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La presente invencidn se relaciona con un procedi-
niento para preparar un nuevo antibidtico designado BL580 ZE~
TA, mediante fermentecidn; tambidn se relaciona con mdtodos
para la recuperacidn y concentracidn de dicho antibidtico a
partir de soluciones puras, y con procedimientos para su puri-
ficacidén., Ia presente invencidn incluye dentro de su alcance
el antibidtico BL580 ZETA en forms diluida, como wun concentra-
do en bruto, y en su forma cristalina pura. Los efectos de
este nuevo antibidtico como un agente anticoccidial junto con
sus propiedades quimicas y fisicas lo diferencian de antibid-
ticos anteriormente descritos.

El nuevo antibidtico de la presente invencidn es un
deido orgdnico que por lo tanto es capaz de formar sales con
iones de metales slcalinos. Asi, sales formadas por mezcla de;
dcido libre antibidtico con cantidades estequiométricas de io-
nes de metalés alcalinos, convenientemente en un solvente neus-
tro, son formadas con lones tales como idn sodio, idn potasio,
idn emonio, y cationes relacionados. Ias sales de iones de ngl
tales alcalinos de BLS580 ZETA son, en general, sdlidos crista-
linos, relativamente insolubles en agus pero solubles en la mg
yorfa de los solventes orgdnicos comunes tales como metanol,
acetato de etilo, acetona, cloroformo, heptano, dter, y bence-

no.

El nuevo antibidtico, que ha sido designado BLS80 ZE

[
TA, se forma durante el cultivo bajo condiciones controladas

de una nueva cepa mutante de Streptomyces hyfroscopicus que se
deriva del tratamiento de un aislado de colonia iUnieca de selec

¢idn natursl perteneciente a 8. hysroscopicus NRRL 5647 con
Nemetil~N'-nitro-N"-nitrosoguanidina: Un cultivo viable de e

3
ta nueva cepa mubtante ha sido depositado en el laboratorio daw
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Coleccidn de Cultivo, Centro de Investigacidn Regional del Noxr
te, Departamento de Agriculturs de los Estados Unidos, Peoria,
I1linois y ha sido agregado a su coleccidn permanente bajo su
wmero de acceso NRRL 11108.

Las caracteristicas culturales, fisioldgicas y morfo-
1dgicas de NRRL 11108 son sustancialmente iguales a aquellas
de NRRL 5647 (como fud determinado por Dr. H. D. Tresner, Di-

visidn de Laboratorios Lederle, American Cyasnamid Company, !
Pearl River, New York) excepto que NRRL 11108 produce poca o ;
ninguna esporulacidn en la mayorfa de los medios. Una descrip
eidn general de NRRL 5647 estd publicada en la patente estado-
unidense No 3.812,249.

Se comprenderd que para la produccidn de BL580 ZETA,

!

ganismo ¢ microorganismos que responden totalmente a las carac-
terfsticas de crecimiento y microsedpicas de NRRL 11108. En
realidad, se desea y se qulere incluir el uso ds mutantes pro-g

ducidas a partir de NRRL 11108 por diversos medios, tales com.oi
radiacidn X, radiacidn ultravioleta, mostaza de nitrdgeno, fa-
g6 exposicidn y similares.

El antibidtico BL580 ZETA es un agente anticoccldial!

activo segin queda evidenciado por los siguientes enssyos in

vivo en donde se utilizd la siguiente dleta para ave:
Premezcla de Vitamina Aminodcido seeivecesccseees 0,5 %
Vostlgios MInerales seceeeeescecsovossscnsvovenees 0,1 %
Cloruro 0 S03L0 eeeveviecreansosssnsacosessosnaes 0,3 %

