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Esta invencidén se refiere a un procedimiento para
la preparacidén del metabolito A-27106 a partir de monensina
por fermentacién en cultivo sumergido de S. candidus NRRL
5449.

Ia invencidn se refiere ademds a un método de con-
trol de la coccidiosis en el ganado aviar y a un método de
aumento de la eficacia de la utilizacién del pienso en los
animales rumiantes,

Ia invencidn proporciona un procedimiento péra 1a
preparacién del metabolito A-27106, o las formas £cida, amé-
nica, litica, potdsica, rubfdica o césica del mismo, metabo-
lito que es un sdlido crisfélino blanco; relativamente solubl?
en los alcanoles inferiores, pero generalmente insoluble en
los alcanos inferiores y que tiene:

a) wn peso molecular de 854, determinado por espectrometria
de masas; |

b) una composicidn elemental aproximada de 58,78 % de carbono
8;51 % dewhidrdgeno, 27,85 % de ox{geno y 3,63 % de sodio;

¢) una férmula empirica de C42H71016Na;

d) un espectro de absoreidén infrarrojo en cloroformo como el
mostrado en el dibujo que acompaiia a esta memoria;

e) un espectro de masas que presenta un pico de idn molecu}ar
a m/e 854;44630 y picos caracteristicos a m/e 836,44129,
779,44690 y T61,44740 ¥

f) un valor Rf de 0;49 por cromatografia en capza fina de gel
de sf{lice en benceno-metanol (i:3) ¥

cuya forma 4cida és un sélido blanco con un peso molecular de

832 aproximadamente y un grupo valorable con un valor del pKa

de 7,2, por cultivo de Strepltomyces candidus NRRL 5449 en un

medio de cultivo que contiene fuentes asimilables de carbono,
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nitrégeno y sales inorgdnicas, en cpndiciones aerobias sumex—
gidas, en presencia de glucosa y monensina, hasta que esta
Wltima ha sido convertida en una -cantidad sustancial del me-
tabolito A-27106 por el organismo del medio de culiivo.

la invencidn proporciona ademds un método para
efitar 0 tratar la coccidiosis en el ganado aviar por adminig
tracién al mismo de una cantidad efectiva de una composicidn
que contiene el metabolito A-27106 y un vehiculo fisioldégica-
mente aceptable y a un método para aumentar la eficiencia de
la utilizacién del pienso por los animales.rumiantes con una
funcién rumiante desarrollada, mediante la administracién
oral a tales animales de uﬁa cantidad aumentadora del pronio-
nato de metabolito A-27906,

La coccidiocsis es una enfermedad protozoaria muy
conocida resultante de la infeccidén por una o méé especics de

Eimeria o Isospora (para un resumen, véase Iund y Farr en

"Diseases of Poultry", 52 edicidn, Biester and Schwarte, Eds.),
Towa State University Press, Ames, Ia, pdgs. 1056=-1096). A
la vista de las grandes pérdidas econdémicas que causa la coc
cidiosis y las dificultades inherentes al uso de algunos coc-
cidiostatos gonocidos, continda la bisqueda de mejores cocci-
diostatos.

Como los rumiantes son animales de importancia ecg
némica, es muy interesante aumentar la eficacia de utiliza-

cién de los piensos por los rumizntes. El mecanismo de la uti

lizacidn de la porcién nutritiva fundamental (hidratos de cax
bono) del pienso de los rumiantes es muy conocido. Lqs' micro-
organismos que se encuentran en el rumen del animalrfermen—
tan los hidratos de carbono para producir monosacdridos y

después degradan estos monosacdridos a compuestos pirdvicos.
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Los piruvatos son metabolizados por procesos microbioldégicos
para formar acetatos, butiratos o propionatos, colectivamente
conocidos por dcidos grasos voldtiles (AGV),

lg eficacia relativa de utilizacidn de los AGV ha
gido discutida por McCullough, Feedstuffs, 19 de Junio de
1971; pdg. 19; Bskeland y colaboradores, J.An.Sci. 33, 282
(1971) y Church y colaboradores, "Digestive Physiology and
Nutrition of Ruminants", Vol. 2, 1971, pdgs. 622 y 625. Aun-
que se utilizan acetatos y butiratos, los propionatos se uti-
lizan con una eficacia relativamente mayor. Ademds, cuendo la
cantidad de propionato es demasiado pequefia, los animales
pueden padecef de cetosis. Por lo tanto, una droga beneficig
sa estimula a los animales a producir propionatos a pariir de
los hidratos de carbono, aumentando con ello la eficacia de
utilizacidn de los hidratos de carbono y también reduciendo
los casos de cetosis.

Ia monensina, a partir de la cual puede . preparar-
se el metabo;ito A-27106, estd descrita en la patente estado-
wnidense 3,501,568 como factor A del complejo antibidtico
A 3823, Ia monensina es también un agente anticoccidial.

El agente bioldgicamente ac.ivo de este procedi-
miento es denominado arbitrariamente metabolito A-27106. Ia
expresién "A-27106" en el sentido utilizado aqui se refiere
a la sal sédica., Otras sales son las de amonio, litio, pota-
sio, rubidio y cesio asi como la forma dcida.

Un material de partida en la preparacién del meta-
bolito A-27106 es la monensina, cuya sal sédica responde a

la fémula:
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Ia monensina en su forma sédica es producida por

el Streptomyces cinnamonensis como se describe en la pafen-

te estadounidense 3.501.568,

El metabolito A-27106 se produce a partir de mo-
nensina o del cultivo micelial en el cual se produce la mo-
nensina, en presencia de glucosa, por un enzima o enzimas

elaborados por una nueva cepa de Streptomyces candidus, Un

cultivo de esta nueva cepa -ha sido depositado, sin restric-
ciones en cuanto a su disponibilidad, en la coleccidn de culj
tivos permanentes de la Northern Utilization Research and
Development Division, Agricultural Research Service, Depar-
tamento de Agricultura de Estados Unidos, 1815 North Univer-
sity Street, Peoria, Illinois 61604, donde se le ha atribul-
do el nimero de accesién NRRL 5449,

Debido 2 la incertidumbre de los estudios taxond-

micos con el grupo Stireptomyces de organismos, siempre exij

te un elemento de duda asociado a la clasificacién de un or-
ganismo recién descubierto. En las caracteristicas mds impor
tantes, sin embargo, el organismo NRRL 5449 que convierte la

monensina en el metabolito A-27106 al que mds se parece apa-—

for
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rentemente es al Streptomyces candidus (Krassilnikov) Waksman

1953. El cultivo tipo ha sido descrito por S.A., Waksman en -
"Mhe Actinomycetes" Vol, IT, Williams y Wilkins, Baltimore,
1961, pdg. 18%; El organismo tipo.también estd depositado en
el Institute of Microbiology of Rutgers University, New
Brunswicle, N.J.; bajo el nimero de accesién IMRU 3416, Este
organismo se considera una nueva cepa del organismo descrito,
Aungue el S. candidus NRRL 5449 y 1; cepa conocida se parecern
entre s en su morfologla y color miceliales generales y en
el aspecto de las esporas, existen diferencias suficientes
entre ellos para requerir que el organismo aqui descritc sea
caracterizado como una nueva cepa. Por ejemplo, el organismo
publicado no coagula la leche y licla a la gelatina lentamen-
te, mientras que la nueva cepa forma cuajada al cabo de 14
dfas y no licda a la gelatina en 21 dfas. Lo que es mds impoy
tante, um cultivo de muestra preparado a partir de la cepa
IMRU 3416 no convierte la monensina en el metabolito A-27106.)
El organismo que convierte la monensina en el me~
tabolito A-27106 fué aislado de una muestra de tierra reco—~
gida en el Monte Ararat, Turquifa, suspendiendo porciones de
la tierra en agua destilada estéril y formando una banda de
la suspensién sobre dgar nutritivo. Ias placas de dgar sem~
bradas fueron incubadas a 25-35°C hasta que se observaron
colonias visibles, Al final del periodp de incubacién, las
colonias de organismos seleccionados fueron transferidas me-~
diante un aro de platino estéril.a tubos inclinados de 4gar.
Uno de los tubos fué incubado después para conseguir cantidd:
des adecuadas de inoculum del organismo NRRL 5449,
Se realizaron estudios taxondmicos del S, candidug

