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. Beta invencidn estd relaciona con un nuevo miembro
del grupo de antibidticos de ter policfolico acfdico, que
es una clase de compuestos que estdn biolégloamente mrecte-
ﬁ.udos_ por 'su. efecto en el tﬁnaporte de &;ti.onao en mito~
nom. Bota familia de antibibticos incluye la monensina
(Diario de la Socledad Americana Qufmica, 89:5737, 1967);

" nigericina (Comunicacién de Investigacidn Bioqufmica y Bio-

fisioa, 33:29, 1968); grisorixine (Commicacisn Quimics del
Diario de la Socledad Qufmica, 1421, 1970); dlanemdcina (Dia-
rio 4e Antibidticos, 223161, 1969); salinomioina (Disrio de
Anbitibticos, 27:814, 1974); X=537A (Comunicacién Quimioca gel
Diario de la Sociedad Quimiea, 967, 1972); X=206 (Comunica-
cifén Quimica del Digrio de la Sociedmd Quimicm, 927, 1971):

7 A204A (Diario de la Sooiedad Americana Qufmica, 95:3399,
1973). .
' Los antibibticos de &ter policfclico enumerados en
lo que anteosde, son reaétivos contra bacteriae Gramp-positiva,
hongos, y protozoarios. Exhiben actividad anticocolidial poten-

t0.
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Ia patente Norteam:ricana Fémero 3,839,557 desoribe
un procedimiento pare la mejura de 1: utiliescién ée alimentos

" pér runiantes y animales monngdstricos alimentados /2 uns mae

teria vogetal fibrosa, y a lis cuales se ha adminignrado
monensina, dlanemiocina, nigericina u otros antibiéticoes de

&ter policfclico.
Bata invencidn estd relacionada oon el Compuesto

38,295 un antibibtico que tivns la férmuls:

El antividtico se »roduce mediante la precjmgacién
aerébica sumergida de 'Sftregcomceg hygroscopicus CGTA 31050
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en un medio nutritivo aouoso. El antibibtico y sus vales
oatiGﬁoas, son agentes antiudorobiauos y potentes y son 600w

cidiostaton efectivos y activadores del crecimiento en los ani-

mles, _ E
El mdoroorganismo dtil pave 1s preparacién del antd-
b!.(.&ieo de esta invencién, se aislé de una muestra dn tierre
de Japén. Se h:llzo orecer en au ndmero de medlos qud ‘s6 usaron
i)m 1a identifricacidn de esis géners y se llegs & 1u conolu-

‘eién do que ere bastante semejante a la desoripcidn ael
§treptonyoes hysroscopious, }

El oultivo (Pfiger F.D. 23604) se compabé 4e acusr-
d0 con un nfimero de particularidades en varios medios con un

cultivo de %\:_wmg by scopicus 482,48 obtenids de le

_Colecciln de Cultivo Pdblica TJolandesza (CBS) Centras’ bureaun

voor Schimmeloultures. Se h/sieren comparecicnes y Aecisio-
nes sobre 1a base del concepto de 1a especie tal y como ee
desoribe en Miorobiologfa Aplicada 4:243-250, 1956, A contie
mmolén se da una comparaciér. de los dos ocultivos:
w;g de Bspora - las cadenms de
PLizer Fo Do 23604 en espira’ss de 6 & 10 vueltas ° mnos»"on
medios aiferentes, se asemjm a lap oadenas fesoritas del
¥treptomyces hyzroscopious CUS que s+ ilustra en la Pleure 1
del documento al cual se hacy refere:cia en lo que eateceds,
las esporas de Pfiszer F.D. 23604 que se examinaron bajo un
mioroscopio electrénico de exploracidn , tenfan sxactamente
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la apariencia de aquellas de la cepa CBS de 5_115:_0_"“ . agbgieus
qus se ilustre en la Microbiologfa Aplicads, 18:695-696; de

1969, en donde las espores se¢ describen como teniende una
superficie rugosa que counsiste de picafuras numerosan rodea-
éag por rebordss del material ge pared de esporas. Las
rlatinas con esporas de los dos cultivos tenfan apariencia
1aéntica. '

Colo r ds la Colonia - 61 micelio aéreo tenfa apa-
riencia gris en la mayorfa de los medios, pero el tono exaoto
ere algo diferente pare los dos cultivos. El Pfizer F.D.

-23604 en agar de suicrosa de Czapek, teufas un crecimiento blamco

grisfoeo grueso, doblado irregularmente, mientras que la cepa
CBS de "S W era plana, delgada y gris. El Pfiger

. F.D. 23604 en agar de harina 3e avenn, después 3e cutro 80

manas de incubaoién desarrollaron un tono amarillo en el mice-
110 aérec anteriormexts gris, Bu agar de exaracto de malta j
exiraocto de levasura el Pfizer F,D. 23604 tenfa manchas ame-
rillas de crecimiento en el micelio gris,

Formacién ge Nelanina - 1o se produjo melanina me-

- 4iante cualgler oultivo en el agar. de peptona y hierro.

megm ~ (método de Pridhea y
Gottlieb, Diario d&e Bacteriologia 56'107-114, 1948), el Pfiger

FoDe. 23604 utilizé glucosa, I-arabinosa, .dextrina, D-fructosa,
D(+) galactosa, glicerol, inositol, imulirs, lactoss, maltosa,
D-manni tol, refinosa sdlica, reamnosa, acetato de sodio, D-

n
i
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sorbitol, sorboaa} almiddn, suorosa, trehalosa Y D-xilosas
el &lcitol no se utiliss, Estes resultados son compatidles
con aquallos dados & comocsr nera las cepas de ‘% hygroscopious
en la Microbiologfa Aplicads, 15:637-539, 1967, y 1a cepa
CBS de . fiygroscopicus 4ads n comocer en Microbiclogls
Infustrial, 10:183-221, 1969 con la sxcepcisn de que la cepa
CBS no utilizé inositol.

