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Bata invención está relaciona con un nuevo miembro 
del grupo de antibióticos de éter policídico acidice, que 
es una dase de compuestos que están biológicamente caracte­
rizados por su efecto en el transporte de cationes en aito- 
oondrla. Esta familia de antibióticos incluye la moneneina 
(Diario de la Sociedad Americana Química, 69:5737# 1967)? 
nigericina (Comunicación de Investigación Bioquímica y Bio­
física, 33:29, 1966); grisorixiaa (Comunicación Química del 
Diario de la Sociedad Química, 1421, 1970); dianemicina (Dia­
rio de Antibióticos, 22:161, 1969); salinomioina (Diario de 
Anbitióticos, 27:814, 1974); X-537A (Comunicación Química del 
Diario de la Sociedad Química, 967, 1972); X-206 (Comunica­
ción Química del Diario de la Sooiedad Química, 927, 1971); 
y A204A (Diario de la Sooiedad Americana Química, 95:3399, 
1973).

Les antibióticos de éter pclicíclico enumerados en 
le qoa antecede, ecn reactivos contra bacterias dram-positiva, 
hongos, y prctozcarioe. Exhiben actividad anticcccidial poten-



La patente NorteanM'ricana ydmero 3̂ 3̂9,557 describe
un procedimiento para la mejora de la utiliz&oidn de alimentos

' <
por ruadantee y ard malea montgdatricoe alimentados '.".'i ana ma­
teria vegetal fibrosa, y a loa oúalí s se ha administrado

{

monenaina, dianendcina, nigericina u otros antibidtioos de ;
dter policfdlico#

Seta invención esté relacionada oon el Compuesto 
38,295 un antibiótico %ue ticas la fórmula:

j

CHi 
— J

Ei antibiótico se produce mediante la prox̂ ĉión 
aeróbica sumergid de átreô omycee hyaroaoonicue COTA 31050



en un medio nutritivo acuoso. ES. antibiótico y ana salea 
eatiónic88, aon agentes antiuicrobia!̂ oa y potantea y aon coo- 
ddiostatca afeotivoa y activadores del crecimiento en loa ani­
males.

Si microorganismo Atil para la preparación del anti- t 
biótico de eata invención, ae ai aló de una muestra de tierra ' 
de Japón. Se hizo crecer en un número de medios que ae naaron 
para la identificación de cata género y ae llegó a 1/* concita­
ción de que era bastante semejante a la descripción del 
Streotomvoea hŷ rosconious.

BOL cultivo (Pfizer P.D. 23604) ae comparó de acuer­
do con un número de particularidades en varioa medioa con un 
cultivo de Wtrevtoayoas bynrt soonicu?̂  462.46 obtenido de la 
Colección de Cultivo Pública Holandesa (CBS) Centraalbureau * 
voor Sehimmeloulturea. Se hicieron comparaciones y óeoisio-

inos sobM la base del concepto de la especie tal y como as 
describe en Microbiología Aplicada 4:243-250, 1956. A conti­
nuación ee da una comparación de los dea cultivos!

É)rfolozia de Cadera de Señora - las cadenas de 
Pfizer F. D. 23604 en espirales de 6 a 10 vueltas o menos en 
medioa diferentes, ae asemejaren a las cadenas descritas del 
Wtrsvtomyces hygrosoopicus CBS que se ilustra en la Figura 1 
del documento al cual ae haca referencia en lo que antecede.
Las esperas de Pfizer F.D. 23604 que se examinaron bajo un 
microscopio electrónico de exploración , tenían exactamente



la apariencia de aqaellaa de la cepa CBS de ̂ rkroBConicua 
que ae ilustra en la Microbiología Aplicada, 18:695-696; de 
1969, en donde las eaporaa ee describen ocao teniendo una 
superficie rugosa que consiste de picaduras numerosas rodea­
das por rebordee del material de pared de esporas. Las 
platinae con eaporaa de loa doa cultivos tenían apariencia 
idéntica.

Color de la Colonia - el micelio aéreo tenía apa­
riencia gris en la mayaría de loa medios, pero ol tono ensoto 
era algo diferente para los dos cultivos. El Pfizer F.D.
23604 en agar de sucrosa de Czapek, tenía un crecimiento blanco 
grisáceo grueso, doblado irregularmente, adentras que la cepa 
CBS de W. hygroacopicus era plana, delgada y gris. El Pfizer 
F.D. 23604 en agar de harina de avena, deapuéa de cuatro se­
manas de incubacidn desarrollaron un tono amarillo en el mice­
lio adreo anteilormede gris. Ba agar de exAraeto de malta y 
extraoto de levadura el Pfizer F.D. 23604 tenía manabas ama­
rillas de crecimiento en el micelio gria.

Voraacién de Melanina - no ee produjo melanina me­
diante cualqier cultivo en el agar de peptona y hierro.