NRRL 5449 utilizando los métodos recomendados por el Interna+
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tional Cooperative Project for Description and Deposition of

Streptomyces, de acuerdo con los procedimientos descritos pdr

Shirling y Gottlieb, "Methods for Characterization of Strep-

tomyces Species", International Bulletin of Systematic Bacte-
riology 16, 313-340 (1966), junto con otros ensayos suplemen
tarios. El prefijo "ICP" se refiere a los medios descritos
por Shirling y Gottlieb., Los medios restantes son descritos
por Waksman; en la obra citada. Los nombres de los colores
fueron atribuldos de acuerdo con Kelly y Judd en "The ISCC-
NBS Method of Designating Colors and a Dictionary of Color
Names"; Departamento de Comercio de Estados Unidos, Circular
553, 1955. Ias cifras entre paréntesis se refieren a la serie
de colores de Tresner y Backus; "System of Color Wheels for

Streptomyces Taxonomy", Appl. Microbiol. 11, 335'(1963). Ias

designaciones de los colores tabulados estdn subrayadas y los
blogques de color de Maerz y Paul ("Dictionary of Color",
MeGraw-Hill, N.Y., 1950) estdn entre corchetes.

E3- Streptomycete NRRL 5449 se caracteriza por wnos
esporoforos entre lineales y ondulados y unas esporas entre
ovales y ligeramente cilindricas, con un promedio de 1,165}1x
0,57 P en cadenas de 10 a 50. Ias esporas son lisas cuando
se observan por microscopfa electrdénica. Los micelios aéreos
son habitualmente blancos. A 26°C solamente se produce un
desarrollo vegetativo y a 45°C no se produce desarrollo. El
desarrollo y la esporulacién mdximos se producen entre 30 y
37°C.

De acuerdo con la préctica habitual, el desarrollo

del microorganismo NRRL 5449 fué estudiado sobre diversos me-

dios que son aceptados para el estudio del Actinomycetes. Los

procesos de cultivo eran uwniformes y comunes. Los medios em-
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pleados y las caracterfsticas de cultivo observadas estdn in-

dicados a continuacién:

ICP 1 Crecimiento medianoj; reversq_amarillo palido B1C{];
ningln micelio aéreo ni esporas; sin pigmento soluble.

ICP 2 Crecimiento abundante; reverso amarillo pdlido [ﬁOJﬁ H

micelios aéreos y esporas abundantes; (W) blanco a; sin
pigmento soluble,

ICP 3 Buen crecimiento; reverso verde amarillento pdlido

[1061] ; buen micelio aéreo y esporas; (W) blance gj sin
pigmento soluble,

ICP 4 Crecimiento bueno a abundante; reverso amarillo modera-
do ﬁOHﬁ]; micelio aéreo y esporas entre bueno y abun-

dante; (W) blanco a; pigmento soluble marrén.

ICP 5 Crecimiento abundante; reverso amarillo anaranjado mode
rado [1016]; micelio adreo y esporas abundantes; (Y)
amarillo pdlido 2db; ligero pigmento soluble marrén.

ICP 7 Buen crecimiento; reverso amarillo verdoso pdlido [50Bﬂ

-e

buen mieelio adreo y esporas; (W) blanco a; sin pigmen-
to soluble,

Glicerol-glicina, Crecimiento abundante; reverso marrén medio

B1J4]; esporulacién y micelio aéreo abundantes; (W)

blanco g y (Y) amarillo pdlido 2db; ligero pigmento so
luble marrén pdlido.

Medio de Emerson. Crecimiento abundante; reverso amarillo gri

séceo [12H3] ; sin micelio aéreo ni esporas; sin pigmen
to soluble.

Medio de Bennett Buen crecimiento; reverso amarillo pélido

ﬁ112]; micelio aéreo y esporas escasos; (W) bianco as
sin pigmento soluble

Medio de Czapek Crecimiento abundante; amarillo naranja mode—
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rado (11J7]; micelio aéreo y esporas abundantes; (W)
blanco g; sin pigmento soluble. ‘

Glucosa-asparagina Crecimiento regular a bueno; reverso verde

amarillento pdlido [10B1]; sin micelio aéreo ni espo-
ras; sin pigmento soluble.

Malato cdlcico Crecimiento abundante; reverso amarillo grisd-

ceo [H1E4]; micelio aéreo y esporas abundantes; (Y)
amarillo pdlido 2bz; ligero pigmento soluble marrén.,

Agar nutritivo Buen crecimiento; reverso verde amarilliento

pdlido [1001]; sin micelio aéreo ni esporas; sin pig-
mento soluble.
El organismo fué estudiado para determinar propie-
dades fisiolégicas escogidas de acuerdo con procedimientios
normales. Ias propiedades observadas y las caracter{sticas en|

contradas fueron las siguilenbes:

Propiedad observada Caracteristicas
Accidn sobre la leche descremada Clarificacién; cuajade al
cabo de 14 dias

Reduccién de nitratos Positiva
Produccién de melanina, Ligera

caldo de triptona-extracto de

levadura

dgar Tyrosina Ninguna

Licuefaccidn de gelatina Ninguna al cabo de 21 diag
26°C - crecimiento vegeta
- tivo solamente
30—37°C - buen crecimien-
to vegetativo; bug
micelio aérec y es

poras

43-55°C - crecimiento nul

Requisitos de temperatura

Los resultados de los ensayos de utilizacidn de ca;
bono realizados con el organismo NRRL 5449 estdn indicados a
continuacidn. Los sfimbolos empleados para indicar la respueg

ta de crecimiento son:

(3R]
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+ = Utilizacién - buen crecimiento

[+]= Probable utilizacién - crecimiento entre pobre y re=
gular

[<] = Utilizacidn cuestionable - poco o ningln crecimiento

-~ = Utilizacién nula = sin crecimiento.

Fuente de carbono Respuesta
Rafinoza . +
D-fructosa , (+]
Celobiosa [+]
L-arabinosa [+]
D-manitol [+]
Ramnosa ‘ [+]
Celolusa \ -
Dextrosa +] a [-]
D-xilosa DJ
Inositol : +
-C (sin hidratos de carbono) -] a [+]

El medio de cultivo empleado para desarrollar el
S. candidus NRRL 5449 puede ser cualquiera de diversos medios
Sin embargo, por razones de economla de produccién, de rendi-
mientos Sptimos y facilidad de aislamiento del producto, se
prefieren ciertos medios de cultivo. Asi, por ejemplo, entre
las fuentes preferidas de hidratos de carbono en la fermenta-~
cién a gran escala se encuentran el azidcar invertido o el ja-
rabe de maiz, aunque también puede emplearse la glucosa, fruc
tosa, maltosa, almiddn, inositol y similares, Cuando la monen
sina ha de ser convertida en el metabolito A-27106 en el cul-
tivo de fermentacidn al mismo tienpo gue se esté desarrollan-
do el S, candidus NRRL 5449, el medio debe contener una fuen-

te de glucosa para conseguir una conversidén eficiente. Cuando
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el S.candidus NRRL 5449 se cultiva para producir su sistema
enzimdtico que serd utilizado posteriormente en la conversién)
de la monensina en el metabolito 4—27106, la presencia de glu
cosa durante la fermentacidén es opcional. Ias fuentes prefe~
ridas de nitrégeno son las peptonas, la harina de soja, las
mezelas de aminodcidos y similares. Entre las sales inorgdni-
cas nutrientes que pueden ser incorporadas a los medios de
cultivo se encuentran las sales solubles habituales capaces
de formar iones hierro, sodio, potasio, amonio, calcio, Tos-
fato, cloruro, carbonato y similares.