Produceilén de HyS ~ se obtuvo un resultado poedtivo
pare ambos. cultivos en tubos inclinados de agar de peptoma y

hiarro, con tiras de acetato de plomo.

Leghe - se obtuvieron resultados semeaan'cea pars am-
bos cultivos; ninguna coagulacidn, hidrélisis completa o casi
completa en 12 afas; pigmento soluble color canels. !

' Gelatina - los oultivos eran semejantes en crecimien~
%o, color y régimen de licuefaccién moderado. »

Caracterfsticas Bspecialos - 18 cepa CBS de S.
W desarrollf dreas hygrosclpicas negres en tres
semanas en agar gde glucosa-asparagina, agar de harina de avena,
y sgar de extracto de levadura-extraoto de malts, rientras que
el Pfizer F.D. 23604 mostrd manchas negras solamenis en agar
asl extracto de levadura y extracto de malta. La incubaocién
adieiénal_ durante una semana y el almacenamiento e algunos
oultivos en placas de .Petri, 2 temperatura de 4° s 100 Cey GO~
rante una cuarta semsna, aumentaron en obecurecimliento del
Pfizer P.D. 23604, En agar de harina de avena, agar de suorose
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de Czapek y extracto de levadura y extracto de malts, el ’
Pfiger P.D. 23604 produjo un olor semejante a la pebella sil-
vestre o al ajo con olerto olor a tierra, mientras que sl
ﬁ. mm CBS produjo solamente el olor a tierra y esta
espeoie no se degeribe en ningtn otro sitio como teniendo un
olor de cebolla silvestre. 1La cepa de Pfizer F.D. 23604 de
-'_?;f. ,gm-ggp_i_gy_. produce el Compuesto 38295, un nuevo antivié-
tio0 de 6ter policfelico, mientras que el S. mm CBS
o lo hace, ri tampoco se ha 38do & comocer la produccién de
eate antibiético para otres cepas do S, m;_g_gﬁ_o_ﬁg.

 Bste cultivo (F.D. 23604) se ha depositado en la
Coleocifn deCultivo de Tipo Americano, en Rockville, Md., ¥y
a8 designa en la coleccién como CCTA 31050, :

El oultivo de Streptomyces hysroscopicus CCTA 3105
de preferencia se efectéia en medlos nutritivos acuosos a ung
temperatura de 28° m 36° C., y bajo condiciones serébvicas
sumergidas, ocon agitacién. Los medios nutritivos que son
dtiles pare dichos objetos, incluyen una fuente de carbono
asimilable, tal como azdcares, almidonea y glicerol; una fuente
de nitrégeno orgénico tal como casefna, material de digestién
engimdtico de caseinas, harina de frijol de soya, harina de
somilla de algodén, harina a8 cacahuate, 2ldten de trigo, ha~
rina de soya, harina de carme y harina 3de peaoado; Una fuente
de substancias de crecimiento tal y como materiales solubles
de grano y extracto de lsvadura tales como sales, por ejemplo
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cloruro de sodo y ocarbonato de caleio y elementos de traza,
teles como hierro, magnesis, Qino, cobalto y manganeso pusden
utilizarse agimismo con remzltadqs ventajosos. 94 se encuentra
uns formacién de espuma excesiva durante la fermentacién, pues
den afiadirse al medio de fermentacifn, agentes antiespumantes

Ataloa como aceites vegetales 0 silicomas., ILa aereacién del

medio en tanques para el crecimiento sumergido, se mantiene

e preferencis a razén de aproximadamente 1/2 & 2 voldmenes

de aire libre por volumen de c¢aldo por mimito. la agitacién
puede manitenerse por medlo de agitadorss; generalmente conocidos
pare aquellas personas expertas en la industria de la fermenta-
oién, Deben mantenerse desde luego condiciones an&pticas, a

. iuivés de la transferencis del organismo y a través de su cre-

odmiento.

El infculo para la preparacifn gel ant:lh16t:_|.co puede
obtenerse empleando el crecimionto de un tubo inclinado de
cultivoe. E1 crecimiento puede usarse para inocular ya sea me-
traces de agitacidén o tangues de indoulo, o altima,timgnte,
los tanques de indculo pueden conteminarse de los matraces de
agitacién., El crecimiento en matraces de4 agitacién por lo ge-
neral, habrd llegado a su méximo en de 3 a 5 das, mientras
que el infoulo en tanques de indculo sumergidos, usualmente

‘88 efectuard en el perfodo mds favorable de 2 & 3 dfas, Se

obtiene una actividad antibibtica considerable en la etapa fi-
nal del formentador, en sprox:lﬁs'dnmente 3a5 &as. Los nive-
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1@ del entibibtico varfan de 50 a 500 miligramos per 1itro.

