcidén infrarrojo del antibidtico
A28695A como sal mixts sddico-potdsica en solucidn en cloro-
formo estd en la Figura 1rde los dibujos que aéompaﬁan 2 e
ta memoria. Se obsgervan los siguientes méximos de absorcidn
dig u1n001bles en el eupecbro, en el 1nLervai§ de 2, O a 15 0
micras: 3,1 3 3; 334y 3,47, 6424, 6,84, 7 00, 7 25, 7 337,
7,49, 7,68, 7,78, 8,1, 8,47, 8,61, 8,95, 9,11, 9,20, 9,42,
9,5, 9,80, 9,98, 10,24, 10,54, 10, 87, 11,09, 11 5y 11,66
micras. El antibidtico no presenta ningln diagrama de a2bsor-

cidn ultravioleta caracteristico.

Un diagreme de difraccibén de rayos X en polvo de la
sal cristalina mixta sddico-potésica del antiulétLoo A266954,
utilizando radiaciﬁn de cromo filtrada por vanadio y una lox
gltud de onda de 2,2896 A pare calcular las distancius intex

planares da los siguientes valores:

a /1
18,23 1,00
14,75 : 1,00
13,26 ‘ .' 0,40
12,08 0,60

9,55 0,40

9,01 0,50

8,27 | | 0,30

" 8,02 o 0,30

7 61 0,30

7,36 0,50

6,93 ' 0,02

6,69 ! ‘ 0,60

6,02 : 0,40
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‘guiente composicidn: 63,31 # de carbono, 8,83 % de hidrézge-

a Y1,
5,92 0,30
5,59 0,10
5,43 0,40
5,24 0,10
5 ,09_ 0,20
4,94 | 0,40
4,76 0, 05
4,57 ' 0,10
4,35 | 0,05
4;%6 ' 0, 02
509 : 0,10
3,98 Lo 0, 05

El dcido libre del A286954 =5 un s6lido crisialino
blanco que funde 2 unog 97-99°C. El endlisis elemental de

la forma de éeido.libre dal antibidtico A28695A ds la si-

no y 28,03 % de oxigeno. Los datos &el espectrémetro.ﬂg me—~

sas sobre el anbtibidtico A28695A indican un peso moledular

sal

-
2}

aproximado de 834. Ie valoracién elzcironétrica de
sbdica del antibidtico A28695A en etanol acuoso al 66 % in-
dica la presencia de un grupo velorzvle coﬁ un valor del
pKa de 5,51. El peso molecular de la sal sddica, detberminadd
a2 partir de los datos de la valoracéén, es aproximadamente
de 874. EL peso molecular del Acido libre seria, por lo tan
t0; aproximadamente 852. Este valor es.superior al valor ob-
tenido en el espectiro de masas.Bl vslor calculado a parbir
de log datos del espectro de masas es probablemente el mds
preciso, dehido a las limitaciones del nétodo de veloracidn.

=T

Los datos del espectro de resonancie maznétice nuclear indi-l
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es un compucsto crigtelino blanco que fuade 70-17200. Bl

‘¢ién ultravioleta caracteristico.

tual de la forma ac1da del A256358B: 50,48

%09978

can la presencia de¢ 4 grupos metoxi en el antibidtico

A236954.

Ia sal mizts uOdICO—UO sesies del ,nulbrotlco A286953

diagrema de solubllidad y estabilidad del antibidtico es si~
milar al de 12 sal sédico~poitdsica miuta del antibidtico
A286954,

El espectro de absorcidn infrarrojo del A23695D3 .como

sal mixta sdédico-potdsica en solucién en cloroformo estd

atrado en la Figura 2 de los dibnjos gue acompailan’ a esta

.

memoria. Igg bandas distinguinles exn el espectro infrariojo

.

sobre el 1nLﬂrleo de 2,0 a 1) 0 micrzs son las sigule n.e
3,0, 3,4, 3,47, 6124, 6,85, 7,01, 7,26, T,3, 7,68, 7,73, 8,1
8,58, 8,82, 8,95, 9, 11, 9519, 9,45, 9,35, 9, 8?, 10, 04 10,25
10,55, 11,10, 11,24 y 11,65 micras.

Bl antibidtico no presente ningin diagrama de absomn-

Te robacidn 6ptica,-ﬁ{]%5, de 1z g2l gddico-potésica
mixta del antibibtico 4286958 es +10,1° (¢ = 1, metanol).

Ta forme dcida del antividtice 4236958 es un sdélido
cristalino blanco con un punto de fusidn de 122-124°C. El
microandlisis da 19 siguiente composicidn élemental porcen—
% de carbono;
9,15 % de hldrévepo ¥ 31,32 % de oxigenoc. Los datos del es-

pectro de resonancia magnétice nuclser indican que el antbi-

bibtico A23695B contiene tres zrupos metoxi. DLos datos del
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egpectro de masas del antibidtico A2
molecular aproximado de 846. ILa valcracitn electrométrica

del antibidtico A28695B como s2l sddica en etanol acuoso al
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loracidn es de 877 aproximadamente.

66 % indica la presencia de un grupo velorable con un valor

del pKa de 5,9. El peso molecular de le sal sbdica del anti-

[0

bibdtico A25695B, calculado a perdir de los datos de la ve-

=)

El peso molecular del
gcido libre del amtibidtico A28695B seria pbr lo tanto apro
ximadamente 855. .

Un diagrems de difraccidn de rayoes X en polvo del an-
tibidtico cristalino dcido A286953 utilizando radiecién de
cromo filtrada por vanadio y una longitud de onda de 2,2895
ﬁ para calcular las distencias interplanares da loé,gig?iqg

tes valorss:

R

a : /1

13,54 o 0,50 .

12,63 0,05

11,52 0,15 -

9,96 - - o0

9,39 o 0,60 ‘
7,88 - 0,20 oo
7,52 - | 0,20 '
'},08 : " 0,30

6,66 - 1,00

6,46 | 0,20

6,08 | . 0,20

6,05 0,30

5,81 . | 0,50

5,57 0,20

5,33 0,70

4,92 L 0,60

4,63 | 0,60

R e T
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4,51 | ' 0,20

4,29 0,30

4;14 0,30

3,98 : 0,10

3,84 0,60

3,73 ' 0,05

3,66 7 0?05

3,57 0,05

3,48 0,05

3,22 X _ ' 0,15

3,00« - 0,10

3,05 0,02 .
2;94 | 0,02

2;84 0,02 . N
0,72 | 0,10 L
2,56 - : 0, 02 '
2,33 ‘ 0,02

Q;Q% ' . . 0,02

2,15 ' 0,05

2,09 ‘ 0,02

2,07 ‘ . 0, 02

2,03 - 0,02

£l comportamiento en cromatografia de pape1'd§ lag
sales mixtas sédico-pobtdsices de A20695A y B estd indicado
por los valores Rf en la Tebla I dada e continuacidn. Los
valores se obtuviercn en los sistemas disolventes indicades,

utilizando en cadz caso un vapel Wiztman n? 1. le situacidn

ABk P TS T

de los anbtibidticos sobre el cromatozrama fué determinads voj
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bioautografia utilizando Bacillus subtilis como organismo

detechor.

TABIA T

Cromatografia en papel de los antibidticos A286954 y A28695B

Valor RE™
A28695A A28695B

Sistema disolvente

Agua saturada con butanol 70,53 0,83

Agua saturada con butanol; 2 % de dcido ‘
p~toluensulfdnico; 1 % de piperidina 0,64 0,76

Agua saturada con metiluiso@util—oetona;
< r . o~ . .
2 % de dcido p-toluensulfénico; 1 %:de

piperidina 0,58 7;30{74
Agua/metanol/acetonq-(12:3:1)** 0,25  '0;54
Benceno saturado ¢én agva _ 0,57 = 0,48.

A -
El valor Rf se define como la relacidn entre la disiencia
recorrida por el antibidtico desde el origen y la distan
cia recorrida por el frente de disolvente desde el origen.

SEK . ,

Esta solucidn se ajusta a pH 10,5 con NH, OH y después el

pH se reduce a 7,5 con H3PO4. 4

Ia cromatografia en capa fina sobre placas'de gel
de sflice con una pulverizacidn de vainillina como agente
detector también se ubilizd para identificar yféeparar los
antibidticos A20695A y B. El comportamients crométogréfico

sobre gel de silice estd indicado a continuacidn.

. mBIAII
Crometozrafia en capa fina de los antibidticos A28G695A ¥
' A28695B
) Valor Rf

Sistema disolvente . "A28695A A28695B
Benceno/acetato de etilo (1:1) 0,71 0,61
Cloroforno/acetato de etilo’ (2:3) 0,69 0,61
Benceno/acetona (9:1) ) 0,29 0,20

L AS BT T
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+t8genos pera la vide de los animales y plantas y, por lo

Ios nuevos antibvidticos de esta invencidn presen—
tan una accidn inhibitoria contra el desarrollo de los orga-

nismos microbisnos, tanto bacterias como hongos, que son pa-

tanto, son dtiles en la supresidn del crecimiento de estos
orgdnismos. les concentraciones minimas de innibicidn de lag
salés mixtas de sodio y potaslo de embos antibidticos
A286954 y A26695B, determinades por el ensayo de dilucidn
en agar con organismos ilustrativos, se encuehfran en la
Table III.