Utilizacidn ds - (método de Pridhem y
Cottlieb, Diario de Bacteriología 56:107-114, 1948), el Pfizer 
F.D. 23604 utilizé #ucoea, L-arebinosa, dextrina, D-fructosa, 
D(+) galaotcsa, glicerol, inoeitol, inulina, lactcaa, maltosa, 
D-mannitol, rafinosa sálica, ramnosa, acetato de sodio, D-
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sorbitol, eorboea, almidón, sucrosa, trehalosa y D-xüosa; 
si dulcitol as ss utilizó. Estas resultados son coâ patibles 
san afusiles dados a oonocer para las sapas da ̂  hymroaoooicus 
sala Microbiología Aplicada, 15:637-639. 1967. y la cepa 
CBS da W. hygroscopicus dada a oonooer an Microbiologíh 
Industrial, 10:183-221, 1969 son la sxoepción de que la cepa 
CBS no utilizé inoaitol.

Producción de HgS - se obtuvo un resultado positivo 
para ambos cultivos an tubos inclinados da agar da paptona y 
hierro, con tiras de acetato de plomo,

lacha - aa obtuvieron resultadoa semejantes para am­
bos cultivos; ninguna ooagulacidn, hidrdlisis completa o casi 
oompleta en 12 ̂ aa; pigmento soinbla color canela, '

Palatina - los cultivos aran semejantes sn crecimien­
to, color y régimen da licuefacción moderado.

Características Especiales - la cepa CBS de S, 
bvaroscopicua desarrolló Areas hygroscópicas negras en tras 
semanas en agar de glucosa-aeparagina, agar de harina de avena, 
y agar de extracto de levadura-extracto de malta, mientras que 
el Pfizer F.D. 23604 mostró manchas negras solamente en agar 
del extracto de levadura y extracto de malta. La incubación 
adicional durante una semana y el almacenamiento de algunos 
cultivos en placa# de Petri, a temperatura de 4" a 10° C., du­
rante una cuarta semana, aumentaron en obscurecimiento del 
Pfizer P.D. 23604, En agar de harina de avena, agar de suorosa



A# Czapek y extracto de levadora y extracte de malta, el 
Pfizer F.D. 23604 produjo un olor aemejante a la pebolla sil-* 
veatre o al ajo con cierto olor a tierra, mientras que el 
§f+ Rygroscopicus CBS produjo solamente el olor a tierra y esta 
especie no se describe en ningún otro sitio como teniendo un 
olor de cebolla silvestre, ña cepa de Pfizer F.D. 23604 de 

hygroscopicua. prosee el Compuesto 38295, un nuevo antlbió- 
tlco de Óter policídioo, mientras que el S. hysrosconlcua CBS 
no lo hace, ni tampoco se ha dado a conocer la producción de 
este antibiótico para otras cepas de S. hvgroecopicus.

Bate cultivo (F.D. 23604) se ha depoeitado en La 
Colección decultivo de Tipo Americano, en Rockville, Md., y 
se designa en la colección como COTA 31050.

El oultivo de Streptomyces hycrosconicue CCTA 31050 
de preferencia se efectúa en medies nutritivos acuosos a 
temperatura de 28" a 36" C., y bajo condiciones aeróbicas 
sumergidas, con agitación. Les medios nutritivos que son 
útiles para dichos objetos, incluyen una fuente de carbono 
asimilable, tal como azúearee, almidones y gücerol; una fuente 
de nitrógeno orgánico tal como caseína, material de digestión 
enzimítico de caseína, harina de frijol de soya, harina de 
semina de algodón, harina de cacahuate, gidten de trigo, ha­
rina de soya, harina de carne y harina de pescado. Una fuente 
de substancias de crecimiento tal y como materiales solubles 
de grano y extracto de levadura tales como sales, por ejemplo
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cloruro de sodio y carbonato da calcio y elementos de traza, 
tales como Marro, magnesio, zinc, cobalto y manganeso pueden 
utilizarse asimismo con resultados ventajosos. Si se encuentra 
una formación de espuma excesiva durante la fermentación, pueé 
den añadirse al medio de fermentación, agentes antiespumantes 
tales como aceites vegetales o eilicoaas. La aersación del 
medio en tanquee para el crecimiento sumergido, se mantiene 
de preferencia a razón de aproximadamente 1/2 a 2 volúmenes 
de aire libre por volumen de caldo por minuto. La agitación 
puede mantenerse per medie de agitadores, generalmente concoidea 
para aquellas personas expertas en la industria de la fermentâ
Ción. Deben mantenerse desde luego condiciones asépticas, a 