Los elementos traza esenciales, necesarios para el

crecimiento y desarrollo del organismo, también deben incluir
se en el medio de cultivos Estos elementos traza cominmente
aparecen como impurezas de los otros constituyentes del medio
en cantidades suficientes para cumplir los requisitos de vre-
cimiento del organismo.

El pH inicial del medio de cultivo puede ser variat
do. Antes de~la inoculacidn con el organismo, sin embargo,
es deseable ajustar el pH del medio de cultivo a un valor
comprendido entre 5,7 y 7,5 aproximadamente, segin el medio
particular empleado., Como ocurre con otros actinomycetes, el
medio gradualilente se vuelve mds alcalino a medida que trans—
curre la fermentacidn y puede ascender desde un pH inicial
de 5,9 aproximadamente hasta un pH de 6,9 o mds alto durante
el periodo de crecimiento del organismo, El pH final es con-
trolado, por lo menos en parte, por el pH inicidl del medio,
por los reguladores presentes en el medio y por la duracidn
del tiempo durante el cual se permite crecer al organismo.
Aunque el pH puede ser ajustado por adicidn de un dcido o una

base, se han conseguido buenos resultados sin ningin ajuste
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del pH,

En comin con otras especies de Streptomyces, el

organismo NRRL 5449 requiere condipiones de crecimiento aero-
bias., la propagacién en un volumen pequefioc se realiza conve-
nientemente sobre tubos inclinados o placas de dgar, en matra
ces sacudidos o en frascos. Para la produccién a gran escala,
se prefiere el cultivo aerobio sumergido en grandes tanques.
El medio de fermentacién en un tanque estéril pue-
de ser inoculado con una suspensidn esporulada para iniciar
la fermentacién. Sin embargo, como la inoculacién con una,
suspensién esporulada supone un retraso del crecimiento, es
preferible un inoculum vegetativo. Este dltimo se prepara ing
culando un pequefio volumen de medio de cultivo con la forma
esporulada o con fragmentos de micelio del organismo para ob-
tener un cultivo fresco y de crecimiento activo del orgenismo,
El inoculum vegetativo se transfiere después a un tanque ma-
yor. El medio utilizado para el crecimiento del inoceulum vege-
tativo puede ser el mismo utilizado para la produc -ién a gran
escala, pero también pueden emplearse otros medios,
El organismo S. candidus NRRL 5449 crecerd dentro
de un intervalo de temperatura comprendido aproximadamente
entre 26° y 4000. Sin embargo, el crecimiento y la esporula-
cién mdximos se producen entre unos 32 y 37%.
Como es costumbre en los procesos de cultivo sumer-
gido aerobio, se hace pasar aire estéril a través del medio

de cultivo durante la fermentacidn. Para un crecimiento del

organismo y una produccidn del metabolito A-2T7106 eficientes,
o1 volumen de aire empleado en la produccidn en tanque de la
sustancia debe ser superior a alrededor de 0,1 volumenes de

aire por minuto y por volumen de medio de cultivo. Los rendi-
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mientos éptimos se obtienen cuando el volumen de aire utili=-
zado es como minimo de 1la tercera parte a la mitad del Vo=
lumen de aire por minuto y por vqlqmen de medio de cultivo.
El tiempo de fermentacidn necesario para convertin
1a monensina en metabolito A-27106 es variable. la presencia
de una cantidad adecuada de glucosa es esencial para la con-
versidén de la monensina en el metabolito A-27106. En general,
cuando se encuentra presente glucosa en cantidades adecuadas
y la monensina estd presente en una proporcién del orden de
0,1 a 1,0 gramos por litro de medio, la conversién de monen-—
sina en metabolito A-27106 es prdcticamente completa er unas
36 a 72 horas. la conversién éptima se produce cuando la mo-
nensina estd presente en una proporcién de 0,5 a 0,7 gramos
por litro de medio. Una cantidad adecuada de glucosa es alre-
dedor de 2,0 a 2,5 % en peso del medio. Para comprobar los
niveles de concentracidén puede utilizarse un papel de ensayo
sensible a la glucosa. Cuando el contenido de glucosa descien
de por debaje de alrededor del 2 %, debe agregarse glucosa
para mantener la concentracidén en los niveles éptimos.
Cuando se utiliza el sistema enzimdtico del 5. can
didus para efectuar la conversién de la monensina en el meta-
bolito A-27106, no es esencial que el preparado enzimdtico
esté muy purificado. Por ejemplo, el caldo de fermentacidén
filtrado puede ser liofilizado y almacenado por lo menos has-
ta 2 semanas antes de reconstituirlo con una solucidn acuosa
reguladora, utilizando aproximadamente un sexto del volumen
del caldo original. Ia conversidén eficiente se consigue al
cabo de unas 72 horas cuando se reconstituyen 2,5 g de este
preparado liofilizado en presencia de 25 mg de monensina.

El sistema enzimdtico activo estd presente tanto
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en el caldo filtrado como en las células, Puede obtenerse un
preparado enzimdtico de mayor pureza a partir de las células
de fermentacidn separadas. Estas pélulas pueden ser congela-
das y almacenadas durante periodos de tiempo de 3 meses como
minimo. Ias células descongeladas pueden ser después recons-—
titufdas suspendiéndolas en una solucidn reguladora. la sus-
pensidn regulada es purificada de nuevo por sonificacién y
centrifugacién. Los residuos celulares purificados asi sepa-
rados se vuelven a suspender en solucidn reguladora y se dia-
lizan., L[mpleando este método, 200 g de células procedenies
del medio de fermentacidén dan un dializado purificado sufi-
ciente para convertir la glucosa y 25 mg de monensina en me-
tabolito A-27106. \

El progreso de la conversién puede ser vigiladn
por cromatozrafia en capa fina (cef). Sobre gel de silice
(F-254, E-N laboratories, Inc., Elmsford, N.Y.) en benceno-
metanol (7:3), el valor Rf para la monensina es de 0,62 mien-
tras que el valor Rf para el metabolito A-27106 es de 0,49.
Pars la deteceidn puede utilizarse un reactivo de vainillina
pulverizado. Este reactivo se prepara agregando 2 ml de dci=-
do sulfiérico fumante sobre una solucidn de 3 g de vainillina
en 100 ml de etanol absoluto.

El metabolito A-27106 ge encuentra tanto en el cal
do de cultivo como en los micelios. Por consiguiente, las téc
nicas empleadas en el aislamiento del metabolito A-27106 es~
tdn proyectadas para permitir la mdxima recuperacidn del pro-
ducto de una cualguiera de las fuentes o de ambas. Asi, por
ejemplo, se filtra el medio de fermentacién y tanto ei filtra
do como la torta micelial se extraen con disolventes adecua-

dos para obtener el metabolito A-27106. El producto se recu-
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pera de los disolventes de extraccidén por métodos habituales
cominmente empleados en la técnica.