TABIA IIT

Actividad microbioldeica de los antibidticos A20G954A y

. A28695B a

Concentracién ninima
de inhibicibn (mcz/ml }

Organismo de ensayo ' A28695A°  A28695D
Stephvlococens aureus ) <1,56 6.25

treptococcus faecalis A <1,56 '52,50
Botrytis cineres . 25,00 25,00

Cuando se sometben a ensayo en disco-placa, awmbos

antibibticos, A28695A y A28695B, preéentan zonag discerni-

bles de inhibicidn contra los microorganismos Bagillug sub-

tilis, Mycobacterium avium y Sarcina lutea.

Cuando el =ntibidtico A28695B se ensays en un sis-
tema de cultivo de7vifus—tejido, pregenta actividad coﬁtra
los siguilentes virus: virus de la.vacuna, poliovirus III,
virus Semliki Forest, virus dsl herpes y virus de la gripe
del Japdén 305. Los antibidticos de esgba invencidn, cuando se

pruecban en plantas, evitan el desarrollo de ciertas enferme-

3

dades de las plantas. Un preparedo de ung mezcla de los antl

o v,
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bidticos A286954 y B, cuando se aplica como pulverizapién,
es activo contra la-enfermedad mildid pulverulento en las
plantas de judfa y contra la enfermedad de agailas én coro-
ne en las plantas de tomate. Una mezcla de lns entibidticos
A286954 y B también es activa contra las enfermedades viri-
cas de las plantas, virus del mosaico de la judia del sur
y virus del enanismo del maiz, cuando se aplican é plantas
infectadas como pulverizacidn o inundacidn.

Ademds de las actividades citadas, los antibidti-
cos A28695 también presentan actividad insecticida. Por ejem
ploy el grado de destrucciln de les moscas domésticas en con
tacto con wa solucidn de anbibidtico A28695A o de antibid-

-- N
tico A28695B a unae concentracién de 100 ppm es del 88 %. 4
una concentrzcidén de 250 ppm, el grado de destruccidn eS|
del 99 %.

Todavia otre importante propiedad de log antibid-
ticos A28695 eg su capacidad para eviter el desarrollo de la
coccidiosis en la aves. Los resultados observados chanGo ca=
da uno de estos antibidticos es agfegado al pisnso de los

pollos infectados con una infeccidn combinada de Eimeria
7

tonella, Eimeris mecotrix, Bimeria mixima, y Eimeria gcervu-

lina estdn indicados en la giguiente tabla:

TRIT TN WV
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TABIA IV

i At

Activided de log antibidticos 4236385 contra la coccidiosis

en pollos

‘Reduccidn en el

Wivel en - nimero de lesio
Grupo de el pienso Ilorta- Aumento de neg S¥E
ensayo % en peso lided % neso ¥ ¥ Intestinal Cecal
A286954 0,01 0 76 100 100
0,005 0 100 100 66
0, 0025 0 80 90 <40
A28695B 0, 02 0 90 100 g6
Controles '
infectados 15 36 0 0
Controles i .
normales . 0 100 - -
E

Controles normeles tomados como 100 %

Eic: ) : E
Comparados con los controles infectados.

Tos resultados. observados con pollos infechados

con B, tenella estdn indicedos en lz Tebla V.
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TABLA ¥V

Eficecia de los antibidticos A28695A v A2869B contre Fimeris

tenella en pollos

, Nivel en ' Reduceidn en el
Grupo de el pienso Morta~ Aumenio de - mimero de_lesio
ensayo % en peso 1idkd % peso £ % nes %¥E
A286954 0, 005 0 100 20
0,0025 0 100 ; 33
, 0,00125 0 80 - 0
A28695B 0,03 o - 93 100
0,02 0 100 , 100 -
Controles -
infectados . . 20 T2 0
Controles - .
normales 0 ) 100 ) -
S

Controles normales tomados como 100 %
S, . :
Comparado con controles infectados

Ta toxicidad aguda del antibidtico 4286958 en ra-

'tones, expresada COmMO DLBO’ es alrededor de 41,1 mg/kg de

peso corporal cusndo el antibibtico se administra por via
oral. Ia DLSO del antibibtico A28695B, cuende se administra
por vis- orel a ratones, es alrededor de 43,5 mg/kg de peéo
corporale _

Como se discutird con més detalle mds adelante,
los antibidbticos A28695 individuales y sus mezclas aumentan
la wtilizacidn de hidratos de carbono en los rumiantes y

con ello proporcionan una mayor eficacia de alimentacidn de

" estos animsles. Como demuestran los enssyos in vitro reali-

zades con fluldo del rumen, los antividticos-afectan a la

composicidn de dcidos grasos libres voldtiles en el rumen.
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propionato se ubilize con mayor eficacia que el acetato que

En particular, los antibidticos avmentan Ja cantidad de pro

pionate asequible para ol metabolismo de los rumiantes. El

ge encuentra presentec en mayor abundancia‘eﬁ=los animales
no ‘tratados. '

Otra propiedad caracteristica de los antibidticos
A28695 ¢s su capacidad pere formar complejos con los catio-
nes monovalentes. En los experimentos para determinar la
especificidad idnica, el anﬁibiétioo 428695A presenta espe~
cificidad para los iones potasio y los lones rubidio, mien-
tras que el antibidtico A28695B- presenta especificidad para
los lones sodio ¥ pc;tasio° Tl uso de electrodos especificos

.

ibnicos cs importante en muchos andlisis quimicos. Debido

& sus propiedades ‘nicas, los antibiéticos 4286954 y B son

£

adecuados como componentes de electrodos esgpecificos idnicos

Los complejos formedos por los antibidticos
A28695 con cationes monovalentes son solubles en les 1ipdm
dos y, por lo tanto, faoiliﬁarén el transporte de Josriones
s través de las membranas. Los antibiéticos que presentan'
estas pfopiedades son denominados eﬁ general lonoforos.

o
) Los efectos de los antibidticos A28695 sobre el

transporte de ilones pueden ser medidos en un'sistema utilif
zando mitocondrio de higado de rgta y el antibidtico valino-
micina."Ambos-antibiéticos_A28695A v A28695B invierten el
efecto estimulante de la valinomicine sobre la hidrdlisis
del adenogintrifosfato en el mitocondrio del higado de ratad

Tos nuevos anbibidticog de esta invencidn éon pro-
ducidos cultivando uné variédad recién descubierta de un

organiemo actinomiceto bajo condiciones agrobias sunergidas

e e zte e
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‘variedad de Streptomyces albus (Rossi~Doria) Weksman y Hen-

lacecesidn en esta coleccidn en el NRRL 3883. Ia variedad fué

B

9
. !
h0997

en un medio dergultivo nutritivo, hasta que el medio de culf
tivo conbtiene vna actividad entibidtica sustancial. Dos an-
tibidticos pueden ser recuperados del medio de fermentaclén
empleando varios procedimientos de aislamiento ¥y purificacidp
conocidos en la téenica.

El actinomiceto usado en la produccién de los an=-

tibidticos de esta invencidn ha sido identificado como una

rici. Bl organismo he gido depositado sin restriccidén en
cuznto a su disponibilidad en la colecciln de cultivos per-

manentes de la Northern Utilization Research and Tevelnpment

Division, Agricultural Research Service, Departamento Ge Agri

cultura Ge Estados Unidos, Peorie, Illinois. -Su numero de
$ 9

aiglada de una muestra de tlerra recogida en Curaceo (Anﬁi—
1las Holendesas). Uhés porciohes de la muestra de tierra fue
ron suspendidas en agua deslionizada esté;il ¥y las suspensio=
nes fueron depositadas en tiras sobre égar notritivo én dise=
costetri; Degpués de incubar a 25—3500, haste conseguir el
crecimiento, laos colonias de”los orgapismos productores del
antibidtico A28695 fueron transferidas & unos tubos inclina-
dos de sgar con un aro de platino estéril. Iog tubos inclina-
dos de agar fuercn ﬁespués incubados para proporcionar un
indculum adecusdo para la produccidén de A208695.