. través de la transferencia del organismo y a través de su cre­
cimiento,

EL inóculo para la preparación del antibiótico puede 
obtenerse empleando el crecimiento de un tubo indinado de 
cultivo. EL crecimiento puede usarse para inocular ya sea ma­
traces de agitación o tanques de inóculo, o alternativamente, 
los tanques de inóculo pueden contaminarse de los matraces de 
agitación. El crecimiento en matraces de agitación por lo ge­
neral, habré llegado a su máximo en de 3 a 5 días, mientras 
que el inóculo en tanques de inóculo sumergidos, usualmente n
se efectuaré en el periodo més favorable de 2 a 3 dias. se ii
obtiene una actividad antibió tica considerable en la etapa fi­
nal del fermentador, en aproximadamente 3 a 5 dias. Loa ni ve- i
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les del antibiótico varían de 50 a 500 miligramos ppr litro.
El procedimiento de la producción anúbiótica, conve­

nientemente ea seguido durante la fermentación mediante ensayo 
biológico del caldo, empleando una cepa sensible de 
Wtaphylococcus aúreus o Badilas subtilia. Se eĉ plea la técnica 
de enaayo de placa normal, en donde la zona de inhibición q¡ue 
rodea un disco de papel de filtro saturado con el caldo se 
utiliza como una medida de la potencia del antibiótico.

La cromatografía de capa delgada empleando gel de 
sílice es una herramienta útil para analizar el antibiótico 
produoido en el medie de fermentación y la composición de los 
materiales crudo y purificado extraídos de los caldos de fprt. 
mentación. Loe cromatogramas de capa delgada, después de de­
sarrollarse con acetato de etilo, so rocían oon 3 por ciento 
de vainillina en ácido sulfúrico etanélico (98.5:1.5 por ciento 
en volumen/volumen) seguido por calentamiento a temperatura 
de 60* a 80* C., durante unos cuantos minutos. El antibiético 
se observa coma una mancha brillante, de color rosado a rogo 
sobre un fondo blanco.

El compuesto antibiótico 38295 puede separarse y re­
cuperarse del caldo de fermentación Clarificado, extrayéndose 
con un solventé orgánico tal como cloroformo, acetato de etilo 
o cotona de metilisobutilo. La porcién predominante del anti­
biótico se encuentra en el micelio aeparado y se extrae con­
venientemente del mismo, formando una suspensión espesa del



aietlio en un solvente soluble en egua tal eomo metanol.
m  método de separación y recuperación preferido del 

compuesto antibidtioo 18,295 ee el siguiente:
B3L caldo de fermentación entero (no filtrado) se 

extrae dos veces, con de aproximadamente 1/5 a 1/2 volúmenes 
de cetona de metilieobutilo. El extracto solvente ee concen­
tra al vacio basta formar un residuo aceitos)que luego se forma 
en ana suspensión espesa en cloroformo: hexano (1:1) y se añade 
a la columna de gel de sílice (de preferencia un lecho de gel 
de sílice 60 cubierto con una capa de gel de sílice P?254* 
ambos ds los cuales pusden obtenerse de E. Merck, Darmstadt, 
Alemania), La columna de gel de sílice se desarrolla sucesiva­
mente con hexano, Cloroformo:hexano (1:1) y Cloroformo, La 
fracción antibiétioa principal ee eluye con acetato de etilo*
3BL eluato se concentra al vacío, se absorbe en acetona y se 
filtra durante de aproximadamente 30 a 60 minutos, con carbdn 
vegetal activado (Parco 0 60), El carbdn vegetal se remueve 
mediante filtración, la solución se oencentra hasta un pequeño 
volumen al vacío, ee añade una cantidad pequeña de agua y el 
pH se ajusta con hidróxido de sodio hasta un valor de 8.0 a 
8*5* El material cristalino que se separa se remueve mediante 
filtración, se lava con agua y se seca.

Ei antibiótico que ee ai ala en esta etapa ee una sal 
mezclada de sodio y de potasio del Compuesto 38295 que se forma 
tanto con iones de sodio y de potasio que están presentes y

— 9 **
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que se depuran del salde de fermentación y el hidi-óxido de so­
dio añadido. Los cromatogramaa de capa delgada de este mate­
rial pueden dar a conocer cantidades con traza de por lo peños 
dos o más antibióticos polares# que al igual que el compuesto 
38295, proporcionan una mancha característica color rosado a 
rojo al rociarse con la vainillina en ácido sulfúrico etanÓlico

El Compuesto 38295, puede obtenerse como una sola 
entidad mediante cromatografía de ccluama sobre gel de sílice 
P?254 <%** se prepara de he rano. Las sales de sodio y potasio 
mezclada se añaden como una solución en acetato de etilo o 
cloroformo y la edumna se desarrolla bajo presión de 5.625 
kilogramos por centímetro cuadrado, con hexano que eontiene 
cantidades aumentadas de acetato de etilo. El avance de la 
separación ee seguido por cromatografía de capa delgada. Las 
fraociones apropiadas ee combinan, ee evaporan al vacío y el 
sntbiótioo ee cristaliza de acetona y agua.