Fosfato DIcdleico seuvereinrivsreronsasensaceneass 152 %
Plodre Caliza MOL18 +vevvevrveiernrerecerenneeess 0,5% |
Grasa estabilizads ceeeecsviescerssscsccsascasanes 4,0 % i
Alfalfa Deshidratada (17 ¢ proteing) ceveeeeeceees 2,0 4 i
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Harina de Gluten de Mafz (41 % proteina) «ee.... 5,0 %
Harina de Pescado de Sdbale (60 % proteina) .... 5,0 %
Harina de Aceite de Soya (44 % proteina) .......30,0 %
NMeiz Amarillo Molido, £ino.... hasta eseveesees 100 &
Ia premezcla de vitamina-aminodecido en la dieta para gve prece~
dente se prepard a partir de la sigulente formulacidn. Ia exprj
glones de cantidad se relacionan g unidades por kilogramo de 1
dieta para ave. _
Hidroxi Tolueno Butilado seecieseecescresnss 125 mg
dl-Metionlng eeveeeecncncoceriacacresorass 500 mng
Vitaming A eceeeeveroscerscncesssanaassnnses 30300 U.I.
Vitaming D3 civevseeciarsscscentcesraanaes 1,100 T.0.I.

Riboflavina S H 0 0 0 6% 8 60 8P 2O OE IR YOS 4,4 mg
vitwina E U " 00 s e ..-.’.'.I.‘..'....‘ ’ 2’2 U.I.
Niacina eseaseBrP I s ssennnae vesvesssanee e 27’5mg

Acido Pantotdnlco ceeeeeisereccnasecrocaans 8,8 mg
Clorurc de Colina eeeceverevancscncase veses 500 mg
Acido FS1lic0 veveceercancnvas ceesccsenernne 1,43 mg
Bisulfato Sédico de Menadiong ecececececcss 1,1 mg
Vitaming Byg eecevvecvcnicrcnicinnnacaiaees 11 meg
Mafz Amarillo Molido, fino...... hasta .... > 8
Un indculo mixto de 5000 oocistos esporulados de
Eimeris acervulina ¥y un mimero suficiente de oocistos de Eime~

ria tenella para producir 85 % a 100 % de mortandad en contro-

les no tratados se proporciond grupos de polluelos de siete ,
dfas de vida, por inoculacidn directa en los cultivos de todos !
' i

los polluelos. ILos polluelos fueron otorgados libre acceso =
la dieta para ave y agua durante el periodo de ensayo total.
Dos dlas despuds ds la inoculacidn, un slimento medicado, com-

puesto de la dieta para ave y diversos niveles de BL580 ZETA,
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fud presentado a log diversos grupos de polluelos en el ensa~- |
yo. Diez dfas despuds de la inoculscidn los ensayos se termi-
paron. Los polluslos se pesaron, se sometieron a autopsia y
g6 examinaron sus tractos intestinales con relacidn a lesiones;
Los resultados de este ensayo aparecen en lg Tabla I siguiente
Bstos resultados demuestran que se obtuvo un 80 % de sobrevi—
vientes de polluelos infectados cuzndo se administrd 60 ppm

de BL580 ZETA a polluelos infectados en su dieta. Estos resul

tados tambidn demuestran una supresidn significante de 1esione?

debido a Eimeria Tenella y Eimeria acervulins cuando se adminig

tra 30 ppm 6 60 ppm de BLS580 ZETA a polluslos infectados en su

dieta.
T ABLA I
Concentrg | NUmero |Porcente-~ |Porcentajes de Aves con Le-~
cidn de de Aves | je Sobre~ | siones Reducidas
BL?SO ZETPA | Comen~ | viviente Eimeris + Eimeri
en Dieta zadas riaz tene-~ eria geer-
PPm Iig viling I
!
0 40 15 4] 0
€0 10 80 80 90
3 10 50 10 © 80 I

El cultivo del microorganismo Streptomyces hygrosco=
picus NRRL 11108 puede llevarse a cabo en une amplia variedad
de medios de cultivo lfquidos. ILos medios que son Utiles para
la produccidn de antibidtico BL 580 ZETA incluyen una fuente
asimilable de carbdn tal como almiddn, azucar, melaza, glice- ;

rol, etc.; una fuente agsimilgble de nitrdgenc ial como protei-i

na, hidrolizado de proteina, polipdptidos, amino deidos, licor!
|

de malz macerado, etc.; y aniones y cationes inorgdnicos tales |

como potaslo, sodlo, calelo, swlfato, fosfato, cloruro, ete. i
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Elementos vestigiales tales como boro, molibdeno, cobre, etc.,
son suministrados como impurezas de otros constituyentes en
los medios. Se provee aseracidn en tanques y botellas forzando
aire estéril a travéds o dentro de la superficie del medio fer-
mentador. Se provee una agitacidn adicional en tanques median
te un impulsor mecdnico. Puede sgregerse segUn sea necesario
un agente antlespumante tal como 1 %.de octadecanol en scelte

de manteca.