Altemativamente, los sélidos del cultivo, incluf-
dos los constituyentes medios y el micelio, pueden ser utiliz
dos sin extraccidn o separacién, pero preferiblemente con eli]
minacién del agua del micelio y del medio de cultivo, como
fuente del metabolito A-27106, Por ejemplo, el medio de cul-
tivo puede ser secado por liofilizacidn y mezclado en la ali
mentacién. Asimismo, los sélidos pueden ser convertidos sin
gseparacidén total del agua en una suspensidn delgada que es
adecunda para la adicidén a la pastura himeda y a piensos
similares.

No es obligatorio ningin proceso tnico de exirac-
cidn/aislamiento. En un método satisfactorio, el medio de.
cultivo acabado se filtra, utilizando un auxiliar de filira-
cidn. Ia torta del Ffiltro se extrae con un disolvente polar
como el metanol, Bl extracto metandlico se concentra y des-
pués se agrega al filtrado acuoso original. Esta solucidn
combinada se extrae dos veces con medios vollumenes de cloro-
formo., Los extractos clorofdrmicos se evaporan a vac{o para
dar un aceite ambarino oscuro.

Este aceite se decolora sobre una columna de car-
bén activo, empleando cloroformo y alrededor de 20 g de car-
bén activo por gramo de aceite. El eluato se concentra de
nuevo a vacio para dar un aceite entre amarillo palido e in-
coloro., Este aceite, disuelto en una cantidad minima de clo-
roformo, es cromatografiado sobre uné columa de gel de silio
ce, empleando acetato de etilo como disolvente. Ia eiucidn
se vigila por cromatozrafia en capa fina. Ias impurezas se

eluyen con acetato de etilo., Por elucidn con mezclas de ace-

[ k3
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tato de etilo y metanol se obtiene el metabolito A-27106.

El metabolito A-27106 (sal sédica) es wn sélido
cristalino blanco, que funde con formacién de burbujas alre-
dedor de 170-175°C. El metabolito A-27106 forma al parecer un
hidrato u otro solvato muy facilmente. Cuando el A-27106 es-
+4 hidratado o soivatado, su punto de fusién varfa, fundien-
do generalmente algunos grados por debajo del valor indicado.

El andlisis elemental del metabolito A-27106 dié
la siguiente composicién en porcentaje: carbono, 58,78; hidr
geno, 8,51; oxigeno, 27,85; y sodio, 3,63. Estos valcres es-
t4n de acuerdo con la férmula empirica C42H71O16Na, cuya com-
posicién tedrica en porcentaje es: carbono, 59,00; hidrsgeno,
8,37; oxigeno, 29,94; y sodio, 2,42,

El metabolito A-27106 prdcticamente no presenta
absorcidn en ultravioleta por encima de unos 235 e

El espectro de absorcidn infrarrojo del metaboli-
to A-27106 en cloroformo estd mostrado en la Figura 1 del di-~
bujo que acompafia a esta memoria. Los mdximos de absorcidn
distinguibles del espectro son los siguientes: 3,1, 3,36,
6,39, 6,82, T,1, 7,25, 7,9 (hombro), 8,1, 8,3, 8,67, 8,8
(hombro), 9,04, 9,22, 9,51, 9,66, 10,03, 10,26, 10,66, 11,23,
11,47, 11,83 ¥ 12,15,

El espectro de masas del metabolito A-27106 presen
ta un pico de idén molecular y ofros picos caracteristicos com

se indica a continuacidn:
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m/e
Calculado Observado ... Fragmento
854,46230 854,44630 C42H71016Na
(u*)
836,45229 836,44129 042H69O15Na
(M+—H20)
779,45490 779,44690 C4OH68013Na
+
| (M -[CH3O + 00,))

("~ [cHy0 + €O, + HyO))

Estos hallazgos confirman la fdrmula empirica
atribufda y un peso molecular de 854 para la sal sddica del
metabolito A-27106. '

. En general, el metabolito A-27106 es fdcilmente
soluble en los disolventes muy polares, es insoluble en los
disolventes polares y su solubilidad varia en los disolven-

tes de polaridad intermedia., Ilustrativamente, el A-27104

R

es soluble en los alcoholes alifdticos inferiores, es parciall

mente soluble en fenol, &ter dietflico y acetona y es rela-
tivamente insoluble en los alcanos inferiores liquidos.

Ia valoracién electrométrica del metabolito
A-27106 en la Torma decida en agua, a un pH inicial de 8, re-
vela la presencia de un grupo valorable con un_valor del
pka de 7,2.

la forma monosddica antes descrita es, en general
la forma natural del metabolito A-27106. A partir de la sal
sédica se produce fdcilmente el 4cido; a. partir del.decido,
se preparan las sales de amonio y de otros metales alcalinos
Ias diversas formas metdlicas se comportan de manera algo

similar a los carboxilatos de sales alcalinas y un poco como
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quelatos.

In la preparacidn de otra forma, el metabolito
A-27106 (la forma sddica) se disuelve en un disolvente acuo~
so, como metanol-agua; se aflade un dcido como, por ejemplo,
deido elorhfdrico para reducir el pH a 5 o menos. Se separa
el metanol a vacio y el producto dcido acuoso resultante se
extrae con cloroformo. El extracto clorofdérmico se seca y
evapora para dar la forma dcida libre.

Esta forme dcida del metabolito 4-27106 puede ser
utilizada o puede ser modificada de nuevo valordndola con
una solucidn acuosa de un hidréxido de metal alcalino ¢ con
amoniaco acuoso, para obtenér las cdrrgspondientes forms sa-
linas de 1litio, potasio, rubidio, cesio o amoniol, El dcide y
las formas salinas de amonio y metales alcalinos del mewaboli
to A-27106 son todas ellas bioldgicamente activas.

la estructura exacta del metabolito A-27106 no ss
conocida. Se sabe que en la conversién de la monensina en me-
tabolito A-27106 es necesaria la glucosa, que es consumida,
incluso en ausencia de las células metabolizantes de S.candi-
dus. El peso molecular del 2-27106 corresponde al de una glu
cosil-monensina.

Ademds de los grupos hidroxilo terciarios altbamen;
te impedidos sobre el anillo E, habria cinco centros hidroxil]
cos sobre una glucosil-monensina y algunos de los cuales o to
dos ellos serfan susceptibles de reaccidn para formar un és-
ter sencillo come el acetato. La_presencia de estos cinco cen

tros reactivos ha sido demostrade mediante experimentos de eg

Basdndose en las caracteristicas fisicas antes ci-

tadas, puede proponerse la siguiente estructura para el meta-
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bolito A-27106:

A
- S
% R 3
- N
- \‘+
Ergiin T
iy, iy
1
‘Na‘n\l‘ ot up

0 S QE
//l~ 8 @QC\ ,////>k<—<<b
’ o CH, 0 CHj
0

Férmula II

\ §\ ——— (glucosa)

Como la estructura es solamente postulada, se so-
breentiende que la estructura presentada en lo que antecede
representa solamente uma hipdtesis de trabajo.

El metabolito A-27106 es menos téxico que la me-
nensina., En las pruebas en las que el metabolito A-27106 se
ha administgédo intraperitonealmente a grupos de 6 ratonss
cada uno:

a 50 mg/kg, murid uno de cada seis ratones;

a 100 mg/kg, murierom tres de ceda .:eis ratones.