Bl procedimiento de 1a proauccién antbiética, conve-
nientemente es seguido durente la fermentecién mediante ensayo
blolégico del caldo, empleando una cepa sensible de
'Stam 10gocous aiveus o Bacillus subtilis. Se emplea la técnica
.de ensayo de placa normal, en donde la zona de inhibicién gue’
rodea un disoo de papel 8e filtro saturado con el caldo se
utilisa como una medida de la potencia del antibistico.

| La cromatograffa de capa delgada empleando gel de

sflice es una herremienta dtil para snalizar el antibidtico
producido en el medio de fermeniacién y la composicidn de los
materiales crudo y purificado extrafdos de los caldos de fprm
montacidn, Los cromatogramas de oaps dslgeda, después de de-
~sarrollarse oon acetato de etilo, se roofan son 3 por ciento
de vainillina en 4cido sulfdrico etandlico (98.5:1.5 por ciento
en volumen/volumen) seguido por calentamiento a 4emperatura
de 60° a 30° C,, durante unos cuantos minutos. El antibviético
86 observa como una mancha brillante, de color rosado & rojo
sobre un fondo blanco. |

El compuesto antibibtico 38295 puede 86pararse y re-
cuperarse del oaldo de fermertacién olarificado, extrayéndose
con un golvents orgéuico tal como cloroformo, acetato de etile
o cetona de metilisobutilo. - La porcién predominante del anti-
bibtico se encuentra en el micelio separado y se extrae cone
venientemente del miswo, formendo una suspensién veapeaa del

il
i
1
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micelio en un golvente soluble en agua tal como inetanol.
El método de separacién y recuperacién preferido del

compuesato antibibtico 38,295 es el siguiente:

El caldo de fermentacién entero (o filtrado) se
extrae dos veces, oon de aproximadamente 1/5 & 1/2 voldmenes
de cetona de metilisobutilo. El extracto solvente se concen-
tre al vacfo hasta formar un residuo .'aceﬁoa)que luego se forma
en una euspengién espesa en cloroformoshexano (1:1) y se afinde
a 1a columna de gel de sflice (de preferencia un lecho de gol
de sflice 60 cubierto con una capa de .gel de sflice PFyg4,
ambos de los Mos pueden obtenerse de B, Merck, Darmstads,
Alemania). la columna de gelde sfiice se Qesarrolla sucesive-
mente con hemho, cloroformoshexano (1:t1) y cloroformo. Ila
fraocién antividtica principal se eluye con a.oetato de etiloe
El eluato se concentra al vacfo, se absorbe en acetona y se
filtre qurante de aproximadamente 30 & 60 mimatos, con ocarbén
vegetal aotivado (Darco G 60). EL carbén vegetal se remueve

mediante filtracién, 18 solucién se concentra hasta un peguefio

volumen al vacfo, se afiade una cantidad peguefle de agua y el
PH 86 ajusta con hidréxido de sodio hasta un valor de 8.0 a
8.5« EL material cristalino que se separa se remueve mediante
filtracidn, ae,lava‘ con agua y se seca.

El antibidtico que se aisla en esta etapa es una sal
mezclada de sodlo y de potasio del Compuesto 38295 que se forma

tanto con iones de 80410 y de potasio que estdn presentes y
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que seé depuren del oaldo de temhtacun ¥y e1 hidréxido 48 0~

‘&lo afiadido. Los cromatogramas de capa Aelgads de este mate-

rial pueden dar a oconocer cantidades con traza de por 1o menos
408 o nds antibiéticos polares, que al igual que 1 compuesto
38295, proporcionan uma mancha carscterfstica ¢olor rosado &

~ rojo al rocisrge con la vainillina en dcido sulfdrien etanélico.

" El1 Compuesto 38295, puede obtenerse como una sola

-ontidnd mediante cromatografias de eo:lumu gobre gel de sflice

PFy54 que se prepare de hexano. Ias sales de sodio y potaoio
mezclads se afiaden oomo una solucién em acetato de etilo o
oloioformo ¥ la columma se desarrolla bajo presién de 5,625
kilogramos por centfmetro cuadrado, con .'hexano que oontiens
cantidades aumentadas de scetato de etilo. EL avance de la
separacién es seguido por oromatograffe de capa delgada. Iams
frecciones apropiadas se combinan, se evaporan al vacfo y el
anthibtico se cristaliza de acetona ¥y agua.

n ééi;ao lidbre del Compuesto 38295 puede derivarase
de la sal 4de @&o/potasio mezclada, ajustdndose el pH Jde
una solucién de acetato de etilo 6 oloroformo hasta un valor
de 4.5 con deido fosférico ailufdo. 1a caps orgzdniocs se peca
sobre sulfato de sodio anhidro, se évaporo. al vacio y el re-
siduo se oristaliza de cloreformo y hexano,

Ia sal de sodio del Compuesto 38295 puede obtenerse
ajustando uns solucifén de acetato de etilo o cloroformo del
doido 1ibre hasta un pH de 8.5 con Haréxido de sodio (concen~



tracidn 1N). EL material se cristaliza de ‘acetona y agua.
s sal de potasio oristalina se obtiene de mnere. semsjante,
weando hiaréxido de potasio en vez de NaOH.