Se prepara un indeulo Streptomyces gygrosebpiOQQ

NRRL 11108 en frasco agitador inoculando porciones de 100 ml
de medio liquido estdril en frascos de 500 ml con raspados o
lavados de esporas desde una platina de agar del cultivo. Ge-
neralmente se utiliza el siguiente medio:

Harina de S0¥a ceeccesrcanccccscrcsscsscnnss 1,0 %

GIUCOSE sveastecessvessansscanssescanncscnse 2,0 %

Licor de mafz macerado seeereiscsscccscasses 0,5 %

CMD3..n.”.“.u.“.u.”.;.“.“.u.“.0,3%

AZUB cevesesesorcssessssssses Cu3.ad 100 ¢

Los frascos se incuban a una temperatura de 25°C a

29°C, preferiblemente 28°¢ ¥y 89 agltan vigorosamente en um
agitador rotatorio durante 48 a 96 horas. Dos porciones de
100 ml de este indeculo se utilizan para inocular 12 litros del
mismo medio estéril en una botella de 20 litros. Este indeulo
se incuba con agltacidn y aeracidn de aire estdril durante 36
a 64 horas a 25°0-29°C, preferiblemente 28°C. Este indoulo se

utiliza para inocular 300 litros del mismo medio estéril en un;
tanque fermentador. ZEste indculo se incuba con agitacidn y !
aereacidn de aire estdril durante 36 a 64 horas a 25°C-29°C,

preforiblemente 28°C. Este indculo se utiliza pars inocular

un tanque de fermentacidn de 4000 litros que contienen 3000 l%
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| se agita durante 2-3 horas. Se agrega una poreidn aproximada

tros de un medio estdril tal como el siguiente:
Ticor de mafz macerado eeeeessssscenes 0,5 %
Harinag de 80¥a8 cvevsvvosesccrscacanses 1,0 %
Almiddn de mafZ covevervveosvesvancnes 4,0 %
Cal03 tueovacriencacosnnnsosoassesasss 0,1 %
ABUA ceceescnses CoBeBA searcvrsonesss 100 %

Este medio se formenta durante 100 a 200 horas a una

temperatura de 27°C a 32°C con agitacidn mediante un impulsor
t

¥y seracidn a un rdégimen de 0,4-0,8 litros de aire por cada li-i
tro del medio por minuto, Normalmente se agrega un desespumagg
te tal ecomo Hodag(:) FD82 12 una relacidn de aproximadamente E
3,5 1itros/1000 litros del medio. f

Lusgo de completarse la fermentacidn, la masa fermen%
tada que contiene el antibidtico BL580 ZETA se combina con !
aproximedamente la mitad de su volumen de acetato de etilo ¥y |
de 8 % de tierra de diatomeas y la mezcla se filtra a travds
de una placa y una prensa de f£iltro reticulado. Ia torta se

lava en la prensa con acetato de etilo. ILos extractos de ace-

tato de etilo se rscogen y se concentran en un alambique hasta |

un jarabe. El jarabe se aglta con dos veces su volumen de n~ ;
|
~heptano y se almacenan a 4°C. durante la noche. El sobrena-!

dante se recupera por decantacidn y se concentra hasta un con-

centrado gomoso que se trata con 10 litros de metanol y se en-i
fria con la ayuda de hielo seco durante varias horas. Ia nez-
cla se filtra a travds de vidrio sinterizado con pperecubrimieé
t0 do tierra de diatomeas y se lava con metanol frfo. Ia solu-
¢idén de metanol se concentra hasta un residuo siruposo en vacio;