Et ácido libre del Compuesto 38295 puede derivarse 
de la sal de eodie/potasio mezclada, ajustándose el pH de 
una solución ds acetato de etilo ó cloroformo hasta un valor 
de 4.5 con ácido fosfórico diluido. La capa orgánica ee peca 
sobre sulfato da sodio anhidro, so evapora al vacío y el re­
siduo ee cristaliza de cloroformo y hexano.

La sal de sodio del Compuesto 38295 puede obteneree 
ajustando una solución de acetato de etilo o cloroformo del 
ácido libre hasta un pH de 8.5 con Hdróxido do sodio (conoen-
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tinción 1N). B3L material ae cristaliza de acetona y agua, 
la aal de potasic cristalina ae obtiene de manera semejante, 
usando hidróxido de potasic en vez de NaOH.

Puede prepararse una sal de plata crit&liao, mediante 
la adición de nitrato de plata acuosa, a una solución etanó- 
lica de la sal mezclada de sodio/pctaaic del Compuesto 38295. 
Otros compuestos fácilmente obtenibles son las salea de cobre, 
¿no, amonio, calcio, magnesio y litio del Compuesto 38295.

Bebido a en uso final para la prevención y trata­
miento de coccidioeie en las aves de corre!, el caldo de fer­
mentación entero contiene compuestos 38295 que puede absorberse 
hasta sequedad (de preferencia mediante eecado por rociadura), 
e incorporarse en el alimento para avee da corral, al nivel de 
potenoia de antibiótico deaeado.

El Compuesto 38295 exhibe moción inhibitoria centra 
el crecimiento de un número de microorganismos (Cuadro I).
El organismo de prueba ee inocula en una eerle de tubos de 
prueba, <pte contienen un medio nutritivo y varias concentra­
ciones del Chapueato 38295 para determinar la concentración 
mínima del antibiótico en microgramoa por mililitro, (pe 
inhibe el crecimiento del organismo a través de un período de 
24 horas.



%!ADRO I

Onsaniamc
Compuesto 38295 (eal mesdada - de Na/K)

Compuesto
38295 (dei- sc libre)

€tanh. auréus 01A005 0.78 0.39
01A052 0.78 3.12
01A109 0+78 0.78
01 Al 10 0.39 1.56
01A400 0.39 1*56

Strep. faecalis 0.20 1.56
Strsp. pyogsnes < 0.10 < 0.10

Neisseria sicea < 0.10 < 0.10

Bacillus subtilis < 0.10 < 0.10

Laotobacillus casei var casei 1.56 —
Lactobacillus <̂ tenaforme 0.78 —
doatridium innocuum 0.20 —
dostiidiua biferaentans 0.78 —
Trsponema hyodysenteriae 0.39 —

EL Compueatc 38295 y sus sales exhiben actividad
excelente centra infeccienss de coccidiesis en las aves de 
corral. Cuando se incorporan en la dieta de loe pollos a nivel 
de 15 a 250 partes por millón, loe compuestos son eficaces 
para controlar las infecciones individuales de Eimeria tenella. 
B. acervulina. B. maxima. etc., y las infecciones asediadas 
de estos organismos.

Los datos de la eficacia para el ccmpuesto 38295
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y sus salee contra infecciones de coooidiosie en los pollos, 
se obtienen de la siguiente manera. Lps drupoa do 3 a 5 
pellos cooksrel leghom blancos SPP de diez días de nacidos, 
se alimentan con una dieta que contiene el Compuesto 38295, 
o una de sus sales dispersa uniformemente en la misma. Des­
pués de estar a esta ración durante aproximadamente 24 horas, 
cada pollo se inocula per oe con oocietos de la especie espe­
cífica ds Rimarla (pie se esté problando. Otros grupos de po­
llos alimentados en una dista exenta del antibiótico se infec­
tan de manera semejante como controles infectados. Los pellos 
no infectados, no medicados sirven como controles normales.
Los resultados del tratamiento se evalúan después ds 5 días en 
el caso de &  acervulina y 6 días para todas las especies ds 
Eimsiia.

Bi Cuadro II ilustra los resultados que se obtienen 
con la sal mezclada ds sodio y de potasio del Compuesto 38295.

CUADRO II

Especie de Infección Dosis
(ppm) Grado de in­fección promedio*

Propor­ción?*
Rimaría tenella 250 0.0 0.0

125 0.0 0.0
60 0.7 0.21
30 1.7 0.54
15 2.7 0.86
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mlADRO II (continuación)

Especie de Infección 
Bimeria ácervulina

Eimeria neeatiix

Dosis
ÍÍBEl

Onado Ae Infec- dón promedio* Propor­ción*
250 0.0 0.0
1^ 0.2 0.1
60 0.0 0.0
45 0.4 0.2
30 1.2 0.6
15 2.0 1.0
250 0.0 0.0
125 0.2 0.13
60 0.2 0.13
250 0.0 0.0
125 0.0 0.0
60 0.4 0.25
45 0.6 0.33
30 0.8 0.44
15 1.8 0.66
250 0.4 0.22
125 0.4 0.22
60 0.8 0.44
45 1.2 0.66
30 1.6 0.88
15 1.6 0.88
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<Ó&ADRO II  (cwtinuación)