En pruebas similares, cuando se administrd monensij

ha intraperitonealmente a grupos de seis ratones cada uno:
a 10 mg/kg, murié uno de cada seis ratones;
a 20 mg/kg, murieron tres de cada seis ratones,
Para la prevencidn o el tratamiento de la coccidig
sis en el ganmado aviar, se administra a las aves una -cantidad
coccidiostdtica y no tdéxica del metabolito A~27106, preferi-
blemente por via oral, sobre una base diaria. Aunque deben

tenerse en consideracidn diversos Ffactores al determinar la

1
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“monogdstricos. A medida que los rumiantes jévenes comienzan

concentracién apropiada de A-27106, la proporcidn de adminis—|
tracidn estard comprendida generalmente entre 0,005 y 0,05 9
en peso del pienso no medicado y preferiblemente entre 0,01
y 0,04 %, El metabolito A-27106 p&ede ser suministrade de mu
chas formas perc lo mds cémodo es suministrarlo con un vehi-
culo fisiolégicamente aceptable, preferiblemente el pienso
ingerido por las aves.

Bl metabolito A-27106 también mejora la utiliza-
cién del pienso por los rumiantes que poseein una funcidn de-
sarrollada del rumen. Los rumiantes jévenes, fundamentalmen-

te los que no han sido destetados, funcionan como animales

a ingerir pienso sélido, comienza a desarrollarse la funcidn
del rumen y la poblacién microbioldgica del rumen comienzu a
aumentar. Despuds de que el animal ha comido pienso sélido
durante algin tiempo, la funcién de su rumen alcanza un Gesa+
rrollo total y continda actuando durante toda la vida del ani
mal. Algunos.znimales rumiantes econdmicamente importanies
son el ganado vacuno, las ovejas y las cabras.

El metabolito A-27106 es tinicamente eficaz en el
aumento de la eficiencia de la utilizecidn del pienso cuando
se administra,por via oral a los rumiantes, en proporciones
que varian aproximadamente entre 0,05 mg/kg/dfa y 2,5 mg/ke/
dfa., Los resultados mds beneficiosos se conéiguen en propor—
cioneé del orden de 0,1 mg/kg/dfa a 1,5 mg/kg/dfa. Un método
preferido de administracién del metabolito A-27106 consiste
en mezclarlo con el pienso del animal; sin embargo, pqede
ser - administrado por otros métodos, por ejemplo mediante
tabletas, purgas, bolos o cdpsulas. La formulacién de estas

diversas formas de dosificacién puede realizarse por métodos
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muy conocidos en farmacia veterinaria. Cada dosis unitaria
individual debe contener una cantidad de metabolito A-27106°
directamente relacionada con la d?sis diaria apropiada para
el animal en tratamiento.

A continuacién incluimos varios ejemplos.

EJEMPLO 1

Preparacién de A-27106 a partir’de monensita por S,candidus |

Se cultiva S.candidus NRRL 5449 en un fubo incli=-

nado de dgar preparéﬁo a partir de medio de Bennett para for
mar una colonia bien definida. Se retira la colonia y se for-

ma con ella una suspensidén empleando 10 ml de agua desionizaj

da estéril.

Esta suspensidn se divide entre 4 matraces sacudid
dos de 500 ml, conteniendo cada wo de ellos 100 ml de medio

vegetativo de la siguilente composicibns

Ingrediente Cantidad
Solubles de destileria de mafz® 25,0 g
Iactosa 10,0 g
Maltosa 10,0 g
FeS0, . TH,0 0,01g
MgSO4.7H20 2,0 g
KH,P0, 2,0 g
CaCoy 2,0 g
Agua desionizada c.s. hasta 1,1 litros

x
Nadrisol, National Distillers Products Company, U,5.A.

LosAcuatro matraces inoculados son incubados a
30°C en un sacudidor rotatorio a 250 rpm, durante-24 horas.
Este medio vegetativo (porciones de 10 ml) se utiliza para

inocular cada uno de los 15 matraces sacudidos (500 ml) que
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contienen 100 ml de un medio de fermentacidn estefilizadq de

la, siguiente composicidn:

Ingrediente ) Cantidad
Extracto de buey . 5 8.
Hidrolizado pancredtico de caseina- 5 8
pepitona

NaCl - : 58
Glicerol ) 15 g
CaCO3 2 g
Agus desionizada c.s. hasta 1 litro

El medio tiene un pH de 7,2 que no es ajustadn.

El medio inoculado se incuba durante 72 horas como se La des—
crito anteriormente.

AY

En un fermentador de 40 litros se prepara un medio

de- produccién de la siguiente composicidn:

Ingrediente Cantidad
Aceite de polisiloxano como agen-

te antiespumante 58
Glicerol 375 g
Dextrosa ' 625 g
Hidrolizado pancredtico de caseina-

peptona 125 g
Extr%cto de buey 125 g
NaCl ' 125 g
CaCO3 50 g
Agua desionizada c.s. hasta 24 litros

El pH inicial del medio es 7,0. Después el medio
se esteriliza tratdndolo en autoclave a 120°C durante 30 mi~
nutos y una presién de 15-20 psi (1-1,4 kg/cmz). Despuds de
1z esterilizacidn, el pH del medio es 7,6.

Se afiaden 25 g de monensina purificada disueltos
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en 200 ml de etanol sobre el medio esterilizado y se introdu-
cen 700 ml del inoculum vegetativo de segunda etapa, prepara-

do como se ha descrito en lo que antecede.

El medio de fermentacidén se airea con aire estéril
a un caudal de 0,35 pies3 (alrededor de 1 litro) por minuto
y se agita con agitadores'convencionales a 420 rpm. El medio
inoculado se incuba a 30°C durante 114,5 horas aproximada-

mente.

El cursd de la fermentacidn se sigue por cromato-
grafia en capa fina sobre gel de sflice como se ha descrito
aﬁtes. Al principio de la fermentacidén solamente hay pxesen-
te monensina. Gradualmente una segunda mancha indica la pre-~
sencia del metabolito A-27106 y finalmente solo se encuentra
la mancha del metabolito A-27106,

BJEMPIO 2

Aislamiento y purificacidén de A-27106

Se filtra el caldo de fermentacidn, preparado en
la forma descrita en el Ejemplo 1, empleando un auxiliar ce
filtraeidn. Ia torta miceiial se extrae con metanol (alrede-~
dor de 5 litros) a la temperatura ambiente., Se filtra el ex-
tracto metandlico; el filtrado se concentra a vacio; separdn-
dose el metanol y quedando un concentrado acuoso.

Este concentrado acuoso se combina con el filtrado
del caldo original. Ia solucidn combinada (alrededor de 22
litros) se extrae dos veces con medios volumenes de clorofor-
mo., Los extractos cloroférmicos se combinan y concentran a
vac{o hasta unos 400 ml de un aceite ambarino oscuro. o

Este aceite, disuelto en cloroformo, se decolora
sobre una columna de 10 kg de carbono (Pittsburg 12" x 40",

30 x 100 cm), eluyendo con cloroformo (alrededor de 5 litros)
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El eluato cloroférmico se evapora a vacio para dar alrede-

dor de 500 ml de un acelte entre incoloro y amarillo pélido:
El aceite decolorado, en una cantidad minima de

cloroformo, se cromatografia después sobre una columna de

25 kg de gel de silice (Grace, grado 62) en acetato de eti-

lo. Ia elucidn se sigue por cromatografia en capa fina como

se ha descrito antes. Después de separar las impurezas con

acetato de etilo, el metabolito A-27106 se eluye de la colum

na con una mezcla de acetato de etilo y metanol 19:1. las
fracciones que contienen A-27106 se cbmbinan y evaporan a
gequedad bajo vacio para dar un producto amorfo casi blanco.
El producto se 1lava con hexano y se seba para dar alrededor
de 12;84 g de metabolito A-27106 (material de una sola man-
cha por cromatografia en capa fina).