Se prepara una columna cronmatogrdfica con carbdn acti{

t

vado a una relacidn de aproximadaments un litro de carbdn por .
i
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%0 gramos de carga. EL residuo secado se disuelve eh cloruro
de metileno a una relacidn ds 40 gramos/litro y se carga en la
columna. El sluado de cloruro de metileno se recoge como un
corte y se concentra hasta un jarsbe. El residuo se mezcla
con metanol y se almacena en un ambilente frio con hislo seco
para reducir la temperatura a menos 109C durante 15 minutos.
Iuego de 15 minutos el acelte solidificasdo se separs por fil-
tracidn y el material soluble en metanol se concentra en vacio
proporcionando un_aeeite. Este aceite se disuelve en una can-
tidad minima de cloruro de metileno, se combing con gel de si-
lice, se concentrs hasta que no estd presente mds solvente, ¥y
ge carga en una columna de gel ds sflice seca. La columna se
desarrolla con 1:1 acetato de etilo:benceno. Ia columna se de-
ja luego drenar. Ia seccidn de la columna que comprende Rf 0,10
g 0,45 se corta de la columna y se suspende en acetato de eti-
lo:cloruro de metileno:metanol (2:2:1 en volumen), Esta mez~
¢la se f£iltra, se lava con una mezcla solvente adicional y se
concentra en vaclo hasta sequedad.

Se prepara un sistema ds dos fases mezclando n-hepta~
no:metanol-acetato de etilo:agua (3000:1500:20:40 en volumen).
Se mezcla Celatom®(nagle-Plcher Industries, Cincinnati, 01110),
uns marca de tierra de diatomeas, con la fase inferior de este
sistema a una relacidn de aproximadamente 2000 gramos/1650ml

de fase inferior y se rellena en incrementos en una columns

(7,5 cm de didmetro interno). ILa carga se aplica como una mez-
cla de tierrs de diatomea, fase inferior, y producto 1iofiliza%
do. Ia columna cargada se desarrolla con la fase superior y sé
recogen fracciones.: La actividad se detecta mediante cromato-
grafia de capa delgada en fracciones seleccionadas utilizando

una placa de gel, cloroformo:acetato de etilo (1:1) como reve-
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lador, y se carboniza con H2$04 para detaceidn. Ias fracecio-
nes 123-186 (final) se combinan y se concentran proporcionando
el antibidtico BLS580 ZETA.
La presente invencidn se describird con mayores deta-
lles en combinacidn con los siguilentes e jemplos especificos. -
EJEVMPIO 1
Preparacidn de Indeoulo

Se prepara un medio tfpico utilizado para desarrollar|
i

el indeulo primario de acuerdo con la siguiente férmula: |
Harina de SO0¥&8 sesveessnesssens 1,0 gm §
GlUCOBa seeesensnnronscrsansses 2,0 gm
Licor de mafz macerado ..se.... 0,5 gm
0af03 «oevverirenscansirnneeess 0,3 gm '
Agua hasta cevseierennanas 100 ml
las esporas lavadas raspadas de la platina de agar
de Streptomyces higroscopicus NRRL 11108 se utilizan para ino-
cular dos frascos de.500 ml conteniendo cada uno 100 ml del mg
dio precedente que ha sido esterilizado. Los frascos se colo-
can en un aglitador rotatorio‘y ge agltan vigorosamente duran-
te 72 horas a 28°C. E1 indeulo de frasco resultante se trans-
fiere a una botella de vidrio de 18,9 litros gue contiene 12