Pueds. preparerse unas sal de plata cridalino, mediante
la adicién de nitrato de platas acuosa, a una solucién etans.
lica 3 1a sal mesclada d sodio/potesio del Compussto 38295,
0Otros compuestos fdeilmente obtenibles son las sales de cobre,
zinc, amomio, ecaleio, megnesic y 1itio Ael Compuesto 38295,

Debido & su uso final para 1a prevencién y treata-
miento de cooccldiosis en las aves de corral, el caldo de fer-
mentacidén entero contiene compuestos 382§5 que pue»»de absorberge
hasta ssquedad (de preferencia mediante secado por rociadura),
e moi'porarse en el alimento pare aves de corral, al nivel de
| potencia de antiviético deseado. _ »

Bl Compuesto 38295 exhibve accién inhibitoria contre
el crecimiento de un ndmero de microorganismos (Cuadro I).

" E1 organiemo de prueba se inoecula en una gerie de tubocs de
prueba, que contienen un medio mutritivo y varias concentra-
clones doi Cémpussto 36295 para determinar la concentracién
mfnima del antibiético en microgramos por mililitro, qué
inhibe el orecimiento del organiamo & través de un perfodo de
24 homa.



Compueato 38295 Compuesto

s ot pemeiads - i}
" $tapk, suréus 011005 0,78 0039
012052 0.78 3.12
018109 . 0.78 0.78
“01A110 " 0,39 1.56
014400 ‘ ©0.39 1656
Strep. fascalls 0,20 1:56
Strep. pyogenes ' < 0,10 <& 0410
Reisseria sicea < 0.1'0 < 0.10
Baoillus gubtilis < 0.10 < 0,10
Laotobaeillus casei var casel 1,56 -
Laoctobacillus oitomfofmo ' 0.78 | -
Clogtridium inngcuunm 0420 e
Clostridium bifermentans 0.78 —
Treponesa hyodysenteriae 0.39 -—

El Compuesto 38295 y sus sales exhiben actividad
excelente contra infececiones de coocidiosis an las aves de
corral. Cuando se incorporan en 1a dieta de los pollos a nivel
de 15 & 250 partes por millén, los compuestos son eficsces
pare controlar las infecciones indivijuales de Eimeria tenellas, -
_,Mg _M otce, ¥y las 1nfeccionee mezcladas
de estos organismos. ,

Ios datos de 1la eficaclia para el Compuesto 38295
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y sus sales contra infeccionss de coceidioeis en los pollos,

se obtienen de la siguiente manera. Lps Grupos de 3 & 5
poi).oo cockerel leghorn blancoe SPP de diez dfas de nacidos,
se alimentan con una dieta que contiems el Compuesto 38295,

© una 4o gus sdles digpersa uniformemente en la misma.

Degw

puds ds estar a esta racién dureante aproximadamente 24 horas,
oada pollo se inocula per os oon oocistos de la eppecie espe-
cffioa de Bimeria qus se sst4 problando. Otros grupos 3 po-
llos‘alimenudoe en una dieta exenta del éntibﬁtiéo ge infeo-

tan de manere semejante como controles infectados. ILos pqllos

0o infectados, no medicados sirven como controles nomalaq;
Los resultados del tratamiento se evaldan después de 5 dfas en
el oaso 3¢ B acervulina y & afas para todas las especies de

Fl Cuadro II ilustre los resultados que se obtienen
oon la sal mezolada de sodio y de potasio del Compuesto 38295,

CUADRO II

Dosais

" Espeote e Infecoién (zpm)

 Bimeria tenella 250
125
60
30
15

(rade de in~-

feccidn 'gronegbﬁ

0.0
0.0
0.7
17
,2'7

Propor-
oidénr -

0.0
0.0

- 0o 21

0.54
0.86
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Eepeéts de Infeceisn

i&uﬂggg nécgtgix

o ' §ﬁh;iia‘mdxima

Bineria brunstts

ﬁﬁgggg_;; (contimiacién)

Dosis
gggm2 " ¢ifn promedio*

250
125
60
5
30
15
250
125
60
250
125
60
5
a0
15
250
125
€0
5

15

Grado de infec-

Propor-
oldn*

0.0
0.2
0.0
0.4
1.2
2.0
0.0
0.2
0.2
0.0
0.0
0.4
0.6
0.8
1.8
0ed
0.4
0.8
1.2
1.6

1.6

0.0
0.1
0.0
0.2
0.6
1.0
0.0
013
0.13
0.0
0.0
0.25
0.33
0.44
0.66
0.22
0,22
0.44
0.66
0,88

0,88
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‘BUADRO 11X (continuacién)

Sapgcie ht_le“InfocfiGn m _ g:ado 3: mtgif::. 333*”'

Infeccién Mezolads (Cocoivao

D, Sterwine Laboratories,

Opelika, Alabama) 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 0038, 0.21 .
40 1.2, 1.0 0.46, 0.35
30 2.6, 2.0 0.85, 0.71

*Loa ocriterios usados para medir la actividad puticoceiddal,,
consiste de resultados de lesiones de O; a 4 para Y. Tepella