EJEWMPLO 3

Produccidn de A-27106 por S. cinnamonensis y S. candidus

Otro método de produccidén del metabolito A-277106
por cultivo en fermentador es ilustrado por el siguiente pro

cedimientos

Se desarrolla converncionalmente el Streptomyces

cinnamonensis ATCC 15413 (véase la patente estadounidense

3.501.568) en' 55 ml de medio, en wn matraz sacudido de 250 mll
incubando durante 4érhoras para obltener un inoculum vegetati~
vo. Este inoculum vegetativo se agrega sobre 220 ml de medio
en un matraz sacudido de 1 litro y se incuba durante 21 ho-
ras para obtener un inoculum para la siembra del fermentador.

El inoculum asi preparado se utiliza para sembrar
un fermentador de 40 litros, que contiene un medio téﬁmica—

mente esterilizado de la siguiente composicidn:




10

18

20

25

30

- 25_

522%3%

Ingrediente Cantidad
Giucosa 750,0 g
Harina de soja . _ 625,0 g
Aceite de soja 500;0 g
Oleato de metilo 500;0 g
Aceite de polisiloxano como anti-

espumante 5,0 8
Cloruro potdsico . 2,5 g
Fosfato dipotdsico hidrdgeno. 2,5 g
Petrahidrato de cloruro manganoso 15,0 g
Sulfato férrico hidratado 7;5 g
Carbonato cdlcico 25,0 g
Agua desionizada c.s. hasta 24 litros

El medio resul%ante tiene wn pH de 5,5 que se ajug
ta a 8,0 vor adicién de 15 ml de hidréxido potdsico 10N. El
medio inoculado se incuba a 3200 durante 234 horas.

A1 cabo de 42 horas, se aumenta la aireacidn des-
de 0,35 a 0,8 pies> por minuto (9,9 a 22,6 litros/minuto) y
1a agitacidéwse qumenta desde 500 a 700 rpm. Ia produccidn
de monensina es prdcticamente completa al cabo de 210 horas,
como se determina mediante un bloensayo en capa fing con

Bacillus subtilis ATCC 6633 como organismo detector,

Al eabo de 234 horas, el contenido del fermenta-

dor es pasterizado para inactivar al J. cinnamonensis. Enton

ces se agregan los siguientes nutrientes al fermentador:

Ingrediente ‘ Cantidad
Dextrosa 750 g
Harina de soja 625 g
Tetrahidrato de cloruro manganoso 155 g
Carbonato cdlcico 12,5 g
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Ingrediente Cantidad
Hexahidrato de sulfato férrico 745 &
Cloruro potdsico ) 245 8
Fosfato dipotdsico hidrdgeno 2,5 g
Oleato de metilo 250 ml
Aceite de soja 250 ml
Agua desionizada c.s. 24 litros

El vH se ajusta a 8,0 con 215 ml de NaOH 5N y
se esteriliza el medio. Después el medio se inocula con un
cultivo vegetativo de crecimiento rédpido de Streptomyues
candidus NRRL 5449 y se incuba durante 137 horas a 36°C, Ia
fermentacidn es aireada con aire estéril a un caudal de
0,35 piesS/minuto (9,9 litros/minuto). El medio de fermen-
tacidén se agita con agitadores convencionales primero a
120 rpm, aumentando al cabo de 16 horas hasta 420 rpm y al
cabo de 40 horas hasta 500 rpm. Se afiaden 400 g de dextrosa
a cada uno de los. tiempos 44, 66,5, 89, 97, 113 y 127 horas.
Al cébo de %2 y 99 horas se agregan 175 g cada vez de carbo-
nato cdlecico,

Para vigilar la fermentacidn se utiliza cromato-
grafia en capa fina como se ha descrito anteriormente. Al ca
bo de 137 horas, la produccidn del metabolito A-27106 es
précticamente completa. Para el tratamiento y purificacidn
del A-27106 se siguen los procedimientos descritos en el
Ejemplo 2,

EJEMPLO 4

Produccidn de A~27106 mediante un enzima de S, candidus en

particulas

Preparacidn
Se cultiva S. candidus NRRL 5449 en la forma des-
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crita en el Ejemplo 1, a escala de 100 litros. Se separan
las célules del medio de fermentacidn por filtracién a vaclo
y se dividen en partes alicuotas_de 200 gz que se almacenan
por congelacidn. Dos de estas partes alfcuotas se desconge-
lan a la temperatura ambiente y se suspenden cn una solu-

cidn reguladora de fosfato 0,05M (pH 5,8) hasta un volumen

1

final de 600 ml, Esta suspensidn celular es gonificada duran
te 30 minutos y el producfo sonificado se centrifuga a
10.000 rpm durante 30 minutos. Los residuos celulares résul—
tantes se suspenden en 100 ml de la solucidn reguladora an-
tes mencionada; esta suspensidn se dializa durante 18 horas
con 5 litros de la solucidn reguladora enfriada antes men—
cionada. 4 50 ml del dializado en particulas se afiladen 120
mg de D-glucosa y 25 mg de monensina en 2 ml de etanol. Ia
mezcla de reaccidn se agita durante 72 horas a 3000 y des-
puds se filtra; el filtrado se extrae con 100 ml de clorofor
mo. Este extracto clorofdrmico, concentrado a vacio, se cro
matografia sebre unz columna de gel de sflice (10 g). Por
dilucidn con acetato de etilo se obtienen solamente trazas
de monensina. Por elucidn con una mezcla 19:1 de acetato de
etilo y metanol se obtienen 17 mg del metabolito A-27106,
idéntico al obtenido en el Ejemplo 2,

EJEMPLO 5

Control de la coccidiosis con el metabolito A-27106

Se utiliza un grupo de 75 poliitos, de raza cruzas
da, de una semana de edad, sanos, criados en incubadora y
baterfa, de un tipo asadero pesado. Los pollos se dividen
en 5 grupos de 15 unidades cada uno, con tres duplicédos de
subgrupos de 5 pollos cada uno. Cada subgrupo se cria fuera

del contacto con los otros subgrupos. Un primer grupo se man
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tiene como control sano no tratado, en condiciones favorables.
Un segundo grupo se trata como el primero, pero es inoculado
con coccidiosis por administracidn oral de una dosis que con-

tiene 105 oocistos esporulados de Eimeria tenella, El tercero

cuarto ¥ quinto grupos se tratan como el segundo grupo a ex-
cepcidén de que, 24 horas antes de la citada inoculacidn, su
alimentacién se modifica por adicién de metabolito A-27106

a concentraciones de 100, 150 y 200 partes por millén (ppm)

respectivamente.

Siete dfas después de la inoculacién, los poilos
se pesan, se sacrifican y se examinan los indicios de lesio-
nes coccidiales. Ie enfermedad coccidial se expresa mediante
wna escala arbitraria de © a 4. En el titulo "olasificacidénde
1o lesidn" se indica el nimero de pollos a cada nivel. Cerp
es indicativo de ausencia total de coccidiosis. Uno designa
1o minims enfermedad coccidial que puede observarse. Dos in-
dica una enfermedad moderada con poca o ninguna hemorragia ¥y
ningln dafio grave a los tejidos. Tres indica hemorragia, in-
flamacidn del intestino ciego y extenso ataque a los tejidos,
Cuatro indica hemorragia, un nicleo de sangre coagulada en el
intestino ciego y células epiteliales destrozadas. Los pollos
con una clasificacidén de cuatro o menos habitualmente se re-
cuperan si no son infectados de nuevo con coccidios.