litros del mismo medio estdril. Este indculo secundario se

airea con alre estéril mientras se realiza el desarrollo duranT
te 48 horas a 28°C. Bl indoulo secundario resultants se transf
fiere a un tanque de 378 litros que contiene 300 litros del mié
mo medio estdril. Este indculo terciario se airea con aire es-
tdril a wn régimen de un litro de aire/lit;o del medio/minuto :
¥ s6 aglta mediante un impulsor que opera z 173 rpm. El des- ;
arrollo se continda durante 48 horas a 28°C. El pH en este mgi
mento es 6,9 a 7,0. i
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EJEMPIO 2
Formentacidn
Se prepara un medio de fermentacidn de acuerdo con
la siguiente £drmula:
Dicor de malz macerado ceeeevercvesenses 0,5 em
Haring do 80¥28 cececvecceccasavecscrsees 1,0 gm
Almiddn 86 MALZ eeeerivrrccncasvannveees 4,0 om
CMD3.“.n.“.”.“.“.u.“.”.”.n.0,1@n
Agug hasta seseeencorvessenssnnseansss 100 ml
Uns carga de 3000 litros de medio de fermentacidn de
la formulacidn precedente en un tangue de 4000 litros se este-|
riliza a 120° durante 60 minutos. Bl pH del medio luego de

esterilizacidn es 6,4 a 6,5. Este medio se inocula con 300 117

tros de indculo terciario preparado como se describe en el Ejeé

plo 1. Ia fermentacidn sé lleva a cabo a 280-2900 utilizando

11,0 litros de Hodag(§>FD82 como un agente desespumante. Se

suministra aeracidn a un régimen de 0,6 litro de aire estdril

por litro de masa por minuto. ILa masa se agita mediante un

impulsor accionado a 1% rpm. Al término de 138 horas de tiem-
po de fermentacidn la masa se cosecha.
BIEVPIO 3 '

Aislacidn y Purificacidn

Una porcidn de 2600 litros de masa fermentada prepara—

da como se describid en el Ejemplo 2, que tiene un pH de 7,3,

se combina con 1300 litros de acetato de etilo ¥y se agita du-

rante 1/2 hora. Se agrega una porcidn de 8 % (en peso) de tie-

{
rra de dilatomeas. ILa mezcla se filtra en varias porcilones, con
agitacidn, a travds de un par de prensas reticuladas. Los fil-
trados de acetato de etilo acuosos se recogen proporcionando

3300 litros que se dejan separar, proporcionando 1100 litros
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de extrascto de acetato de etilo. ILuego de que cada poreidn de
mesa-~acetato de etilo-tierra de diatomeas se filtres a travds
de una prensa, la almohadilla se lava en la prensa con acetato
de etilo. Los lavados de acetato de etilo se combinan y se se
paran proporcionando 600 litros de lavados de acetato de eti-
lo. ILos 1100 litros de extractos de acetato de etilo y 600 13

tros de lavados de acetato de etllo se combinan y se concen—

tran en un alambique de 1514 litros hasta aproximadamente 100 |
litroe.. Estos 100 litros se concentran adicionalmente en un

alambique'de 189 litros hasta 20 litros. Estos 20 litros se

concentran adicilonalmente en un alambique de vidrio hasta un
jarabe. El jarabe se almacena a 400 durante 48 horas y luego E
se agita con dos veces su volumen de n-heptano. Ia mezcla se f
de ja reposar a 4°0 durante la noche., El sobrenadante se reeu—%
pera por decantacidn y se concentra hasta un residuo gomoso. |
Una porcidn de 10 litros de metanol se agrega al residuo gomo=
50 ¥y la mezcla se enfria con la ayuda de hielo seco durante va-
rias horas. ILa mezcla se filtra a travéds de vidrio sinteriza~!
do que contiene un prerecubrimiento de tierra de diatomeas ¥y

se lava con metanol frio. E1l friltrado y los lavados combina-!

dos se concentran hasta un jarabe en vacfo proporcionando 1124

gramos de residuo. Este residuo se disuelve en cloruro de me-i
|

tileno & un rdgimen de 33 gramos/litro. Se prepara una colum-—.
na cromatogrdfica rellenando con 27 litros de carbdn granular

de malla 20x40. E1l residuo en cloruro de metileno se hace pa-

gsar g travds de esta columna a un régimen de flujo de 400 ml.

por minuto. El eluado de cloruro de metileno se rscoge como ;
un corte y se concentra hasta un jarabe. El residuc se mezcla%

i
g fondo con metanol. Ia mezela se reduce a mencs 10°C en un i

ambiente frio con la ayuda de hielo seco y se mantiene & -10°¢C ;
!
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durante 15 minutos.