" (J«Bs Lynoh, Diaric Americano de Investigacién Veterinaria,

221324=326, 1961) y de O & 3 pare otras especies (J. Johnson y
W.H. Reid, Parasitologfa Bxperimental, 28:30-36, 1970). Se
establecs ura proporeién constante aividiendo el resultado
do las lesiones de cada grupo tratado entre el resultado de

dam lesiones del control infeatado.

segundo nimero oon lesionss cecales,

© w«*El primer nimsro se reisciona con lesionss inteptineles y el

Pueden obtenerse resultados semejantes gon el fcido
1idre, la sal de godio, la sal de potasio o un medio de fer-

mentacién seco 4\1« contiene el Compussto 38295 en la relacién

al nivel de potencia de antibidtico deseado.
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lLas pmph&des activadoras de orecind.ento del

' ccrnpueato 38295, se uuetran nediante 1as siguientes pruebas

ooR ganado vaouno. : :
Se asignan al azar en esiablos, becerros Angus hai.foro .

5 bocorroe por establo, y se administran oralmente con el
Compuesto 38295 mediante bolas gmndee, en el agua potable,
otc, Sin embargo el compuesto se administra ventajoss y 1d-
p:ldﬁmnte sobre una base de actividad, incorpordndoge en lae
composiciones de alimento de alto contemido de forraje a mive-
les de 11 a 33 partes pox? millén. EL compuesto 38295 puede
egtar en varias formas como el £cido libre, la sal e sodio,
la sal de potqaio, las sales mezoladas de sodio y potaplo o
un caldo de fermentacién seco producido mediante Sixeptomyces
hygroscopious CCTA 31050, N - |

' Las composiciones de alimento no medicadas y con
ol Compuesto 38295, ee administran a8 los animales de prusba
8d livitum. La composicién del alimento es uns recién final
para ganado vacuno de 12,5 por ciento de protefna y 7%:25
ooncentrado: forraje, que contiene mafz, harina de frijol de
m, harina de alfalfa, fo_afato de caleio, melazs, Vitam@:;;ns
y minerales 4s trasza, T éom'mesto 38295, se incluye en una

premezela. junto con.mafz molido, minerales y viteminas.
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RACION BASIC:

Tmeién final paras genado vacuno de 12,54 d= Protefna - 75:25

ConcentradosForraje)
Ingrediente . ' Dorcentaje
Mafz Amarillo iolido 55.6
. Harina de Frijol de Soya, 48% de protecfine 6.3
Harina de Alfzlfa, 17% de proteiﬁa ' 25.0
Kelaza Seca* | 10.¢
Aceite de Prijol de Soya 2,0
TFosfato de dicelcio (247 ae Ua, 18.5% de ) 0.40
Sal minergl de traza*® | " 0.50
- Premezole de vitamina-minersles*xx ' 0,20

¥jielaza de cafia de azﬁc@r sobre un portador de la fraccién

de mazorca de mafz: no menos 46 3 por ciento de protefns
cruda y no més de 15 por ciento de fivbra, no mcnos de 42 por
clento de aziicer inerte, méximo 6 por ciento de agua.

** Aporté los siguienies nivelea de minerales de traza en
partes por millén: menganeso 10; hierro 6.25; cobre 1.25:

yodo 0.025; cobelto 0.86; zinc 45.

wi# Aporté los siguientes niveles de vitamines vor 0.454 ki-
logremon de racidn: vitamina A 1497 I.U.; Vitarwina D 200 I.U.;
vitamina 5 25, I.U.



Ingredisnte | Gentidad (1,815 Kg.)
Complemento de Vitemine A (30,000
' UT porAgramo) 099 Kg.
Complemento de Vitemina Dy (200,000
UL por gremo) 2400 gm..
_Complemento de Vitemine (125,000 U1
por 0.454 kilogremos) ‘ 182 Kg..
Oxido de Zinc (79.4 ﬁor oiento de zinc 36.0  gm.
Carbonato Cobaltoso (45 de cobzlito) 1.70 gn.
Mafz molido finamente o pasedo = través
‘ de un molino de soy= ' ‘ 1.48 Xg.
Compuesto 38,295 | 40.0 gm,

Una centidad de 5.454 kilograwos d# la premeszcle,
- por tonelada de la racién completa proporcione un nivel fi-
nal del Compuesto 38,295 de 11 partes por millén.

k1 Cumdro II ilustrs los resultados de une orusba
@e 28 afas jue se obtiemen con tres establos duplicados de -
cinco becerras por establo de peso inicial aproximado de

181.600 kilogramos por becerro.
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Quapto 111

(sales mezcledes de sodio y de potasio del Compuesto 38,295)

Anp ADP¥ Alimesato/

Tratamiento : . enbo* x
(partes por milldn) kgs. Indica Kge, Indice Propor Indi
. ) : 1, & 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 1

17.0

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

* aumento diario promedioc

x% glimentacidn diaris promedic

*#x% kilogramos 42 alimento pox kilosramo de aumento

Pueden obitznerse virtuslmente los mismos resultado
con el 4cido libre, le =al de sodio, l= sal ds potasio o &l
caldo de fermentacidn seco cuz contiene ¢l compuesto 38,295.

Pueden obtensree resultados comparables con otros
rumiantes tales como la oveja o los znimales monogédstricos
tales como caballos, cerdos y conejose.