Bapecie de Infección Dosis(ppm) Orado de infec­ción cromedice Propor­cióne
Infsooión Mezclada (Coccivac D, Stersine Laboratories, OpelMca, Alabams) 250 0.0, 0.0** 0.0, 0.0

125 0.2, 0.4 0.08,0.18
60 0.2, 0.0 0.08, 0.10

50 1.0, 0.6 0.38, 0.21

40 1.2, 1.0 0.46, 0.35
30 2.6, 2.0 0.85, O.71

*̂Lcs criterios usados pare medir la aotiviaad snticoccicüaly 
eonsiete de resultados de lesiones de 0̂  a 4 pare Tenelín 
(J.B. Lynoh, Mario Americano de investigación Veterinaria,
22; 324-326, 1961) y de 0 a 3 pare otras especies (J* Johnson y 
W.H. Reid, Párasitologia Experimental, 28; 30-36, 1970). Se 
establece una proporción constante dividiendo él resaltado 
de las lesiones da cada grupo tratado entre el resultado de 
las lesiones del control infectado.
**HL primer número se relaciona con lesiones inteptihalpa y el 
segundo número con lesiones cecales.

Pueden obtenerse resultados semejantes pon el ácido 
libre, la sal de sodio, la sal de potasio o un medio da fea*, 
mentaoión aeoo que contiene el Compuesto 38295 en la relaoión 
si nivel de potencia de antibiótico deseado.



LAS propia ásda a activadores de crecimiento del 
Coagule ato 36295. ae ilustran mediante las siguientes pruebas 
con ganado vacuno.

Se asignan al azar en establos, becerros Angus heifer, 
$ becerros por establo, y se administran oralmente con el 
Compuesto 36295 mediante bolas grandes, en el agua potable, 
etc. Sin embargo el compuesto se administra ventajosa y rá­
pidamente sobre una base de actividad, incorporándose en las 
composiciones da alimento de alto contenido de forraje a nive­
les de 11 a 33 partee por millón. EL compuesto 36295 puedo 
estar en variaa formas como el ácido libre, la sal da sodio, 
la sal de potasio, las salsa mezcladas de sodio y potasio o 
un caldo de fermentación seco producido mediante Streptonnroes 
hygrosoopicus CCTÁ 31050.

Las composiciones de alimento no medicadas y con 
si Compuesto 36295, se administran a los animales de prueba 
ad libltum. La composición del alimento es una ración final 
para ganado vacuno da 12.5 por ciento ds proteína y 75:25 
concentrado:forraje, que contiene maíz, harina de frijol da 
soya, harina de alfalfa, fosfato de cálelo, melaza, vitaminas 
y minerales de traza. El compuesto 36295, se incluye en un* 
premezcla junto con maíz molido, minerales y vitaminas.
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EA6I.QN.PAŜ í̂

Kacián. final para ganado vacuno de 12.5% da Pro teína - 75:25
Concentrado:Forraje)

RMKPdiSHte Porcentaje
Maíz Amarillo Molido $5.6

.Harina de Frijol de Soya, 49% de proteína 6.3

Harina de Alfalfa, 17% de pro teína 25.0

Melaza Seca* 10 .0

Aceite de Frijol de Soya 2.0

Fosfato de dicalcio (24% de Ca, 18.5% de y) 0.40

Sal mineral do traza** 0.50

Tremezola de vitamina-minerales*** o .20

"Melaza de caña de azúcar sobre un portador de la fracción 

de mazorca de maíz: no menos do 3 por ciento de protaina 
cruda y no más de 15 por ciento de fibra, no menos de 42 por 
ciento de azúcar inerte, máximo 6 por ciento de agua.

"" Aportó los siguientes niveles de minerales de traza en 
partes por millón: manganeso 10; hierro 6.25; cobro 1.25: 

yodo 0.025; cobalto 0.86; zinc 45*
""" Aportó los siguientes niveles de vitaminas por 0.454 ki­
logramos de ración: vitamina A 1497 I.U.; Vitamina D 200 I.U.; 

vitamina 3 25, I.U.
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p;^MEZCM

Ingrediente Cantidad (1.815 F¿y.)

Complemento de Vitamina A (30,C00

UI por gramo) .099 Kg.
Complemento de Vitamina (200,000

UI por gramo) 2.00 gm.
Complemento de Vitamina (125,000 UI

por 0.454 kilogramos) .182 Kg.
Oxido de Zinc (79.4 por ciento de zinc 38.0 gm.

Carbonato Cobaltosó (45% de cobalto) 1.70 gn.
Maíz molido finamente 0 pasado a travos

de un molino do soya 1.48 Kg.
Compuesto 3S,2$5 40.0 gm.