Cualquier acelte solidificado es eliminado mediants
filtracidn y el filtrado de metanol se concentra hasta un ja~
rabe en vacfo proporcionando 363,8 gramos de un aceite.

Se prepara uns columna cromatogrdfica de relleno seco
rellenando 4 kg de gel de sflice en uwna columna pldstica de
30,5 cm de circunferencia. Una porcidn de 200 gramos del acei-~
te precedente se disuelve en una minims cantidad de cloruro de
metileno. Se agrega ¥y se mezcla a fondo una porcidn‘de 300 grag
mos de gel de sflice y la mezcla luego se concentra en vacio |
hasta sequedad. Ia mezcla secada se carga en la columna y un
poco de arena de mar se coloca en la parte superior de la co=-
lumna para evitar disturbio del lecho durante la elucidn. Ia
columna pldstica se coloca en un armazdn de vidrio para otorgay
le soporte. La columna se eluye con 9,4 litros de 1:1 acetato
de etilosbenceno. Se recogen cortes y la columna se deja se-
car. Se separa la seocldn de la columna de Rf 0,10 a Rf 0,45
¥ se sugpends en acetato de etilo:cloruro de metileno:metanol |
(2:2:1). La mezcla se filtra ¥ se lava con la misma mezcla
solvente y se concentra hasta sequedad en vacio, proporcionando
22 gramos de residuo.

Se prepara un sistema de dos fases mezclando n-heptano
smetanol:acetato de etilo:agua 1"3009:1500:20:40 (en volumen)/.

Una porcidn de 2000 gramos de tiexrra de diatomeas lavada con

deido se mezcla con 1690 ml de la fase inferior de este sistems

golvente se rellena en incrementos en una columna de vidrio |
[l

(7,5 cm de didmetro interno). Se disuelven 22 gramos del resi%
duo en la fase inferior, se filtra y el filtrado se mezcla coni

tierra de diatomeas y se carga en la columna. Ia columnsa car~|

gada se desarrolla con la fase superior del sistema solvente yi

2 -
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se recogen cortes por medio de un recolector de fracclones.

El compuesto dessado se localliza analizando muestras de frac-
ciones con cromatografia de capa delgada. Ias fracciones 123-
186 (final) se combinan, se concentra hasta un residuo en va-
efo, se disuelve en aleohol t-butilico y se liofiliza propor-
cionando 4,2 g del producto BL580 ZETA.

EJEMPIO 4
Preparacidn de la sal sddica de BL580 ZETA

Una poreidn de 900 mg de BL580 ZETA se disuelve en
una mezcla de 30 ml de dter dietflico y 70 ml de dter de pe-

trdleo de baja evolucidn. Esta solucidn se agita junto con

un volumen igual de agua. La mezcla se regula a pH 2,0 con
HC1l 1N mientras se agita. La fase acuosa se descarta. Se agre:
ga agua frasca. FEl sistema de dos fases se agita y el pH se
regula & 10,0 utilizando NaOH 0,1N. Ila emulsidn resultante

se centrifuga. ILa fase superior se concentra en vacio propor-

cionando un residuo blanco. Este residuo se disuelve en 15 ml;

|
de €ter dietilico y 30 ml de dter de petrdleo de baja evolu~

cidn. ILa solucidn se deja evaporar en un ambiente frio a 4°C
durante 18 horas reduciendo el volumen en aproximadamente 50%.
El material insoluble se recoge por filtracidn y se lava con
dter de petrdleo proporcionando un sdlido blanco. El filtrado
se evapora y se trata como antes proporcionando un segundo cul
tivo. BEste segundo filtrado se evapora y se trata como antesi
proporcionando un tercer cultivo. EL primer cultivo y el ter-
cero se combinan proporcionando 445 mg de la sal sddica de ’
BL5G0 ZETA.