Tos métodos empleados en los estudios taxondmicos
del cultivo productor de A28695, NRRT 3883, fueron los recc-
mendados por el Internationa} Streptomyces Project [Shirling

and Gottlieb, Intern.Bull.Systema tic Bacteriol., 165 313~
1 L

340 (1966)]} junto con clertos ensayos suplementarios. Los

e

LA, 1130
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resultados de los estudios taxondmicos estdn resunidos en
1os pédrrafos que sigucne. Los nombres de los colores fueron
etribuidos de acuerdo con el mAtodo Intor—boc1eby Color

Counc1l~Parlonal Burean of Stendards (ISCC«UB») (X elly ¥
Judd, ihe ISCO-IBS NMethod of Designating Colors and a Dio-

ticnary of Color Names, U.S. Dept. of Commerce Circ. 523,

_flcren a 10 bloques de color y las letras subreyadas v los

of Color, McGrew-Hill Book Co., Inc., New York (1950)], eg-

Washington, D.Cey 1955). Ias letras entre paréntesis se re-

ndmeros & las proyecciones de colores en la serie de colores
Tresner y Backus [Appl. Microbiol. 11:335-338 (1967)17 Lag

designaciones de bloques de color Maers y Paul[ Dictionary

tgn entre corchetds. Los ndmeros ISP se refieren a los me-
dios del Internationasl Streptomyces Project; Shirling ¥
Gottlieb, (que pueden solicitarse a los Difco Ishoratories,
Detroit, Michigan). Ias observaciones se realizaron,de~0u~
de incubar a 30°C durante 14 dfas, salvo indicacidn en con—
trario.

Morfolosin microscdpica, carecteristicas de cultivo y fisio-

Morfologia microscépica:  Los esporoforos’ tilenen forme espif

logia

3

ral. Ies esporas son ovales (1,0-
1,25 p x 0,5-1,0 u) y aparecen en
denas de 10 a 50,

Caracteristicas de cultivo:

Medio ISP n® 2 Crecimiento abundante; revers

pardo amerillento ligero 1LD]
Buen micelio a2éreo y eSOOrulq016H,
“blanco (W) a. Sin pigmento solble

.Creciniento medisno; reverso blag
co. Iicelio afreo y esporulecidén
medisnos, blanco (V) 2, con zonas
dispersas de amarillc claro, (Y)

11/2 £b.

fedio ISP

2
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jedio ISP n@?

Medio ISP n? 5

ledio de Czapek

£
Pasta de tomate-hardi
na de aveng

Pieiolozia:

L e

Reguisitos de temperatura Buen crecimlento ¥ esporulsacidn

16 -

. Buen crecimiento; reverso amari-

. pédlido {Y) 2ba. Sin pigmento so-

Crecimien®to abundente; reverso
amerillo pdlide [10F3]. IMicelio
aéreo y esporulacién abundantes,
blanco (W) 2. Pigmento soluble

—

pardo ligero

Crecinmiento entre bueno. y abun-
nte; reverso amgrillo ligero
1032} . Wicelio aéreo y esporas
entre bueno y abundante, emerillg

rae b o .
pdlido (Y) 2ba. Sin pigmento so—
luble.

Buen crecimiento; reverso amarie
11lo ligero [10F3]. Micelio aéreo
y esporulacidn moderados, amari-
1lo pdlido (¥) 1ba. Sin pigmento
solvble o ligero pigmento smarillg

llo ligero [9J2 . @uen micelio
aéreo y esgsporulacidn, amarillo

luble.

Trecimiento abundente; _reverso
amarillo pdlido {10-B2 ). Buen mi
celio aéreo y esporulacidn, gris
amerillento (G) 2dc. Sin pigmen~
to soluble :

_Teche degcremads

Gelating

Reduccidn de nitratos

Is Tabla VI contiene los resultados de los ensayos
de utilizecibn de carbono realizados sobré el cultivo produg

tor de A26895, NRRL 3883. Los sfmbolos empleados en la ta-

hlz mon los sigulentes:

+ = utilizacidén positiva

(+)= utilizacidn probable
(-)= utilizacidn cuestionable
- = utilizacidn nula

a 36—37 g. Crec%miento nulo &,
437C, 49%C o 557 C. ’

Ko se cuaja ni clarifice al cza-
bo de 21 ddas. Anillo superficisl
de crecimiento; gsedimento 2277

Ticueficcidn completa al cabc. de
21 dias : :

- - .

Ligera reduccién al cabo de 21 ..
dla 8. o
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1 370-380 (1962). Se producen veriaciones en la utilizacidn

‘mo resulis evidenbte de los ensayos de-utilizacidn entes

ﬁ0997&ﬁ“

TABIA VI

Utilizacidn de carbono del NIRL 3883

Substrato ' Respuegta
Inositol 7 (+)
Fanitol ' +
Celulosa (=)
Celobiosa +
Fructoza 4
Arabinoss . 4
Rgmnosaﬁ . F
Refinosa S
Xilosa - o+
Dextrosa « ; . (+)

El cultivo pfoduo%or de 428695 (NRRL 3883),gl pare-—

i -
L

cer es muy similar a la variedad de Streptomyces aibus

ATTC 3004 descrita por Pyons y Pridham, j.Baoteriolo, 333

de cuastro fuentes de carbono y en €l desarrollo por ercimal
de 37°C. El cultivo de NRRL 3883 empleado en esta inveacidn
es también similar al NRRL 3384, que produce el antibidti-
co A204 [Patente belga nf %28.382 (13-8-69) ]; las difcren-
cias observedas indican gue el NRRL 3364 produce unas eg-
poras ligeramente mas largas, no licda la gelatina y cre—
ce a temperaturas algo mas altas. 7

_ £l medio de cultive empléable en la produccidn de
antibvidticos A28695A y B por cultiVO del organismo antes

descrito puede ser uno cualquiera entre verios ya que, co-

descritos, el orgenismo es capaz de utiligar diferentes

fuentes de energla. Sin embargos por razones de economis,
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‘cultivo que contienen fuentes de nutrientes relativanente

simples. Por ejemplo, los medios Ytiles en la produccidn de

calcio, magnesio, sodio, potasio, cobalto, cloruro, suliato

de cultivo para desarrcllar el actinomiceto BYRRL 3883. Estos

-18

409978
de produccibn, mdximo rendimiento del antibibtice y facili-

dad de aislamiento del mismo, se prefierean ciertos medios dg

1

antibidticos A286954 y B incluyen una fuente asimilable de
carbono como glucosa, manitol, fructosa, almiddén soluble,

dextrina, melazes, azglcar moreno y similares. las fuentes pr

(1))

feridas de carbono son la glucosz y la dextrina. Adicional-
mente, los medios empleados inpluyen una fuente de nitrdgeno
asimilable como harina de avena, extracto Ge buey, caseina
hidrolizada, licor de infusién de maiz, extracto de levadu~
re, harina de sojaa'peptbnas (carne o soja) y similares. Ias
fuentes prefgridag de nitrégeno son herina de soja y caseina
hidrolizada al 4cidos ~

Pueden incorporsrse a los medios, con resultados be-

neficiosos, sales minerales como las que proporcionan iones

y carbonato y una fuente de factores del crecimiento, como

levadura o extracto de levadura.

Como ocurre con muchos microorganismos, se cree con

veniente incluir los llamados “elementos traza" en el medio

elementos trazae son suministredos cominmente como -impureszas

B

acecidentales a la gdicidn de los otros constituyentes del

medio.

Te. produccidn del compuesto de lg invencidn puede se
P

3

efectuada a cualquier temperstura que conduzca al desarrcllo
satisfactorio del microorganismo, por ejemplo entre unos

2690 y 40°C y preferiblemente entre unos 26° y 30°C. Kormal-
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‘cos. Para la produccién de oantidades_sustancigles del anti~
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mente, la produccién Sptima de los antibidticos se obtiene

en unos 2 a 5 dlas.

1 pH iniclal del medio de cultivo puede ser variado
dentre de smplios iimites. Sin embargo, se ha encontrado con
veniente que el pH inicial del medio esté comprendido entre
6,5y %,ZQ Como se ha observedo con otros actinomicetos, el
pH del medlo aumenta gradualuente a través del periodo de
creciniento del or~an15mo y puede alcanzar tn nivel compren-
dido entre 7,0 y 8,0 o mis, sproximedemente, dependiendo el
pH fiﬁallpor 1o menog en perte del pH inicial del medio, de
los reguladores presentes en el redio y del periodo de tiem
po durante el cual se perﬁite crecer al organismo. Se ohtie-
nen comoa"mento peéuenas cantidades del antibiétioo median-

te matraced acudidos y cultivos superficlale en frog-

bidtico A28695, sin embargo, se emplea prenerlbjemon te el
cultivo aerobio sumergido en grandes ftanques. '

Con objeto de ev1tar wn retraso pronunciado en la
produccidn del antlblotlco con la congigulente 1nef¢cac¢a
en la utilizacidn del equipo, se prefiere utilizar la forma
vegetativa mis que la eanoruladﬂ del orgenigmo para la ino-
culacidn del medio en los tanques de produceién. En cpnsé—
cuen01a, en primer lugar se prepara un 1nooulum vegetativo
del orgenismo por 1nocu1a01on de unas cantidades relativa-
nente pequeﬁas del medio de cultivo con la forma esporulada
del organismo y el inoculun vegetativo activo joven asl ob-
tenido se trensfiere después ssépticemente a los grandes
tanques de producoién.'El médio en el que se produce el ino-

culun vegetativo puede ser igual al utilizado para la produc

e T S T A, -
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cidn del antibidtico, aunque pueden emplearse ventajosamen-—
ﬁe otros medios.,

Como ¢s costumbre en los procesos de cultivo aerobio
sumsrgido, s€ hgce pasar aire estéril a través del medio
de cultivo. Para un desarrollo del organisﬁé y- una produc—

cidn del antibidtico eficientes, el volumen de aire emplee-

. do en la produccidén en tangues de los antibidticos A286954

y A28695B es preferiblemente superior a 0,1 volumenes de
aire por minuto y por volumen de medilo de cultivo. Se ob-
tiene un crecimiento eficaz y unos rendimientos dOptimos de
los antibibticos A286954 y A28695B cuando el volumen de
aire utilizado es por lo menos de 0,3 volumenes de aire por
minuto y por volumén de medio de cultivo.