E1 Compuesto 38,295 activo pueds sdministrarse en
6l alimento de los animales pera €l ague potable o en una
premezcla se userd para incorporarse en el alimento o agua
potable del animal. Un concentrado de premezela de antibid-—
tico 1fquido apropiade para afiadirse =l sgue poteble yara
aumentar la eficacis del alimento en los snimcles se puede
prepérar a 1lzs concentracionrs deseadas disolviendo el com-

puesto 38,295 cn un solvente apropiado tal como etancl o

e
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‘propilenglicol.

_ Un concentrado de p.emezcle entibibtico liquide
epropiado para afiedirse al egua potable de los animales se
puede preparer e las concentracionss deszadas disolviendo

el antibidtico que contiene el Compuestb 38,295 en un solven-

te apropiado tal como etznol o propilenglicol.

BIEMPIO I

Se prepard un medio azcuoso estéril que tiens la
siguiente composicidn:
Gramos por 1itro

_@lucosa ' ' ' 10.0
Almiddn soluble _ 20,0

Extracto de levadura 5.0
katerinl de digestién enzimdtico de

caseina 5.0

Harina de carme ) : 5.0

CaCl 3 1.0
PH - 7.0

Las células de un tubo 1nclinaddlde Strentomyees
hyzrogseonicus CCTA 31050 se treslodan a wna serie de mat ra-

o e S v—— —a S ——— ————— - —
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ces de capacidad de 300 mililitros, c¢2da.uno de €llos conbe-
niendo 50 mililitros de ezto medio estéril y ge agitan en un

agitador giratorioc durante de 3 a 4 diss z temperatura de

28 a 30°C. Ias alicuétas de cinco mililitros de ests indeulo.:

de crecimiento se f;asladan asepticamante & metraces de ocapa-
cidad de 300 mililitros que comtienen 100 mililitros del medio
ostéril tal y como se ha descrito en lo que antecede’. Des-

. puds de agitarse durante 3 o 4 dfas o temperatura de 280 a
30C., el indculo desarrollade se treslade & los aparatps

de fermentacién de capacidad de cuetro litros quz contienen

“dos litreos del siguiente medio estéril:

T ko +
Glucosa ' ' o
Almidén de mefz 10.0
Harina de Soya : 16.0
Meteriales solubles de gremo. 5.0
Hacl : 540
CaCo, ‘ 1.0

PH -~ 6.6
La fermentacién se lleva a cabo durante de 90 a 120 horas
a temperatura de 28° a 36°C. con agitacidn a 1700 revolu-~
ciones por minuto y_aereacidn a aproximedamente un volumen
de aire por volumen de ealﬂo por minuto, Los eparatos de.
fbrmentac16n grandes que contienen de 302.800 & 37,850 litros
ae1 medio se pueden inocular hasts aproximedamente 2 por

ciento de egte medio de crecimientq. La fermentacidn se lleva
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a cabo hasta que se obtiene una potencia de antibidtico de
por 1o menoé 50 miligramos por litro (de 90 a 120 horas).
Cien litres del céldo de fermentacién no filtredo
enterc, se extraen dos veces con una gquinta parte del volu~
men de cetona de metilisobutilo. Il extracto del solvente
seperado se concentra al vaecip hasta formar un residuo acei-
toso (769 gramos) que se dispersa en gel de sflice mediante
su edicidén en solucidén en 2 litros de cloroformo a 1 kiio-
gramo de gel de siliceVPF254, seguido por la remocién del
solvente al vacfo. El residuo resultante se forma en una
suspensidn espesa en 2 litros de cloroformoshexano (i:l) Yy
se afiade & un lecho de 300 gramos de gel de silice 60 sobre
el éual se coloca una capa de 330 grasos de gel de oflice
PFy54. 21 gel de sflice luego se lavas sucesivamente con
7.570 litros de hexano, 7.570 litros de cloroformo:hexanco
(1:1) y 7.57C litros de cloroformo. £l antibidtico so eluye
con 3.785 litros de acetato de etilo. E1 acetato de etilo
se remueve sl vacfo y el reciduo (38 gramos) se disuelve en
400 mililitros de acetona. ILa soluecidn 22 acetona se ngitae
a temperatura ambignte durante eproximadamente 45 minutos
con gproximadamente 40 granos de carbén vegatzl activado
.~ (Darco G 50).‘ La filtraciéun =5 scguida mediamte concentra~
cién hasta aproximzdamente 200 mililitros y la dilucién con
100 mililitros de agua. .El Compucsto 38295 se scpara como

una sal mezclada de sodio/potasio al zjustarsc o1 pH 2 wn va-
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. lor de 8,5 con NaOH de concentracién 1.0§. El metsrial

_cristalino (13.8 gramos) se dlsualve en acetato de etilo

¥y se eromatografia en une columna de gel de ellice rF254
preperado en hexano. la colutma se¢ desarrolla bajo presién
de 5.625 kilograuos por centimetro cusdrado con hexano que
contiene centidedes aumentadas de acetato de etilo. ELl
avance de 15 separacién es seguido por cromatbgrafia de czpa
delgada. Las fracciones epropiadas se combinan, se evapo-
ran ai vacio y el compuésto puro se cristaliza de acetonz

y agua. |
' Le sal mesclada de sodio/potecio pura cristalina

. del Compuests 38295 tieme una temperatura ée fupidn de -
25
200°C. y wna rotacidén dptica de [?1fg711 = 4369 g concentre-~

cibén de 1 por ciento en metanol. Después de secarse al va-
cfo durente la noche a temperatura a 70°C. sobrz pentéxide
de fésforo, el endlisis promedio para el carbono os d2 60,58
por ciento y pars el hidrégeno es el 8,56 por ciento.