Una cantidad de 0.454 kilogramos de la premescla, 
por tonelada de la ración completa proporciona un nivel fi­

nal del Compuesto 33,295 de 11 partes por millón.

El Cuadro II ilustra los resultados de una prueba 

dé 28 dias que se obtienen con tres establos duplicados de 

cinco becerras por establo de peso inicial aproximado de 

181.600 kilogramos por becerro.
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9RAPRQ m

(aales mezcladas de sodio y de potasio del Compuesto 38,295)

Tratamiento
A3P* ADP** Alimento/

Aumento***
(partes por millón) kgs. Indice Kgs. Indice Propor Indi 

_eión ce

Control .940 100.0 6.45 100.0 6.95 100.0

Compuesto 38,295 (11) 1.04 110.6 6.13 95.1 5.94 117.0

Compuesto 38,295 (33) 1.10 116.9 5.63 87.3 5.11 136.0

" aumento diario promedio 
** alimentación diaria promedio
*** kilogramos de alimento por kilogramo de aumento

Puedan obtenerse virtualmente los mismos resultados 

con el ácido libre, la sal de sodio, la sal de potasio o el 

caldo de fermentación seco que contiene el compuesto 38,295* 
Pueden obtenerse resultados comparables con otros 

rumiantes tales como la oveja o loe animales monogástricoc 

tales como caballos, cerdos y conejos.
El Compuesto 38,295 activo puede administrarse en 

el alimento de los animales para el agua potable o en una 
premezcla se usará para incorporarse en el alimento o agua 

potable del animal. Uh concentrado de premezcla de antibió­
tico líquido apropiado para añadirse al agua potable para 
aumentar la eficacia del alimento en los anímalos se puede 

preparar a las concentraciones deseadas disolviendo el com­
puesto 38,295 en un solvente apropiado tal como etanol o
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OOHOEKTR.W DE PREKS2CLA L i m i m

Un concentrado de p remezcla antibiótico liquido 

apropiado para añadirse al agua potable de los animales se 

puede preparar a las concentraciones deseadas disolviendo 

el antibiótico que contiene el Compuesto 38,295 en un solven­

te apropiado tal como etanol o propiienglicol.

Se preparó un medio acuoso estéril que tiene la

siguiente composición: 

Glucosa

Almidón soluble 

Extracto de levadura

Gramos ñor litro 

10.0

20.0

5.0

Material de digestión enzimático da

caseína 5.0

Harina de cama 5.0
CaCÔ  1.0

pH - 7.0

Las células de un tubo inclinado de Streutomvces
hysrosconicus COTA 31050 sa trasladan a una serie de mat ra-
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ces de capacidad de 300 mililitros, cada uno de ellos conte­

niendo 50 mililitros de esto medio estéril y se agitan en un 
agitador giratorio durante de 3 a 4 dias a teraperatura da 

28 a 30°C. I^s alicuótas de cinco mililitros de este inóculo 

de crecimiento se trasladan ascpticamants a matraces de capa­

cidad de 300 mililitros que contienen 100 mililitros del medio 

estéril tal y como ee ha descrito en lo que antecede* Des­

pués da agitarse durante 3 e. 4 días a temperatura de 280 a 

30°C., el inóculo desarrollado se traslada a los aparatos 

de fermentación da capacidad de cuatro litros que contienen 

dos litros del siguiente medio estéril:

Glucosa 10.0

Almidón de maíz 10.0
Harina de Soya 10.0
Materiales solubles de grano 5.0
NaCl 5.0

<""=°3 1.0
pH - 6.6

La fermentación se lleva a cabe durante de 90 a 120 horae 
a temperatura de 28" a 36°C. con agitación a 1700 revolu­

ciones por minuto y aereación a aproximadamente un volumen 
de aire por volumen de caldo por minuto. Los aparatos de 

fermentación grandes que contienen de 302.800 a 37,850 litros 

del medio ee pueden inocular hasta aproximadamente 2 por 
ciento de este medio de crecimiento. La fermentación se lleva



- 22 -

a cabo hasta que se obtiene una potencia de a n tib ió tic o  de 

por lo  menos 50 miligramos por l i t r o  (de 90 a 120 h oras).

Cien litros del caldo de fermentación no filtrado 

entero^ se extraen dos veces con una quinta parte del volu­

men de cotona de metilisobutilo. El extracto del solvente 

separado se concentra al vacío hasta formar un residuo acei­

toso (769 gramos) que se dispersa en gel de sílice mediante 

su adición en solución en 2 litros de cloroformo a 1 kilo­

gramo de gel de sílice PF2^ ,  seguido por la remoción del 

solvente al vacío. El residuo resultante se forma en una 

suspensión espesa en 2 litros de cloroformo:hexano (1:1) y 

se añade a un lecho de 300 gramos de gel de sílice do sobre 

el cual se coloca una capa de 300 grados de gel de sílice 

PF254* 31 gel de sílice luego se lava sucesivamente con

7*570 litros de hexano, 7*570 litros de cloro formo :hexano 

(1 :1 ) y 7*570 litros de cloroformo* El antibiótico so eluye 

con 3*735 litros de acetato de etilo. El acetato do etilo 
se remueve al vacio y el residuo (38 granos) se disuelve en 