To. concentracidn de actividad antibidtica en el me-
dio de cultivo puede ser seguida facilmente durente el pe-
riodo de fermentacidn sometiendo a enseyo unas muestras del
medio de cultivo para determiner su actividad inhibitoria
contra el crecimiento de-un organismo que se sabe que eé
inhibido en presencia de los antibidticos A28695A y 4235958
Se hg enconﬁrado que eg adecuado para este fin el uso del

organismo Bacillug subtilis. El ensayo pucde realizarse

por métodos conocidos turbidométricos o de disco-placa.
Puede utilizerse una variedad de procedimientos cn
el aislamiento y purificacidn d¢ los antibiéticos A286954
y A28695B; por ejemplo, extraccidn con disolventes, uso de
adsorbentes y columnas cromatograficas. Los procedimientos
de extracecidn con disolvente son los preferidos para 1z pro
duceidn comercial, ya gue son menos prolongados ¥ menos -cog
tosos y con ellos se obtienen rendimientos de recuperacidn

-
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"el micelio como en la melia de fermentacion. ELl micelio pug

de ser separado de la malva de fermentacibn por filtracidn

para recuperar la achivicdad antividtica. Los disolventes de

- mixtas. Puede realizarse otra purificacibén de la mezcle antd

A28695.

- 21..
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nés altose

Ta zeotividad anbtibidtice esta localizeda tanto en

mediante un euxiliar de filtracidn y tanto la torta‘de miceT
11i0.como el medio de fermentacidn filtrado son extraidos
con un disolvente orgdnico mdecuzdo psra recuperar la ecti-
vidad de A28695. Alternztivamente, la rmalta de fermentacidn

sin filtrar puede ser extrafde con un disolvente orgénico

extraccidén adecuados son, por ejermplo, acetato de etilo,

acetato de amiloy b&tanol, pentanol, etanol, metanol o clo—

. % - *
roformo. Los extractos entibidbicos se evaporsn e presidn
reducida paras oblener una mezcls imgura de 1los antibidticos

- a2

428695 como residuo oleosc. Tos antinidticos asi recupera-

o2

dos estan presentes en forma de sus sales sédico-potasicas

62}

bidtica por cromatografia del residuo olecso sobre un adsor
bente adecuado como carbdn active ¢ gel de silice. Un adsor
bente de carbdn activo éomo el carbono Pittsburgh es un ad-
sorbente preferido pers purificer lz mezcig de entividticos

Tos.antibidticos individusles pueden ser separados
de la mezcla mediahteﬁuna sieva cronatozrafia. Asi, por ejem
plo, -la mezcla de las seles sédice~potdsicas de A28695A y B
puede ser disuelba en un sistems disolvente conztituido vor
bencano/acebato de etilo (9:1) v le solucidén asi o
puede ser cromatografiade en una coluzne rellena con gel

de silice. Después la columna se eluye con 12 nisgme nezcla

e R e i 1 SRS e e XTI TI TN it btk ks v ERLRIILSE,
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disolvente y se recogen fracciones miltiples. El progreso
dél fraccionemiento es medido examinando lay fracciones in-
dividuales sobre cromatogramss en capa fina o éfomatogramas
en papel. Se combinan las fracciones que cortiencn cada anti
bidtico individual y el disolvente se separa por evaporacion
para dar en forma sustancialmente pura los antibidticos sepa
rados, en forma de sus sales sédico-potdsicas mixtas.

Esta invencién tiene una especial utilidad en los ru-
miantes con una funcidn del rumen desarrollada. Los rumlen-
tes jévenes, fundamentalmente los-que todavia no han sido
destetados, funcionan como animeles monogéstricos. Utilizan
sus alimentos 1iqui&os simples exactamente como lo hacen los
animales monogéstgicos. A" medida que'los runiantes jbvenes
comienzen a ingerir alimentos sdlidos que contienen celnlosal
almiddn y otros hidratos 4¢ carbono, comienza a desarrollar-
se la funcidn del rumen y la poblacidn microbiolégica del
nismo comienza a aumentar. Después de que el animal he comi-
do pilengos sblidos durante algun tiempo, su fuﬁcién del ru=-
men alcanza el desarrollo total y coptinda operando durante
toda la vida del animal. ﬂ |

7
BEsta invencidn funciona en todos los rumiantes, es de

1

cir en todos los animales que poseen estémagos mdltiples{
uno de los cuales es un rumen. Tog animeles rumiantes de
importancia econdmica son el ganado vacuno, las ovejas y las
cabras. 7

Debe entenderse que la ubilidad de este método no se
limita 2 los animeles que estdn siendo engordados o & los'aqi
males jévenes en deserrollo. Cusndo el método se aplica &

animales adulbos, como vacas lecheras o animeles de cria,
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sug beneficios se traducen en un consumo reducido de pienso

Los snimales dcben recibir una cantidad del antibidii

" co que afecte al rumen, con objeto de conseguir los benefi-

cios del método. Is cantidad minima que afecta al rumen ve-
ris con la dieta del enimal, su estado y su edad. Un inter-
valo setisfactorio es el comprendido aproximadamente entre
0, 02 mg/kg/ dda y 2,0 mg/ka/dla. EL intervalo preferido es
alrededor de 0,05 mg/ke/dfa a 1 mz/ke/dla.

Ios siguientes qjemplds ilustran la produccldn de
A285695. |

EJEMPLO 1

Fermensacidn en matraz sacudido de A28695
) -

El cultivo productor de A28695 se prepara y mantienc

en-un tubo inclinasdo de agar con la sigulente composicidng

Dextbrina '%OO‘Ec ' 10,0 g
N-% amina A : 2,0 é
Extractd de buey : 1,0 &
Ex?racto de levadurs - 1,0 g
Agar 7 " ‘ 20,0 g
Ague degionizada | 1 litro

!

dextrina de patata importada de Holanda

S
Sheffield Chemical Co., Division of Hational Dairy Pro-

ducts Corpe, Norwich, N.Y.
El_%ubd inclinedo se inocula con el cultivo productor
de A28695, NRRL 3833 y se incuba a 309C durante 4 a 6 dlas.

El tubo inclinado esporulado se cubre con una pequeila canti

. . o Lo
dad de agua desionizade esteril y se resca stavemente pare

proporcionar wna suspensién scuosa de esporas.

P
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Se utiliza 1 ml de la suspension de esporas resultan-

. . ) . & e .
te para inocular 100 ml de medio vegetativo esteril con l1a

sigzuiente composicidn:

Glucosa 15,0 ¢
Harina de soja _ 15,b g
Sélidos de infusidn de maiz 5,0 g
CaCo, 2,0 g
Na . 5,0 &
Agua corriente : 1 litro

El medio vegetativo inoculado se incuba durante 24-48
horas a 3000 en un. sacudidor reciproco, con un recorrido de
2" (5 cm), que operz a 108 recorridos por minuto. Después
se emplean 5 ml del cultivo resultante para inocular 100 ml
de medio de produccidn esterilizadc contenido en un Erlenme

yer de 500 ml y con la siguilente composicidn:

Harina de soja 15,0 g
C§;se:'_na : | ;1,0 g
NelOy o o 3,0¢g
Jarabe de glucosa 20,0 g
. Agva corrienie . 1 litro

El medio inocnlado se deja fermentor durante 42-72 Lo~
ras a 25-30°C en un sacudidor rotatorio que opera a 250 rpm.

El pH final observedo es alrededor de 7,0

EJEIPLO 2

Termentacidn en tangue de A28695

El cultivo productior de A28695 se prepara y mantiene
en un tubo inclinado de agar con ls sigulente composicidn:
Dextrina ) . 10,0 g

Extracto de levadura : 1,0 &

Te o BRCZT SRl ey €3 abn
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Caseina hidrolizada con enzima 2,08
Eitracto de buey 1,0 g
CoCl,.6H,0 ' - 0,01 ¢
Agar ] “3- 20, O g
Agua degionizadas , 1 litro

El pH del medio se ajusta a 7,0 con solucidn de

hidréxido sddico. Después de esterilizacidn a vapor, calen—

tando en autoclave a una presidn de 15-20 libras (1-1,4.kgcm>

durante 30 minutos, el pH del medio es 6,3.

' El tubo inclinado se inocula con el cultivo pro-
ductor de A28695, NRRL 3883, y se incuba a 30°C durante 10
dfas. El tubo inclinado esperulado se cubre con una peguefn
cantidad de aguae desionizads estéril y se rasca suavenmente
pare formar una suspensidn acuosa de esporas.