El compuesto soluble ¢n metznol, atanol, acetona,
cloroformo, clorurc de me*hileﬁo, éter de dietilo, acetato de
etilo, y cetona de metilisobutilo; es parciaslmente soluble
en hexano ¥ es insoluble .en agua. '

Ta sal mezclada e sodio/potasio del Compuesto
38295 no posee patrdn caracteristico de absorcién de luz
ultraviolete. | |

El espectro infrarrojo de la sul mezclade de sodio/
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potasio, ?iguravl,‘ee anexa. Ui grdnulo de KBr musstra ab-
sorcifn cerscterfstica en 1a regién infrarrojn de las i~
gnighfesilongitudes de onde en micrones: 2.92, 3.40, 5.27;
6.85, 7.22, B.40, 9.00, 9.15; 9.25, 9.48, 9,98, 10.45, 10.68
¥y 11.45.

BIEMPLO 1T

Fuede repetirse el método del Ljemplo I empleesndo
caldo de fermentacidén clarificedo om ves del caldo de fer-

mentacién no filtrado sntero.
EJE

£1 micelio ssparalo del caldo de ferméntecién ole-
rificado del Ejemplo II se formz en una suspensién espesa
varias veces con metanol, 21 extracto de metenol se concen-

tra al vacfo y ¢l residuo s2 trata mediante el método del

Ejemplo 1.
EJEk IV

El procedimiento ¢e fermentucién del método del
Ejewplo I se rspite empleando un medio de fermentacidn de

la giguiente compo sic:’gfn:




¥
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amos ror lit

(o]

Glucosa 20,0
Almidén de mafz 1040
ngina de soya 10.0
Hatarisles solubles de greno 5.0
F92(804)3 0.2
Nnclz 0.2
Ca003 ' 1.0
HeCl : - 5.0
Oleeto de metilo 2.9
Aceite de frijol de soya 2.0
"pH 6.6 a 6.7

Al final del ciclo de fermentacidn, el caldo de fermentacidn
entero no Tiltrado gue se hace completamente mediante secado

por rociadura.

La sal mezelada de sodio,/potasio de=l Compuesto

:38295 se disuslve en acetato ds etilo v ¢l pH s9 ejustz 2

un valor de 4.5 con dcido fosféride diiuido. La ecapa sol~

vente se sec& sobre sulfato de sodio anhidro, ze evapora

‘21 vacfo y el residuo se cristalizs de cloroformo y hexano

para rendir el Acido eristalino que tiens una temperatura

de fusidén de 135° a 138°C. y una rotacidn &ptica de -

-~

4 ———
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ZSi:d7D = +33° a concentracidn de 1 por ciento en metanol.
Después de secarss durante la noéhe al vécio a temperatura
de 70°C. sobre pentéxido de fésforo, la composicidn promedio
~ en peso es de 61.65 por ciento de carﬁono, 8,94 por ciento
| de hidrégeno y 29.41 por ciento de ox{geno (meiiante dife-

reﬁcia). El 4dcido libre del sompu:sto 38295 no poses patrén
. caracteristico de absoreidén de luz ultravioleta.

%1 espectro infrarrojo 4el decido libre del Cortqme_‘s..
to. 38295, Figura 2, se anexa. Un grano de KBr musstre absor.
cién caracterfstica en la regi6n infrarroja a las siguisates
1oh51tuﬁe§ide onda en micromes: 2.92, 3.43, 5.74, 6.85, 7.25,
753, 8.28, 8.60, 8,80, 9.00, 9.15, 9.80, 1.1, 10.453, 10.68,

20492 y 11.13. ‘
El andlisic de cristal rayos x de la sel de plate

del compuesfo 38295 establecié Lle férmula sstructural de 1z
siguiente repr2sentacidu:

‘
e e R 7 S
e
v — —b— —

——— 1

ety w———

- e memm o —— i

U p——
— P =
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o
ol OCH
0 ‘ 3
Vi o
HyC /0 H
§3‘}%, ‘g\
Hozcgni. No "j‘os
CH3 \ 0~ '\0
/ “CHy .