Bsta sal sddica de BL580 ZETA tiene un punto de fu-

0,94 en metanol); y un andlisis elemental (por ciento): C
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60,97; H : 8,69; Na ¢ 2,70. La sal sddica de BL580 ZETA exhi-
be absorcidn caracterfstica en la regidn del infrarrojo del eg
pectro en las siguientes longitudes de onda: 2,93/u; 3,43 /i
6,12m; 7,275 8,63 m; 9,075 9,575 10,05 7 10,45, Un
espectro de absorcidn del infrarrojo normal de la sal sddieca
de BL580 ZETA se representa en la figura 1 de los dibujos que
se acompaiian. Un espectro de resonancia magnética nuclear de
13¢g normal de la sal sddica de BL580 ZETA se representa en la
figura 2 de los dibujos que se acompafian. Un espeotio de reso
nancia magndética protdnica normal de la sal sddica de BL580 ZE
TA se representa en ia figura 3 de los dibujos que se acompa=- i
fian.
EJEMPIO 5
Preparacidn del dcido libre de BL580 ZETA

Una porcidn de 125 mg de la sal sddica de BLS580 ZETA
se disuelve en 100 ml de dter dietflico. Se agrega una porcidn
de 100 ml de agua y el pH se régula a 2,0 con HClL 1N mientras
se agita. Ia capa de 4ter se separa y se lava con una poreidn
fresca de agua. El dter lavado se concentra en vacfo. El re-~
siduo se disuelve en f-butanol y se liofiliza proporcionando
106 mg del dcido libre de BLS580 ZETA.

Este dcido libre de BL580 ZETA tiene un punto de fu-
gidn de 105° - 107°C; una rotacidn especifica [TK7%P = 47 4 2°

(¢ = 0,9 en metanol); y un andlisis elemental (por ciento): C:
63,99; H: 9,43. EL deido libre de BL580 ZETA exhibe absorcidn i

i
caracterfstica en la regidn del infrarrojo del espectro a las |

siguientes longitudes de onda: 2,87/u; 3,40 i 3,80/u; 5,87/ué

8,625 9,02m; 9,455 9,575 10,04 y 10,43 . Un espactz-o?é

de absorcidn del infrarrojo normel del deido libre de BL580 ZEm

TA se representa en la figura IV de los dibujos que se acompa«l
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fian,
Descrita suficientemente la naturaleza del invento,

asi como la manera de realizarlo en la prdetica, debe hacerse

constar que las dispogiciones anteriormente indicadas, son sug

ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alteren
su principio fundamental.
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REIVINDICACIONES

18,- Procedimiento para preparar el deido libre del
antibidtico BL580 ZETA, cuyo compuesto: &) es efectivo como un
agente anticoccldial; y en su forma cristalina esencialmente
pura; b) tiene un punto de fusidn de 105°~107°C; o) tiene el
siguiente andlisis elemental (por clento): C: 63,99; H: 9,43;
d) tiene una rotacidn dptica [?K}?? = 47° 4 2° (¢ - 0,9 en me-

tanol); e) tiene un espectro de absorcidn caracteristica del

infrarrojo como se representa en la figura 4 de los dibujos) !

|
caracterizado porque comprende cultivar Streptomyces Hygroscopi-

cug NRRL 11108 4 mutantes del mismo, en un medio nutritivo acué

80 que contiene fuentes asimilables de carbohidrato, nitrdgeno*

i}
¥ sales lnorgdnicas, bajo condiciones aerdbicas sumergidas, hag

ta que sme imparte una actividad sustancial a dicho nmedio; y re
cuperar lusgo del mismo el antibidtico BL580 ZETA.

28,- Procedimiento para preparar el £eido libre del
antibidtico BL5S80 ZETA, tal y como queda sustancialmente des—
erito en la presente Memoria e ilustrado en los adjuntos dibu~
Jos.

Esta Memoris constz de 16 hojas, escritas a mdquina
por una sola cara.

¥adrida g Jug, 1978
AMERICAN CYANAMID COMPANY

p. p. Flamptlo: J. Sunrézaz
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