Cada tubo inclinadc se utiliza para inocular seis

meitraces de 250 ml, conteniendo cada uno 50 ml de un medio

de cultivo vegetativo estéril con le siguilente composicidn:

Glucosa - 15,0 g
Salvado de soja 15,0 g
Ticor de infusién de maiz 10,0 g
NaGl - 7 5,0g
CaC0y | . 2,0g
Agva corriente 1,1 litros

. El pH del medio se ajuéta a 6,5 con solucibn de
hidrdxido s6dico y permanece inalterado por esterilizacidn
en autoclave a una presién de 15-20 libras (1,0-1,4 kg/cmz)
durente 30 minutos.

Bl medio inoculado se deja fermenter durante %2 ho-

ras a 30°C en un sacudidor rotatorio que opera a 250 rpm. Se

i
~
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utilizen 10 ml del cultivo resultanse para inocular 200 ml
de un medio de crecimiento de segunda fase, ésterilizado,
contenido en un matraz de 1 litro y con la misma composicién
antes descrita. , ,

El medio inoculado se deja fermentar durante 30 ho
ras g 30°C en un sacudidor reciproco gue opsra a 250 rpm. 3e
emplean 200 ml del cultivo resultante para inocular 25 litro

del siguiente medio, contenido en un fermentador de 40 litro

Inerediente : Porcentaje
Glucosa ) ‘ : 2,5
Salvaedo de soja 1,5
Caseina hidrolizada con geido 0,1
Melazas-P. S - 043
Caco, 0,25
Agua corriente - » ) 95,35

El pH del medio es 7,2 después de esterilizecidn
en autoclave a una presibén de 15-20 libras (1,0-1,4 kg/cmz)
durante 30 minutés.

El medio inocalado es aireado a un caudal de 0;3
voldmenes de aire por volumen de cultivo por minuto y agite-
do con agitadores convencionales a 350 rpm. ..

Io fermentacidn s¢ lleva a cabo a 30°C durante
5 dfas. '

EJEMPLO 3

Aislamiento de 1la mezcla antibidtica

Empleando wn auxiliasr de £iltracidn comercial, se
£iltran 92 litrog del caldo ds fermentacidn completo obiteni~
do de la fermentacidn de A28695. Ia torta micelial se suspen

de en 25 litros de metanol y la mezcla se agita fuertemente

13
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concentra pars separar el mebanol. La fase acuosa agl obteni

ds se combina con el filtrado del caldo de fermentecidn ori
ginale.

Ta torta micelial exiraldas se suspeﬁde despuds en
25 1itrﬁs de acetato de etilo y la suspensgidn se sgite du-
rante 30-60 minutos. Se filtra la mezcla y se desprecia la
Yorta micelial.

El caldo filtrado se extrae entonces dos veces con
medios vollmenes de acetato de etileo. EL caldo agotado se
desprecia. Los extractos en acelato de etilo se combinan
con el extracto enﬂécetato de etilo de ls torta micelizal.

Alternativamente, la actividad A28695 se exbras del
medio de fermentacidn no filtrado mediante el siguiente pro
codimiento: se agitan 92 litros del -medio de fermentscidn
cogpleto con un volumen igual de acetato de etilo. Se fil-
tra la mezcla y el-filtrado resultante se separa eh una fa~
se de acetato de etilo y una fase acuosa. Se desprecia la
fase acuosa y la fase ds a&etato de etilo se& conscrva para
ser combinade con un segundo cxtracto.

Entonces se extrae por segunda vez rcon acetato de
etilo la mesa micelial ye extralda. Ia masa micelial se
desprecia. El extracto en acetato de etilo se combina con
el extracto original.

) Ios extractos reunidos se concentren hasia dar un
residuo oleoso. El aceite resultante se disuelve en 1 litro
de cloroformo. Ie solucién.cloroférmica £8 pase por una co-
Turna de 5,5 = 100 cm de carbono Pittsburgh (12 x 40 mallas
rellena en cloroformo. lLa éolumna se lava con 20 litros de

d

cloroforzmo. El efluyente cloroférmico y las aguas de lavado

51w R B U 1A LUCARYRIGINT Lo
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se combinan y concentran haste dar un residuo seco. Se rscu

3

peran 70,4 g de sctividad A28695.
EIENPLO 4

Separacifn de los antibidticos A28695A y A28695B

En una mezcla 9:1 de benceno ¥ ace%ato de ~etilo se
disuelven 30 g de la mezcla antibidtica cruda A28635 obteni
da por el procedimiento descrito en la seccidén anterior. la
solucidn se pasa por una columna de 5,5 X 115 cm de gel de
gilice (calidad Grace, n? 62, Davison Chemicel, Baltimore,
Maryland 21226). El adsorbente ha gido lavado previamente
con una mezels 9:1 de benceno y acetato de etilo. La column
se lava con 6 litros de una mezcla 9:1 de benceno/acetato

de etilo y el efluyente y las aguas de lavado se desprecienk

Despuds la columna se eluye con uma solucién 4:1 de bencenol

acetato de etilo. El eluato se recoge en freceiones milti-
ples, saliendo el antibidtico A28GI5A de 1a columna en iams
primeras fracciones, mientras que el antibiétido'A2869BB

se recoge en las fracciones posteriores. Ia identidad del
antibidtico en las respéctivas fracciones de 1arqolumna se
determina por cromatografia de papel ¥ cromatografia en na-
pa fina. Las fracclones &e.lé columna que contienen el mig-
wo antibidtico se combinen y evaporan a vacio para dar los
respectivos antibidticos individualés en forma prichicanen—
te pura. ,

El antibibdtico A286954 se cristaliza disolviendo el
antibidtico amorfo en &ter caliente. El antibidtico crista-
1iga como..sal mixte sédico-potésica con vn punto de fusidn
de 163~165°§ aproximadementc. Rendimiento: 1148 &

El entibidtico A236953 tembién se cristalize de

éter en forma de la sal mixte sddico-potdsica, con un punto

i
'
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de fusidén de unos 170-172°C. Remdimiento: 5,3 &

EJENPLO 5

Preparacién de la forme dcida del entibidtico A28695A

Se disuelven 5 g de la sal mixta sédico~potésica de
antibiéticoA28695A en 105 ml de dioxano. A la solucién se
ofiaden 40 nl de agua. El pH de la solucidn se ajusts 2 4 co
deido clorhidrico. Ie solucidn se evapora pars separar el
dioxano y la aolucidn acuose resultante se exbrae dos ve-

ces con un volumen igual de acetato de etilo y se desyprecia

la fase acuosa agclada. Se combinan los extractos en acete-

o de etilo y se concentran s sequedad. Bl residuo seco s¢€
disuelve en éter etilico caliente. la solucibn etérea se
refrigera durante la noche para que cristalice el antibib=-
$i.co 428695A, Los cristales se recuperan p&f filtracidn ¥
se secan. Rendimiento: 4,5 gy pef. élrede@or de 9%—9900.

‘ EJEMPLO 6

Preparacién de la forma dcids del antibidtico A286G53

Se disuelven 100 ng ae A28695B, en'forma de sal mixte
s6dico-potdsica, en 25 ml de diloxano. 4 la solucibn resul-
rtante ge afladen 20 ml de agua'y el pH se ajusta a 4,0 con
doido clorhidrico. Ta solucién se concentra a vacio para"
separar el dioxaqo. Ta solucidn acuosa reéultante se extrae
con un volumen igual de acetato de etilo y la fase acuosa
agotads se despre;ia; El extracto én'acetato de etilo se
éoncentra a éequedad. El residuo seco se disuelve en una
cantided minime Ge éter etilico caliente. Ie sclucidn sté-
rea se mentiene ¢n frio para permitir la cristalizacidn de
428695B. Los crisbalés se recuperan por filtraclén y se

secan. Rendimiento: 87 mg, p.f. aproximadamente:122—124°C.
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camente acepitables con log antibidticos, los hidrdéxidos de

Tos antibidbicos A28695A y A28695B tienen la propiedad
comfn 2 los Acldos orgdnicos de formsr sales. Son represen—

tatives de lag bases inorgdnicas que forman sales fisioldgi~

metales alcalinos, como hidrdxido de litlo, hidrdxido sédi-
co ¢ hidrdxido potdsico; los carbonatos v bicarbonatos de
metales alcalinos como carbonato de litio y bicarbonato sé-
dico; los hidréxidos y carbonatos de metales alcalino-térrecy
como hidréxido cdlcico y carbonato megnésice y bases inorgé-
nicas similares. .

Son ilustratives de las bases orgénicas que forman sa-
les fisiolégicamenté aceptables con los antibidticos las

IS . . :

alquil(inferior)aminas e hidroxialquil(inferior)amines C4-Cy
primarias, secundarias y terciarias, como e%ilamina,_iaopﬁé
pilamina, dietilamina, metil;n-bufilamina,-etanolamina yrdi-
etanolamina. o

Ins sales amdnicas de A28695A y A28695B se preparan: con

amoniaco. o hidrdxido amdnico. .