Utilizande los procedimientos descritos, se obser-

varon los siguientes resultados:
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Aumento
Metabolito medio de
Grupo Inocula- A-27106 peso/po- Clasificacién de las
de po doscon T (ppm) en 1lo en lesiones
1los tenella la dieta Zramos 6] 1 2 3 4
1 no 0 162 15 0 0 0 0
2 si 0 67 o 0 O O 15
3 st 100 157 4 1 0 3 7
4 si 150 150 3 3 1 1 7
5 si 200 166 5 0 0 0 10

Fn los pollos medicados con alta puntuacién de las
lesiones, la sangre fecal era escasa o ausente y los rollos
parecian encontrarse en buen estado. Su buen avmento de peso
fud considerado como mds significativo que 1a puntuacidu de

\
las lesiones,

Como los estudios indican que el metabolito 4-27106
habitualmente mata al E. tenella cuando éste intenta estable~
cerse por primera vez en 1la célula hudsped, es preferible un

régimen profildctico de tratamiento.

En.otros estudios, se ha encontrado que el metaboli
to A-27106 es de sabor mds agradable para los pollos y uam-—

bién es menos téxico que la monensina.

Se realizaron otros numerosos estudios con el meta-
bolito A-27106, tanto solo como en combinacién con monensina.
Estos estudios demostraron que aunque el A-27106 no produce
mayores aumentos de peso a 0,04 % que a 0,01 %, la propor-
cién mayor da lugar a un nlmero menor de lesiones del intes-
tino ciego. No se observé ninguma evidencia de toxicidad a 1a

proporcién mds alta.

Dentro de 1a gama general de eficacia, la monensi-

na y el metabolito A-27106 combinados en la dieta presentan
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como minimo un resultado aditivo en su eficacia pero no en
su toxicidad. Ia toxicidad de la combinacidn es menor que ld -
de la monensina sola a una proporeidn igual a la de los -

productos combinados.

Racidn para pollos modificada con A-27106 pera el control de

1a coccidiosis

3e prepara unea racidén equilibrada, muy energética,
adecuada para alimentar pollos con un rdpido aumento de peso,
mediante la siguiente receta:

Ingredientes 2 kg

Maiz amarillo molido 50 10060

Harina de soja, descascarillada, extraida
con disolvente, Tinamente molida, 50 %

de proteinas 31,08 621;6
Grasa animal (sebo de buey) 6;5 130
Carne de pescado desecada, con solubles

(60 % de proteinas) 5,0 100
Solubles de destilerfa del maiz | 4,0 80
Fosfato diqgicico; calidad alimentaria 1;8 36
Carbonato cdlcico 0,8 16

Premezcla vitaminica (representando vitami
nas A, D, E, Ky B,,, colina, niacina,
dcido pantoténico, “riboflavina, bioti

na, con glucosa como agente de relleno) 0,5 10
Premezcla de minerales trazas (representan :

do MnSO4, Zn0, XI, FeSO4, CaCO3) 0,2 4
Acido 2-amino-4-hidroxibutirico (hidroxi- '

andlogo de la metionina) 0,1 2
Metabolito A-27106 0,02 0,4

Estas sustancias se mezclan de acuerdo con técnicag
corrientes de mezclado de piensos. Ios pollos alimentados cor}
esta racién, con agua a voluntad, quedan protegidos de la eX-

posicién a la coceidiosis; los aumentos de peso son compara-=
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bles a los de los pollos exentos de coccidiosis alimentados

con una dieta similar pero no medicada.
EJENPIO 7

Mayor eficiencla de utilizacidén de los piensos mediante el

A-27106
Se obtiene el liguido del rumen de una ternera con
wa fistula instalada quirﬁrgicamenye que se abre en dicho ru-+
men. la ternera se mantiene en wna racién muy rica en grano,
cuya composicién es la siguilente:

69,95 % de maiz molido grosero

10 % de tusas de mafz molidas

8 % de harina de soja (50 % de proteinas)
5 % de harine de alfalfa

5 % de melaza

0,6 % de urea

0,5 % de fosfato dicdlcico

0,5 % de carbonato cdleico

0,3 % de sal

0,07.% de una mezcla previa de vitamina A y D2k

0,05 % de una mezcla previa de vitamina Ekt

0,03 % de una mezcla previa de minerales frazas

Conteniendo por cada 454 g: 2.000.000 de U.I. de vitaminadj;
227,200 U.I. de vitamina D, y 383,7 g de pienso de soja

con un 1 % de aceite afiladido

Granos secos de destilerfa de maiz con solubles conteniend

20,000 U.I. de acetato de d-o~-tocoferilo por cada 454 g

Conteniendo 6xido manganoso, yoduro potdsico, carbonato de

cobalto, 6xido de cobre y sulfato de cinc.
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Una muestra del 1fquido del rumen se cuela a t ravé
de cuatro capas de tela de cedazo y se recoge el filtrado. Ial
mteria en particulas retenida por el cedazo se suspende de
nuevo en solucidn regﬁladora fisiolégica suficiente para de-
volverla al volumen original del 1{quido de rumen y esta sus-—
pensién se cuela de nuevo. la solucién reguladora utilizada

tiene la siguiente composicidn:

g/litro Ingrediente

0?316 NaQHPO4
0,152 KH,PO,
2,260 NaHC04
0,375 : KC1
0 ] 375 \ Na,Cl
0,112 NgSO,
0,038 CaCl,
03008 FeSO4.7H20
0,004 1inS0,

- 0?004 ZnSO4.7H20
0,002 CuSO4.5H20
0,001 CaCl,

como describen Cheng y colaboradores en J. Dairy Sci. ;Q;
1225 (1955). |

Se-combinan 1los dos filtrados y se dejan en reposo
hasta que la materia en particulas se separa en la parte su-
perior, Se separa la capa transparente, se diluye con el mis-
mo regulador (1:1) y después se ajusta a pH 7,0.

Bn wn metraz de 25 ml se introducen 10 ml del 1iqui
do del rumen dilufdo con 40 mg del pienso antes dcscrito,‘
5 mg édicionales dé proteina de soja y el compuesto que ha de

ser ensayado. Para cada tratamiento se utilizan cuatro matra-
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ces repetidos. También se emplean dos juegos de cuatro matra
ces de control, Se utiliza un control de tiempo cero ¥y un cbz.
trol incubado de 16 horas. Todos los matraces experimentales
se incuban durante 16 horas a 38°¢, Después de la incubacién
se mide el pH y se agrega a cada matraz 2 ml de dcido meta-
fosférico al 25 %. Ias muestras se dejan sedimentar y el 1i-
guido que sobrenada se analiza por cromtozrafia de gases pa-
va determinar los compuestos propiénato, acetato y butirato.
Los compuestos activos aumentan considerablemente la produc—
cidn de propionato con respecto a los controles.,

Los resultados con los compuestos de ensayo son
estad{sticamente comparados con los resultados del control.
Ia tabla dada a continuvacidn muestra la relacidn de cohcen—
traciones de 4cidos grasos voldtiles en los matraces trata—
dos con metabolito A-27106 y las concentraciones en los ma-
traces de control.

meg de A-27106/ml
de liguido de ru-

men dilufdo Pfopionato Butirato AGV totales
5 2,15 0,73 1,03
1 1,42 0,96 0,98
0;2 1,02 0,91 1,07
EJEMPLO 8

Racidn paras ganado vacuno mejorada con A=-27106

Se prepara una racidén equilibrada rica en grano pa

ra ganado vacuno como sigue:

Ingrediente Porcentaje Kg/Tm
Mafz finamente molido 67,8 1356 .
Tusas de maiz molidas 10 200

Harina de alfalfa deshidfatada,
17 % de proteina 5 100
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Ingredientes Porcentaje Kz/Tm

Harina de soja descascarilla
da, extraida con disolven-

tes, 50 % de protelnas . 9,956 199,12
Melazas de cafia de azlcar 5 100
Urea 0,6 12
Metabolito A-27106 0,044 0,88
Fosfato dicdlecico, calidad ali -

mentaria 0,5 10
Carbonato caleico 0,5 10
Cloruro sddico 0;3 6
Premezcla de minerales traza 0,03 0,6
Premezcla de vitamina A, dna, ,

Dok 0,07 1,4
Premezcla de vitamina E0 0,05 1,0
Propionato cdlcico 0,15 3,0

T .