. Ie sal de sodio del Compuesto 38295 sz obtiena
medisnte la adicidn de HeOH de concentrecidn 1.GH hasta wm -,
pH de 8.5 & une colucidn de acstato de 2tilo &el dcido libre
del fijemplo V. Il materiel cristalizado de zcotonz ¥y agua
tiene una temperasture de fusidn do 107° & 19807, y una rote~
cién dptica de A;i£g7 %; = +38° a una concentrascidn de 1.03
por ciento en metanol. Despuls de sscarse al vacfo durante
la noche a temperatura de 70°C. sobre pentéxido ée fésforo, |

"12 sel de sodic tiene un =nélisis de 60,28 por ciento de
carbono y 8.76 por ciento e hidr6geno;
El ﬁﬂpﬁctfo infrarrojo d¢ la sal de¢ sodio del Com-

puesto 38295, Flgura 3, se anexa. Un grfnulo de KBr muestra
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‘absorcién caracterfstice en la yegién infrarroje a las

siguisntes longitudes de onda en micrones: 2.94, 3.40,
6.25, 6085’ 7020’ 7045’ 8038, 9000’ 9‘27’ 9048, 10000,
10.45, 10.65, 1€.90, 11,13 ¥y 11.47. '

EJE. FIO VIT

La sal de potasio del Compuesto 38295 se prepara
mediante ¢l método del Ejemplo VI empleando hidréxido de
potasio en vez de hidréxido de souig. X1 material cristali-
zado de acetona y agua tiene unz temperatura de fusidn de
196 2 198°C. y una rotacién Sptice de [alfe/ %? = +33°

a unz concentrecidn de 1.02 pdr ciento on metarol. Después

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

sobre pentéxido de f6sforo, el compussto tiene un gnflicis

de 60.58 poi ciento de¢ carbono y 2.70 por ciento de hidrdgano.
Bl egpectro infrarrojo dé la sal de potaSié d2l

Compuesto 38295, Figuré 4, oo ancxa. Un grinulo 42 ﬂBr mes-

tra absorcidn caracteristica en 1z r2zién infrarroja o lsos

siguientes longitudes de onda en micromes: 2,94, 1.42, 6.21,
6.84, 7,20, 8.75, 9.00, 9.14, 9.3, 9.45, 10.45, 10.92, 11.15

y 11.47. - - ®

La sél d; plata del Compuesio 382945 ge prepary
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medisnte la adicidn de nitrate de plata acuoso 8 wna solu-
¢lén etandlica de la sal mezclada de sodio/potasio del
Ejemplo I. El sflida que se separa se cristelize de metanol.
Tiene una temperatura de fusidn de 198° a 200°C. y vne. rota~
cidén dptica de @fﬂ?5 =4+27° a una concentracidén de 0.982

- por cisento en mata.nol.D La composicién promedio de una mues-
tra que se seca durante la noche al vacio 2 temperatura de
70°C. sobre pent&ido de fésforo es de 55.95 por ciento de
oarbono y 7.89 por clento de hiarégenc. Tl peso molecular
de la sal de plata cristalina del Compucsto 38,295 que se
determina de 1oz datos de Rayos X 4es de 1060 &£ 4 unidades

de mase atémicas. )
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«~ REIVINDICACIONES =

1. Un procedimicato para producir el compuesto
18,295 antibidtico que tiene la férmu:la

on 3‘ 233
“j?“s \R
0 ’f/o () N 0 $OH
$ Hs A o 3
3300 533 oH

caracterisado por propager ol mieroorganisme W
bygragoopioug 00A? 31050 e terperaturs do 289 g 3690. on

un nedio do cultivo acuoso que conf:l.om una fuento asimile~
ble de carbono, nitrégono ¥y onlos inorgénicas bajo condioiow
nes aorébicns swmergidas hasta quo ge obtonga un uivel de
Por lo menos 50 l'ﬂ’ili&rm! por litro del antibvidtioco.
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g5

16=3=76
VGD.

28, Un proceulmlento de cornformidad con la red-

"v1nd1ca016n 12, caracterizado por el hecho de que el com-

puesto 38,295 antibiético'se separa del caldo de fermen~

‘ taclén e**rajendo ol caldo sin aanste de pH ‘con un s0l-

vente orﬂénico mmisca.bib en a:,ua, v alslen@o el antibid-

ico meﬁl nte crevatografia de columna de ~el de silice

‘ael e“trectu del kolvente concentrado.

3-.- Un proced_mle 5o de COﬁformldad con la rei-

. vzag100016n 18, oz raeterizado‘por ellhecho ‘de que el cal-
do &e fermenﬁacidn que cbntienefel'antiﬁidticd sin ajuste

‘;.de pH se seca’ ccmple*amente. .

49.- Un proeedlm;ento para uroduoir el coumpuesto

| 3829) an' 1b16tico.

Pal y como ae ha descrtto en la Hemoria que ante—

-oede, represantado en los dibujos que se acampadan y ocon

. 1os fines que se han QSDBOiflOadOo

Bsbe Memoria consta de treinta ¥y una hojas escri-

tas o méquina por une sola cara.

waarig, =0 MR 9676
| Aibef"ﬂ VG mamew 4

N P ._}L. 8




PFIZER INC. 1/1Iv

111
11l
1
i

%
%
A:
LY
)
N
[
(7Y

20 N 2 B M

Alberto de ki,

wi ey

Por




Feod6l
)
PFIZER INC. 11/1V.

i1

<y

Al

berio de crewnu,y



[1%

}??wwféif

oy

PFIZER IRC. 111/1V
Fer 3.
l.L :
| M1
L
it
i
i 1]
. 11811
3 & 7 3 9

Aiberio ge Glcugyor




‘{"-‘/{u; c i

PPIZIE INC. IV/17 -

774,

-~ -~

2 3 @4 5 e 7 8 9 v rm B W

Alberio de

Par




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