Ias séles de los antibidticos 58 preparan por los pro-
cedimientos cominmente empleadds para le obtencidn de sales
catidnices. Por ejemplo, la forma dcida libre del antibid-
tico se disuelve en un disolvente adecuado y & la solucién
de antibidtico se aérgga una solucidn ecuosa 0 en un disol-

4
vente orgdnico de 1la base deseada. Ias sales catidnicas del

antibidtico pueden ser aisledas por filtracidn y recristali~
zacidn o por evaporacidn del disolvente y purificacién por
recristalizacidn.

Ios siguientes ejemplos ilusiran la preperacibn de so-

les de A28695A y A208695B.

-

-
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BEJEMPLO 7

Preparacidn de la sal sddica de A286954A

En 10 ml de acetona se disuelven 200 mg del dcido
A28595A, preparado por el procedimiento descrito en el Ejemd
plo 5. A la solucién se afladen con agitacidn 5 ml de agua
y el pH de la soluciln se ajusta a 9,0 con hidrdxido sédi~
co 1 Ne Le acetona ge evapora lentamente colocando la solu
cibén bajo una corriente de nitrbégeno. Se forma un precipitad
do que se recupera y disuelve en una gantidad ninima de
&ter dietflico. Ia solucidn se evapora a volumen reducido
¥y se enfria a 59°C durante la noche. Los cristales resultan—
tes se filtran y secan para dar 33pg de sal sddica de
A28695A que funde a unos 159-160°C,

EJEMPLO 8

Preparacidn de sal amdnica de A286954 s

En 10 ml de acetona se disuelven 200 mg de dcido e
A28695A, preparado por el procedimiento del Ejemplo 5,‘& se
afladen 5 ml de agua a la solucidn. El pH de la soluc1on "ge
ajuste a 9,0 con hidrdxido aménico concentrado. Ia acetong,
ge evapore lentamente colocando la solucidn bajp una c&rriqg
te de nitrdgeno. Despuds de que la acetona ge ha evaporaqb .
de la solucidén, se forma un precipitado no cristaling. le '
suspensibn se extrae con un volumen igual de éter dietilido
¥y la solucidn etérea fesultante se concentlra hasta pequeilo
volumen colocando le solucidn bajo una corriente de nitrd-
geno. Ia solucidn concentrada ge deja en reposo a 5°C duran-
te la noche. Se forma un precipitado cristalino que se fil-

0

tra y seca para dar 120 mg de producto que funde a 124-125 (

aproximadamente,
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locando le solucidn bajo una corriemte de nitrdgenc. Despuésg

EJREEPLO 9

Preparacidn de 1o sal sddica de A20695B

Se disuelven 200 mg de la forma dcida de A2369%5B, pre-
parada por el procedimiento descrito en éi Eje@plo 6, en
10 nl de acetona y se afiaden lentamente y aéitando 5 ml de
agua a la sclucidn resulﬁante..El plt depla ﬁolucién se ajus
ta é 9,0 con NaCH 1 N. La acetona se evapora 1en%amente co-
de que le acetons ha sido evaporade de la solucidn comienza
a formarse un precipitado crigtaling. Ia suspensidn se deje
en reposo & 50C durante la noche con objeto de que la cris-
talizacidn sea completa. Los ofistales se filtran y secan
para dar 150 ml de-sal sédica de A28695B que funde a unos
161-162°C. .

EJEEPTO 10

Preparscidn de la sal ambnica de A28695B

©

Se disuelven 200 mg del dcido libre A28695B, preparsio
por el procedimiento descrito en el Ejemplo 6, en 10 nl de
acetona y a la solucidn rzgultante se afiaden lentemente y
agitando 5 ml de sguae. El pH de la solucién se ajusta & 9,0
con solucidn concentrads de hidrdxido aménico. Ia acetona

a

se evepora de la solucidn colocando esbe Wlbima bajo una co-

rriente de nitrdgeno. Después de que la acetona se he evapo-

rado de la solucidn comienze a formarse un precipitado gris{
talino. Ia suspensidn se deja en reposo a 5%¢ para completaﬁ
la cristalizacibn. Los cristales de la sal aménica de
A28695B se recuperan por filtrac}én ¥ Se secan para dar
138 mg ¢e un producto que funde & unos 124-125°C.

Bs saobido en la téenica farmacéutica veterinaria que la

forma ealins de un entibidtico carece de trascendencia en

N Y
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el tratamiento de un animal con el mismo. Jas cogdioiones
dentro del animsl cembian frecuentemente la droge & fozmas
quimicas distintas de les utilizades para la administrecidn.
Por lo tanto, la forme dcida o salina en la gue pueda se
administrada carece de importanpia pare el nétodo de trata-
miento ¥ puede ser seleccionada basdndose en razones de ecQ
nonia, comodided y toxicidad.

Ta eficacis de nuestro método de modificaclén de la re-
lacidn de los 4cidos grasos voldtiles producidos en el rumen
fué demostrada mediante ensayos cientificos. EL método se
ensayo ubiligado se describe a continuacidn.

EJEHPLO 11

Se obtiene el fluido del rumen de un novillo con una fis

tule instalada quirdrgicamente gque se abre al rumen. El no-

villo se menbiene con una racidn de gran proporcidn de gra~

no, cuya composicibén es la sigulentes:

Maiz molido grosero 69,95 %
Tusas de maiz molidas 10 % ;
Harine de soja (50 % de pro- 8 % o
teinas) -
Harine de alfalfa ' 5 % e
Melazas a5 %
Urea 0,6 %
Posfato dicdleico 0,5 %
) Carbonato cdleico - 0,5 %
Sa.l ) O, 3 ‘/4'
Premezcla de viteminas Ay D2 O?d% o
Premezcla de vitamina E 0,05 %
Premezcle de minerales frasza 0,03 %

Una nuestra del fluido del rumen se cuela a tra—

vés de cuatro capas de tela de cedazo y el eluato se recoge

TR, Weyse
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-do del rumep y el eluato se cuela de nue"o. Ia solucidn re-
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en un frasco a vacio. Ia materia en perticulas retenida por
el cedazo se suspende de nuevo en solucidn regulsdora fislio

16gica suficiente para volver al volumen original del flui-

guladora utilizada se& describe & contlnu301on.

Na2HPO4 0,316 g/litro
KH,P0, ' 0,152 g/litro
- FaHC0, , ‘ 2,260 g/litro
KCL ' _ 05375 g/litro

~ FaCl 0,375 g/litro
¥gs0, 0,112 g/litro
CaCl, - _ 0,038 g/litro
PeS0,.TE)0 ) 0,008 g/litro
1080, . 0,004 g/litro
Znso4.5320 S . 0,004 g/1itro
€S0, « 5,0 . 0,002 g/ilitro
CoCl, : 0,001 g/litxo

Cheng ¥y CClabOfaQOLeS, JeDairy Sci. 38, 1225
(1955).

Tos dos eluatos.se reunen en un embudo de decaﬁﬁ
cién y se dejan en.reposo hasta que la matefla en partlcula
se separe en la superficie. La cape transperente se diluye
después 1:1 con la misma solucidn reguladora y s€ ajusta 2
pH 7,0.

Fn un metrez de 25 ml ge infroducen 10 ml del
£iufdo del rumen dilufdo con 40 mg del migmo plenso antes
oiﬁado. Tombidn se afeden 5 mg de proteina de so0ja por ima-

traz. Bl compueato a ens ayar se pesa en cada mairaz de en-

gayo. Se utilizen cuatro matraces TUPeuldOu por BvataMWenuo

1Y%
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"cidn de 16 horas. Se determina un valor promedio de los

.Gel alimento.

Mambibn se preparen dos juegos de cuatro metraces
de control no tratados. Uno de los juegos de cuatro motres
ces se incuba durante 16 horas a 3890 junto con los matraew
ces de ‘ensayo. El otro juego de cuatro matraces de control
no tratados son controles de tieppo cero, a los que se agre
gan 2 ml de doido metafosfdérico al 25 4 fan pronto como se
preparan los matraces para interrumpir la fermentacién. Ta
fermentacidn en los matraces incubados de ensayc y control
se interrwnpe al cebo de 16 horas mediante la adicidn de
2 ml de dcido metafosfdrico al 25 % o cada matraz. Todas
les muestras se dejen sedimenter y el 1ligquido que sobrene-
da se analiza por‘ﬁéﬁodos de cromatografia de geses para
detorminar el acebato, el propionato ¥ elrbutirato.