400 mililitros de acetona. La solución de acetona se agita 

a temperatura ambiente durante aproximadamente 45 minutos 
con aproximadamente 40 grados de carbón vegetal activado 

(Darco G 60). La filtración es seguida mediante concentra­

ción hasta aproximadamente 200 mililitros y la dilución con 

100 mililitros de agua. El Compuesto 38295 se separa como 

una sal mezclada de sodio/potasio al ajustarse el pH a un va-
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lor de 6.5 con NaOH de concentración 1.0^. El material 

cristalino (13.8 gramos) se disuelve en acetato de etilo 

y se cromatografía en una columna de gal de sílice H?g54 

preparado en hexano. la columna se desarrolla bajo presión 

de 5.825 kilogramos por centímetro cuadrado con hexano que 

contiene cantidades aumentadas de acetato da etilo. El 

avance de la separación es seguido por cromatografía de capa 

delgada. Las fracciones apropiadas se combinan, se evapo­

ran al vacío y el compuesto puro se cristaliza de acetona 

y agua.

La sal mezclada de sodio/potasio pura cristalina 

del Compuesto 38295 tiene una temperatura de fusión do 

203°C. y una rotación Óptica de ¿ s l ^ p  = +360 a concentra­

ción de 1 por ciento en metanol. Después de secarse al va­
cio durante la noche a temperatura a 70°C. eobr^ pentóxido 

de fósforo, el análisis promedio para el carbono es de 60.58 

por ciento y para el hidrógeno es el 8.56 por ciento.

El compuesto soluble en metanol, atanol, acetona, 
cloroformo, cloruro de metileno, éter de dietilo, acetato de 

etilo, y cetona de metilisobutilo; es parcialmente soluble 

en hexano y es insoluble en agua.

La sal mezclada e sodio/potasio del Compuesto 
38295 no posee patrón característico de absorción de luz

ultravioleta.

El espectro infrarrojo de la sal mezclada de sodio/

i
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potasio, Figura 1, so anexa. Un gránalo dé EBr muestra ab­

sorción característica en la región infrarroja de las si­

guientes longitudes de onda en micrones: 2.92, 3.40, 6.27, 

6.6$, 7.22, 8.40, $.00, 9.15, 9.25, 9.48, 9.98, 10.45, 10.68 

y U.45.

EJEMPLO I I

Puede repetirse el mótodo del Ejenplo I eatpleando 

caldo de fermentación clarificado en ves del caldo de fer­

mentación no filtrado entero.

EJEMPLO III

El micelio separado del caldo de fcrmentación cla­
rificado del Ejemplo II se forma en una suspensión espesa 
varias veces con metanol, el extracto de metanol se concen­
tra al vacio y el residuo se trata mediante el mótodo del 

Ejeaqplo I.

El procedimiento de fermentación del mótodo del 
Ejemplo I se repite empleando un medio de fermentación de 

la siguiente composición:



Gramos rar litr o

Glucosa 20.0
Almidón de maíz 10.0

Harina Ae soya 10.0

Materiales solubles de grano 5.0

FSgtS04>3 0.2

MnClg 0.2

CaCO^ 1.0

NaCl 5.0

Oleato de metilo 2.0

Aceite de frijol de soya 2.0

pH 6.6 a 6.7

Al final del cielo de fomentación, el caldo de fermentación 

entero no filtrado que se hace completamente mediante secado 

por rociadura.

EJEK2L0 V

La aal mezclada de so&io/potasio del Compuesto 

38295 se disuelve en acetato de etilo y el pH se ajusta a 

un valor de 4.5 con deido fosfórido diluido. La caps, sol­
vente se seca sobre sulfato de sodio anhidro, 36 evapora 

al vacio y el residuo se cristaliza de cloroformo y haxano 

para rendir el ácido cristalino qua tiene una temperatura 

de fusión de 135* a 138*0. y una rotación óptica de -
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^¡jalfB7D e +38  ̂a concentraeión de 1 por ciento en metanol. 

Después de secarse durante la noche al vacio a temperatura 

de 7&*C. sobre pentóxido de fósforo, la composición promedio 

en peso es de 61.65 por ciento de carbono, 8.94 por ciento 

de hidrógeno y 29.41 por ciento de oxigeno (mediante dife­

rencia). El ácido libre del Compuesto 38295 no posee patrón 

característico de absorción de luz ultravioleta.