Conteniendo por cada 454 g: 2,000,000 de U.I. de vitamina

A; 227,200 U,I, de vitamina Dy ¥ 385,7 g de pienso d&c so-

ja con un 1 % de aceite afiadido
Ik

Granos secos de destileria de malz con solubles conte-
niendo 20.000 U.I. de acetato de d-a-tocoferilo por cada
454 g.

El pienso mezclado se comprime en grdnulos. A un
ritmo de ingestién diaria medio de 15 libras (6,8 kg) de
pienso por el animal, este pienso suministra aproximadamente
300 mg de A-27106 por animal y por dfa.

EJ EPLO g
Porma dcida del metabolito A-27106

Se disuelven 100 mg del metabolito A-27106, pre-

parado en la forma sédica por los procedimientos descritos
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en los Ejemplos 1 y 2, en 100 ml de una mezcla 1:1 de meta-
nol y agua. la solucidén resultante se valora hasta pH 3 porl
adicidén gota a gota de HC1l 1N. Despuds se separa el metanol
a vacio.

Ia solucidn resultante se extrae dos veces con
100 m1 de cloroformo cada vez., El extracto.clorofdrmico se
seca sobre sulfato magnésico y se gvapora a vacio para dar
85 mg de la forma deida del metabolito A—271b6.

Ia forma 4cida del A-27106 es un sélido amorfo
blanco, con un peso molecular de 832 aproximadamente. la acti
vidad bioldgica de la forma dcida es aproximadamente igual a
la de la forma sédica.

EJEMPLO 10
Sal de cesio del metabolito A-27106

En 100 ml de una mezcla 1:1 de metanol y agua se
disuelven 97,3 mg de la forma dcida del metabolito A-27105,
preparado como se describe en el Ejemplo 9. la solucién resul]
tante se valdra hasta pH 7,71 por adicidén gota a gota de hidrd|
xido de cesio 1N. El metanol se separa a vacio. Esta solucidn
se extrae dos veces con volUmenes iguales de cloroformo., El
extracto clorofdrmico se seca sobre sulfato magnésico y se
evapora a vacio para obtener un sélido amorfo blanco. El and -~
lisis elemental indica la presencia de alrededor del 13 % de
metal,

EJEMPLO 11
Sal de litio del metabolito A-27106

Se repite el procedimiento del Ejemplo 10, em-
pleando hidréxido de litio en lugar de hidrdéxido de cesio. la
sal de 1litio del A-27106 es un sélido blanco que presenta

cierta organizacién con tendencia a la cristalinidad, pero
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carece de un diagrama de difraccidén de rayos X bien organizado
BEJEWMPLO 12

351 amdnica del metabolito A-27106

ée emplea el procedimiento del Ejemplo 10, utili-
sando hidréxido aménico en lugar de hidréxido de cesio, para
producir la forma aménica del metabolito A-27106. Este pro-
ducto presenta las propiedades ¥y aplicaciones generales de
lag otras formas.

En resumen, la Patente de Invencién que se solici-
tg deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1, Un procedimiéntd para la preparacidn del meta-
bolito A-27106, o sus formas dcida, amdnica, litica, potdsi-
ca, rubfdica o césica, metabolito que es un sélido cristalino
blanco, relativamente soluble en alcanoles inferiores, pero
generalmente insoluble en alcanos inferiores y que tiene:

a) un peso molecular de 854, determinado por espectrometria
de masas; '

b) una composicidn elemental aproximada de 58,78 % de carbo-
no, 8,51 % de hidrégeno, 27,85 % de oxigeno y 3,63 % de
sodio;

¢) una Férmula empirica de 042H71016Na;

d) un espectro de absorcidn infrarrojo en cloroformo como el
mostrado en el dibujo que acompafia a esfa memoriaj

e) un espectro de masas que presenta un pico de idén molecular
a m/e 854,44630 y picos caracteristicos a m/e 836,44129,

779,44690 y 761,44740 ¥

f) un valor Rf de 0,49 por cromatograf{a en capa fina sobre

gel de silice en benceno-metanol (7:3) v

cuya forma dcida es un sélido blanco con un peso molecular de
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832 aproximadamente y un grupo valorable con un valor del

pKa de'7,2; cuyo procedimiento se caracteriza por cultivar

Streptomyces candidus NRRL 5449 en un medio de cultivo que

contiene fuentes asimilables de carbono, nitrbgeno y sales
inorgénicas, en condiciones aerobias sumergidag, y poner

en contacto este cultivo, completo y desde el primer momen
to, o después de separar el caldo o, las células, con gluco
sa y monensina, hasta que la momensina ha sido convertida e
una cantidad sustancial del metabolito A-27106 por dicho
organismo en el citado medio de cultivo.

2. Un procedimiento segn la Reivindicaciba 1,
caracterizado porque el medio de cultiveo comprende un redio
de cultivo estabilizado,  obteniéndose el medio de eultivo
esterilizado por esterilizacibn del medio de cultivo en el

que se ha preparado la monensina cultivando Streptomyces

cinnamonensis en condiciones aerobias sumergidas.

3. Un procedimiento segln la reivindicacibdn 1,

caracterizado por cultivar Streptomyces candidus NRRL 544G

en un medio de cultivo que contiene fuentes asimilables de
carbono, nitrbdgeno y sales inorgénicas, bajo condiciones
aerobias sumergidas, separar el caldo de dicho medio de
cultivo, liofilizar dicho caldo, reconstituir el caldo lio-
filizado en un medio acuoso regulador y poner en contacto
dicho caldo reconstituido coﬁ glucosa y monensina hasta que
se produce una cantidad sustancial del metabolito 4-27106
en digho medio regulador y recuperar el metabolito A-27106
de dicho medio regulador.

4. Un procedimiento segln la Reivindicacidn 1,

caracterizado por cultivar Streptomyces candidus NRRL 5449

en un medio de cultivo que contiene fuentes asimilables de
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carbono, nitrégenc y sales inorganicas, bajo condiciones
aerobiés sumergidas; separar las células de dicho medio de
cultivo; purificar dichas células por sonificacidn, centri-
fugacibn y di&lisisj "hacer reaccionar dicho dializado puri-
ficado en un medio regulador acuoso con glucosa y monensi-
na hasta que se ha producido en dicho medio regulador una
cantidad sustancial de metabolito A-27106 y rccuperar el
metabolito 4-27106 del mismo.

5. BSe reivindica por Gltimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicital
" UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL METABOLITO A-
27106 M.

Todo conforme' queda descrito y reivindicado en
la presente Memoria Descriptiva que consta de treinta y
ocho paginas mecanografiadas.

Madrid, 31 de Enero de 1974

BERNARDO U
p.D-
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