Tl andlisis de cada dcido graso volatilizado

T

(AGV) encontrado en los controles de tiempo cero se substrs
de los sndlisis en los conmtroles no tratados de los ma bra-
ces de ensayo. Los valores resultantes reflejan la canbi-

ded de cads AGV producido durante el periodo de fermenta~

cuatro matraces repetidos de cada tratamiento.
Tos datos dedos a continuaoién rspresentan la
relacién de los AGV producidos en los matraces tratados a
los AGYV producidos en los matraces de control no tratados.
Egte método de indicar los Gatos muestra con la méxima cla-
ridad los resultadcs de los cambios en la guimica del ru-

men preducidos por nuestro nétodo de mzjora de utilizacibn

N\
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Comnuesto

Provorcidn Aceteto Propionato Butirato

Sal mixta sédico- 25 meg/ml .
potdsica de -
A286954 10

5

5
1.
1

1
1
0, 50
0,50
0,50
0,50
0,25
0,25
0,25
0425
0,25 .
_ 0,20
Sal mixta sbédico-- 25
potdsica de A28695B
. 10
5
5
1
1
0,2

1,03
0,87
1,07
0,90
1,07
0,92
0,90

0,98 .
0,96

0,98
0,85

0,97

0,97
1,04

0,92

0,96
1,01
0,86
1,04
1,02
0,94
1;25
0,53
1,14
0,95
1,23
0,98

- 0,98

1,58
1,58
1,46
1,90

1,59
1;§4
1,10
1;23
1,41
1,32

1,38

1,07

L1519

1,28
1,21
1,15
1,02
1,29
1,21

0,48
0,65
0,53
0,72
0,64
0,78

1,00

0,87

0,82

0,66
0,88

0,96
0,85
0, 68
0,90

0,99

0,51
0,94
0,74
0,94
0,87
0, 61
0,85
0,65
0,70
0,67
0,76
0,88

1,
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Compuesto

Tos datos anteriores, habiéndose realizado mil-
tiples ensayos a une proporcién dads, pueden ser reunidos
para producir los slgulentes reaultados medios.

Provorcidn Acefato Proicnato Butireto

Sal mixta sédico- 5 meg/ml 0,98 1,66 0,62
potésica de A28695A : 3
: . 1 0595 1,33 ) 0301
0,50 0,98 1,19 0,85
0,25 0,98 1,14 0,90
Sal mizta sédico- 5 1,04 1,54 0, 68
potdsica de A26695B .
1 1,10 1,28 0,72

Tos datos anteriores indican que, en cada ensayo
individual, el niyél de propionato fué aumentadb sobre el
valor del controio Bn 19 de los 29 ensayos_oitados, el ni-
vel de acetato fué rgducido,en comperacién con el del con-
tro} ne tratado. El aumento en Ql propilonato con respecto
al acetato.es especialmente notable en las tablas que con-
tienen los datos reunidos, donde la variabilidad natural
de los datos bioldgicos queds atenuada. Istzs tablas indi-
can que el tratamiento con A28695 a todas las proporcioneés
utilizadas sumenta congidersablemente el propiénato con res-e
pecto al acetato en comparacidn con los vélores de control,

Tos niveleg de butirato son reducidos uniforﬁemgg
te con respecto a los valores de control. Como se ha expli-
cado, como el butirato es fabriéado por el rumen a partir
del zcetato producido ineficientemente, la reduccidén en los
niveles de butirato no es perjudicial pera la eficacia de la
alimentacidn.

Hemos cncontrado que los compuestos antibiobicos

de nuestro método sumentan la produccién de propionatos reg
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-forma wds sencilla de administrar los antibiéticos consiste

l‘o g g 78 =38 -

pecto a la produccidén de acetatos en los animales rumiantes

cuando son administrados por via oral a dichos animeles. Ila

en mezclarlos con el pienso de losg animales.

Sin embargo, los compuestos eantibidticos pueden
sar'administrados utilmente por otras vias. Por ejemplo, pug
den ger incorporados en'tabletas, purgas, bolos o cdpsulas
v administrados a los animeles. Ia formulacidn de los com-
puestos antibidticos en estas formes de dosificacidn puede
realizarse por métodos conocidos en farmacis veterinaria.

' Iag cdpsulas se producen fdcilmente llenando unas
cépsulas de gelatina con cualquiera de las formas deseadas
del antibidtico. Bi se desea, el antibidtico puede ser di-
lufdo con uvn diluyente pulverizado inerte, como aztdeer, al-
nidén o celulosa cristalina purificsda, con objeto de smumen-
far su volumen parsa nayor comodidad de lleﬁado de las cip~
sulas.

Iag tabletas de los aantibidticos de nuestro mébo-
do se preparan por procedimientos farmacéuticos convenciona
les. Ta manufactura de las tabletas es una téenica muy cono-
cida y muy avanzada. Ademds gel ingrediénte activo, una téw

bleta habituslmente contiene una base, un desintegrenie, un

[22)

absorbente, un aglutinante y un lubricante. Ias bases tipics
son lactose, azicar glas fina, cloruro sédico, 2lmiddn y me-
nitol. El glmidbn tambiéq es un buen degintegrsnte asl como
el dcido alginico. Algunas veces se utilizen sgentes tenso-
activos como laurilsulfato sddico y dioctilsulfosuceinato

sédico. ILos absorbentgs comﬁnmente utilizados eson, de auevo,
2lnidén y lactosa mientras que el carbonato mezndsico tom—

() /‘. - - - .
bién eg vtil pera las sustancias oleoszs. Los aglutinantes
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fracuentemente utilizadqs son gelatina, gomas, almiddn,
dextrina v varios derivados de celulosa. Eutre los lubrican
ses comimmente utilizados se encuentran el esfearato nazné-
sico, talco, parafina, varios jabones meté]icos y polieti-
lenglicol.

Nuestro método también puede ser prachicado para
la administrapién del compuesto anbibidtico como bolo de 1i
beracidn lenta. Bstos bolog se pfeparag como tabletas a ex~
cepcidn de que se utilize un medio para retrasar'la disolu-
cién del antibiético. Los bolos se preparan de mansra que
liberen el producto durante largos periodos. Ia disolucidn
lenta es favorecida‘seleccionando une Fforma altamente inso-
luble en agua dei.antibiétibo. Se agfega wa sustancia co~
mo limaduras de hierro para aumentar la densidad del bolo
y mantensrlo ostdtico en el fondo del rumen.

Te disolucidn del antibidtico se retrasa median-
te el uso de uné matriz de meteriales insolubles en los que
se impregna la droge. Por ejemplo, son Utiles las ‘sustan~
cias como ceras vegetales, ceras minerales purilficadas ¥y
materiales poliméricos insolubles en agua.

Ios purgas de nuestros antibidticos se preparan
con la mixima facilidad seleccionando una forma soluble ex

agua del antibidtico. 81 se desea uno forma Insoluble por

)
o

alguna razbn, vusde prepararse una suspensién. Alternativa-

nente, la purge puede formularse como solucidn en un disol~
vente fisioldgicamente aceptable, como polietilenglicol.
Ies suspensiones de formas ingsolubles de nuestros

antibidticos pusden ser preparadas en no disolventes como

sceites vegetales como el de cacahuct, naiz o sésamo; en un

e, o S

B

ot
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" camente aceptables, para mantener el antibidético en suspen—

.silicona, glicoles, el sorbitol y los azicares puedsn ser

309978 -

glicol como-propilengicol o polietilenglicol o en agua, so-
2iin la forma del antibidtico seleccionado.

Son necesarios cozadyuvantes adecuados; fisioldgi-
sidn. Los coadyuvanies pueden ser seleccionados entre los
egpesantes, como carboximeﬁilcelulosa, polivinilpirrolido-
ne, geletina y los alginatos. Huchas clases de agentes ten-
sogctivos sirven paré sugpender los zntibidticos. Pof ejem—
plo, la lecitina, los sductos de alguilfenol y 4xido de po-
lietileno, los naftalensulfonatos, alquilbenzosulfénatos vy
ésteres de polioxietilensorbiﬁané son utiles para formar
suspensgiones en liqdidos no disolventes.

Ademés,gn algunos ‘casos lndividuales, muches sus-
tancias que afectan a la hidrofilicidad, & la densi@ad‘y )
la tensifn superficial del liquido pueden favorecer la for-

nacidn de suspensiones. Por ejemplo, los antlespumantes de

sgentes de suspengidn dtiles.

ElL antibidtico suspendible puede ser ofrecido al

zanedero en forma de suspensidn o como mezcla seca del anti-

o

bidtico y de los coadyuvantes pare ser diluida entes de su-
1SO0.

Huestros antividticos también pueden ser adminis—

trados én el agua de bebida de los runiantes. Ia incorpora-—
cidn a2l agua de bebida se realiza egregando unae forms solu-

ble o suszendible en

o]
oy

gue del antividtico deseado al sgua
en la cantidad apropiada. Ia fomaulacidén del antibidiico
pars la adicidn al agua de bebida se basa en los mismos prig

cipios que la formulacidn de purgas.

=

Eapt:
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‘animales. Por lo tanto, la forma mds préctica de administrazg

5099787

Tos miximos beneficios de nuesbro métedo se obtied

pen mediante le administracidn continua del A28695 a los

lo es en forma de nuestras composicioﬁes de-pilensos mejora~
das que_contienen A28695.

Nuesgtras composicionea de piensos sor nuevas debi
do a la presencia del A428695; los piensos animales sobre
los que se basan las composiciones pueden ser cualquiera de
los piensos adecuados para 1la nutripién de rumiantes con
una funcidn del rumen desarrollads.