El espectro infrarrojo del ácido libre del Compues­

to 38295, Figura 2, se anexa. Un grano de RBr muestra absor­

ción característica en la región infrarroja a las siguientes 

longitudes de onda en micrones: 2.92, 3*43* 5*74, 6.85, 7 .25, 

7.53, 8.28, 8.60, 8.80, 9.00, 9.15, 9*So, 10.10, 10.45, 10.68, 

10.92 y 11.13.
El análisis de cristal rayo3 X de la sal ds plata 

del compuesto 38295 estableció la fórmula estructural ds la 

siguiente representación:
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CH* <* ^

"EJEMPLO VI

La sal de sodio del Compuesto 33295 se obtiene 
mediante la. adición de NaOH de concentración 1.0N hasta ún , 
pH de 8.5 a una solución de acetato de etilo del ácido libre 

del Ejemplo V. El material cristalizado de acetona y agua 
tiene una temperatura de fusión de 197° a 193°0. y una rota­
ción óptica de ¿$álfgy ^  = +38  ̂ a una concentración do 1.03 

por ciento en metanol. Despuós de secarse al vacio durante 
la noche a temperatura de 70°C. sobre pentóxido de fósforo, 
la sal de sodio tiene un análisis de 60.28 por ciento de 
carbono y 8.76 por ciento de hidrógeno.

El espectro infrarrojo de la sal de sodio del Com­
puesto 38295, Figura 3, se anexa. Un gránulo de KBr muestra
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absorción característica en la región infrarroja a las 

siguientes longitudes de onda en micrones: 2.94, 3.40, 

6.25, 6.85, 7.20, 7.45, 8.38, 9.00, 9.27, 9.48, 10.00, 

10.45, 10.65, 10.90, 11.13 y 11.47.

EJR-.PL0 Vil

La sal de potasio del Compuesto 38295 se prepara 

mediante el método del Ejemplo VI empleando hidrÓxido de 

potasio en vez de hidróxido de soiió. El material cristali­

zado de acetona y agua tiene una temperatura de fusión de 

196 a 198°C. y una rotación óptica de ^  = +380

a una concentración de 1.02 por ciento en matauol. Después 

de secarse al vacio durante la noche a temperatura de 70°C. 

sobre pentóxido de fósforo, el compuesto tiene un análisis 

de 60.58 por ciento de carbono y 3.70 por ciento de ^idrógeno 

El espectro infrarrojo de la sal de potasio del 

Compuesto 38295, Figura 4, se anexa. Un gránulo de KBr mues­
tra absorción característica en la región infrarroja a las 

siguientes longitudes de onda en micrones: 2.94, 3*42, 6.27, 

6.84, 7 .20, 8.75 , 9.00 , 9.14, 9.30, 9.45, 10.-15, 10.92, 11.15  

y 11.47.

HSEML VIII

La sal de plata del Compuesto 38295 se prepara
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mediante la adición de nitrato da plata acuoso a una solu­

ción etanólica de la sal mezclada de sodio/potasio del 

Ejemplo I. El sólida que se separa se cristaliza de metanol. 

Tiene una temperatura de fusión de 198° a 200*C. y una rotar-

ciÓn Óptica de Jálía/^ .+270 a una concentración de 0.982
Dpor ciento en metanol. La composición promedio de una mues­

tra que se seca durante la noche al vacio a temperatura de 

70*C. sobre pentóxido de fósforo es de 55.95 por ciento de 

carbono y 7*89 por ciento de hidrógeno. El peso molecular 

de la sal de plata cristalina del Compuesto 33,295 que se 

determina de los datos de Rayos X es de 1060 ± 4 unidades 
de maaa atómicas.
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-  REIVINDICACIONES -

I* Un procedimiento para producir el compuesto 
38,293 antibiótico que tiene la fórmula

caracterizado por propagar el microorgnaiano strsntomycea 
hrerooootious COAT 31050 a tesyeratura do 28c ̂  360c. en 
un medio de cultivo aouoao que contiene una fuente asimila­
ble de carbono, nitrdgono y aMoe inorgónioaa bajo * condicio­
nes aordbicao sumergidas hasta que se obtenga un ni'vel de 
por lo menos 50 miligrccms por litro del antibiótico *
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2S.- Un procedimiento de conformidad con la rei­
vindicación 1 caracterizado por el hecho de que el com­
puesto 38,295 antibiótico se separa del caldo de fermen­
tación extrayendo el caldo sin ajuste de pH, con un sol­
vente orgánico inmiscible en agua, y aislando $1 antibió­
tico mediante cromatografía de columna de gel de sílice 
del extracto.del solvente concentrado.

3§.- Un procedimiento de conformidad con la rei­
vindicación 13, caracterizado por el hecho de que el cal­
do de fermentación que contiene el antibiótico sin ajuste 
de pH se seca completamente.

4a,-í Un procedimiento para producir el compuesto 
38295 antibiótico.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante­
cede, representado en los dibujos que se acompañan y oon 
los fines que se han especificado.

Bata Memoria consta de treinta y una hojas escri­
tas a máquina por una sola cara.

Madrid, -6 MMt76
-?.A.

AtceíTo **

18-3-76
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