Ia formulacién apropiada de los piensos para ani-
males que supien las necesidades nutritivas de los enimales
rumiantes es una %écnica*extraofdinariament@Nbien conocida
y complicada. Los expertos poseen experiencia en la formula-
cidn de piensos que nutren a los animales y que aprovechen
la situscidn econdmica en eada drea individual y son capa.ceq
de formular pienéoé sin mds indicaclones. Egtos plensos, en
general, compreﬁden hidratos de carbono, proteinas, fuentes
de forral bastoy sdles inorgénicas. En algunos casos, tambi.én
se agregen al pilenso pequeflas cantidades de sustancias gue
afectan 2l desarrollo como vitaminas y minéraleé traza.

Log siguientes ejemplos de formulaciones de bien—
sos para animales rumiantes se dan solamente con fines ilusg
trativos de las formulaciones tipicas.

EJEMPLO 12

Racidn vars el enszorde de cordercs, al 45 % de forraje haso

Maiz amarillo : ’ 39,00
Paja de alfalfs ~ - 45, 00
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Melagzas de calia
Harinag de soja
Fosfato dicdlcico
Sal

Premezclas de minerales trazas y vitaminas

BIENPLO 14

e oWl

Maiz amarillo

Pulpa de remolacha azucarera

1 Paja de alfalfs -

flelaza de cafla ’ Y.
Harine de soja
Fosfato diecdleico

Sal

Premezclas de minerales. trazas y viteminas

EJEMPLO 14

Recidn de encorde de corderos, al 20 % de forraje basto

Racidn para el crecimiento o hibernacidn del gensdo vacuno,

50, 00
15, 00
20, 00
9,00
5, 00
0,50
0,35
_0,15
100, 00

alta en forraje basto

Paja de trigo molida -
Harina de soja

Fosfato dicdlecico
Piedra caliga molida
Sal ‘

Premezclas de minerales trazas y vitaminas

Maiz de silo, bien granado, 50 % de materia seca 68,00 (%

de materis
seca)

20, 00
10,00
0,75
0,50
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Cebada . N 76,00
(4ocaras de semilla de alvodon :CJO,OO
Harina de semilla de algoddn - 8,00
Grasa animal o . 4,00
Posfato dicdleico , ' 0,50
Piedra caliza molida 0,75
sal ' 0,50

Vdedor de 5 g a 100 g por tonelada de pienso. Tas concenbra~-

BJEZPLO 15

Roecidn de engorde de ganado Vacuno, 2l 10 % do forraje basgbo

L

trazas vy viteminas __0,25

100,00

Premezclas de minerales

Kuestras compou¢01oneo mejoradas para plcnsos COrL
.

tienen por lo menos una concentracidén de A28695 que afecte
o] rumen. la concentracidn que afecta al rumen es aquélla
que proporciona al animal'unardosis que afecta al rumen cuél
do aquél consume su racidn diasria reguler de pienso. Natura;
mente, la concentracidn que afécta al rumen varia con el
peso del animal y con la cantidad de plenso gue. consume
diarismente. Habitualmente, la concentracién que afecta al
rumen estd comprendida aproximedamente enLre 2 g por ‘tone-

lada de pienso y unos 200 g de A28695 por tunelada de 03“n~

so. Ia gams preferida de concentraciones de A28695 es alru~

ciones de A28695 dentro de estos intervalos proporcionan
umas centidades generalmente efectivas ce A28695 a los animg
les tratados. Sin embargo, los <xpertbs en la técnica ohser—
vardn que, en cagos especlales, por ejemplo cuando los anlmy

les en tratemiento estén consumiendo unas cantidedes excep—

c;onnlmunte peouedas 0 @8xX copc¢ondlmpnte grandes de plenso e

R
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piensos pare snimales son muy conccidos. Eg hebitval prepa-
r

relacidn con su peso, pueden ser apropladas unzs concentra—

ciones no comprendidas dentro de los intervalos establecidog.

Tos métodos de formulecidn de log antibidticos en

ray una premegzcla de Groga concentra&a cono materia p
para los pilensos medicados. Ies propicdades de la premezcla
son incorporadas & las propiedades &l pienso que s¢ prepara
a partir de aquélla. Por 1o taﬁto; la formulacidn de la pre

mezcle se basz exclusivamente en lz comodid
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del pienso a partir de aquélla ¥ en factores econdn 1cos. ia
naturaleza del ingrediente activo d2 la premezcla la y la
cién bioldgica de dicho ingredisnte active son independien—
tes de la formulbc‘ n. La. premezecls pusde conbener alrsdedor
de 1 a 400 g/libra (871 z/kxg) deh28595, sezdn ls convenien-
cia en la mezcla del pienso que contiene la ceoncentraciin
deseade de A28695c Tes premezcla s»pue?an ser liQuidas 0 80—
Ildauo
Huestras premezclas mejoradas pare piensos, que son

avevas debidas a la presenciz de nucsire antibidtico A25635,
se formdléﬁ en cualquiera de loaz rgil ulos convencilonalmente
utilizados y fisioldgicamente aceptebles. Los vehicnlos 1~
quidos que son adecuados para uso en las vremegeles son Los
glicoles cono polietilenglicolés de varios pesos oleculurea
y propilenglicdl, aceltes inertes como aceltes vegetales b
aceites minerales muy refinados y alcokoles fisioldzicarenie
aceptables como ebtenol. El zgua o el =lcohcl acuoso constitud

en un vrhsoulo liguido eficzz pars 1= premezcle para muches
de las formas de A28695. Los vehiculos sélidos de las vremes

clas comprenden vermiculita, tierra Ce distonmeas, arcillas

fisloldzicamente aceptables como ata asulgita y montmorillonits
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y componentes para plensos granulados o pulverizados Como

maiz machacado, harina de soja, harina de 21fglfa, cascari~

1la de arroz, tusas de maiz, trigo y avena ma chacados y me~
teriales de desecho del procesado de granos.,

Todos log métodos de formulacidn, nezclado y granula-
cibn de los piensos normalmente utilizados en la fabrica~
cidn de piensos para rumiantes son totalmente apropiados
pars la manufactura de log plensos que contienen los com~
puestos antibiéticos de nuestro método.

Es habitusl tratar los animales econdmlcos incluidos
3

los rumiantes, con diversos promotores del crecimiento, pre+

ventivos de las enfermedades y tratamientos de las enferpe-
dades durante todss sus vidas. Con frecuencia esgtas drogas
se utilizan en 6ombinaci6n. Nuostro método ﬁuede ger puesto
en préctica en combinacidn con otros tratemientos.

Comio ég ha demostrado, la administracidén oral del
A28695 altera beneficlosamente la prodadoién de propiona~
tos en relacidn con la produccién de acetatos en el TUmer.
Bl mismo tratamiento beneficia también a los animales mneno-
géstricos que fermentan la meteria 'vegétal fibrosa en el
ciego. Tos animales monogdstricos agqul citados son aquél]n;
que congsumen piensos vegetales fibrosos y los disuelven poﬁ
1o menos en parte por fermentacifn microbioldgzica en el cio-
g0 .. la fermentacién-éecal sigué una brayectoria quimica
similar 2 le fermentacién en el rumen.

Los éaballos, cerdos y conejos son animales ilugtre-
tivos que digieren una parte de su alimento por fermenta-

cibn cecale Ia utilizacidn zlobal del alimento de estos &n

neles es auneniads por la administracidn oral de A28695 &
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‘tritivo que contiene-fuentes asimilables de carbono, nitrd-

través de un cambio beneficioso en la relécién propionato/
sceteto. Los conejos y caballos son ilustrativos de los ani
males en los que la fermentaciOn cecal constituye una'parte
importante del proceso digestivo total en los que, por con-
siguienté;rel A28695 es especialmente beneficioso.

‘En resumen, la Patente de Invencidn que se soli
cita deberi recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Método para la produccidn de antibibticos
no nitrogenados tcidos, el antibidtico A28695 tal y como
egta definido anterioimente y el antibiético A28695B tal y
como estéd definido anteriormente, caracterizado por culti-

var Streptomyces albus NRRL %883 en un medio de cultivo nu-

geno y sales inorgénicas bajo condiciones de fermentacidn
aerobia sﬁmergida.a una temperatura de 26° a 40°C hasta que
se haya producido una cantidad sustancial de los antibidticd
A28695A y A28695B por dicho organismo en dicho medio de cul-
fivo, recuperar una mezcla de los citados antibidticos a
partir del medio de cultivo y, si se desea, separar los antlil
bibdticos individuales A28695A y A28695B de la mezcla de anti
bidticos recuperada.
2. BSe réivindica por Qltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencibn que ge solicita:

« METODO PARA LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS NO NITROGENADOS

ACIDOS ".
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1 Todo conforme queda descrito y reivindicado en

.| la presente memoria descriptiva que consta de cuarenta y

" siete paginas mecanografiadas y dibujos adjuntos.
Madrid, 22 de diciembre 1.972
5 _ BERNARDO UNGRIA
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Madrid, 22 ge diciembre de 1974
BERNARDO UNGRIA
p.p.
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