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Esta invencidén se relaciona con un procedimiento
de obtencidén de nuevos compuestos quimicos de utilidad en la

erianza de animales rumiantes domésticos, por ejemplo, ganado,

ovejas, cabras y ciervos, al objeto de reducir larproporci&n de

metano producido por la fermentacién ruminal y aumentar la pro-

porcidn de 4cido propiénico en el flufdo de la panza, mejorando

| con ello su proporcién de crecimiento o la eficacia dé su con-

versidén alimenticia, o bien ambos factores.

En los animales rumiantes, una proporcidén sigrifi-

cativa de la entrada de energfa en brﬁto, en forma de alimentos,

- Se pierde en forma de metano, el cual se forma durante la fer-

meptaci6n del alimento en la panza, perdiéndose también, como

| calor de fermentacidn, otra proporcién significativa de 13 en~

trade de energfa en bruto. Por ejemplo, en los corderos la pro-
duccidn de metano puede ascender a un 10 % aproximadamente &e

la entrada de energfa en bruto, ascendiendo el calor de fermen~
tacién a un 6 % mds. Los compuestos obtenidos por el procedimien
to de esta invencién tienen el efecto de aumentar la proporcién
de dcido propidnico en el flufdo de la panza y, en particular,

tienen el efecto de aumentar la proporcidn de deido propidnico

‘a espensar de metano y/o 4cido acético. Esto es conocido como

un efecto deseable en la nutricidén de rumiantes, debido a que

el dcido propidnico es un precursor mucho mds eficaz de glucosa,

a partir de la cual el animal deriva su energfa y crecimiento,

que el 4cido acético; mientras que parte de la entrada alimen=-
ticia en los animales, que se convierte a metano, se pierde
simplemente para el animal, siendo exeretado el metano por
eruptacién. De este modo, la modificacién del metabolismo de
la'panza'conseguida por los compuestos obtenidos segin esta

invencién constituye un efecto de gran utilidad, creyéndose que
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aumenta la velocidad de crecimiento y la eficacia de conversién

de alimentos de los animales rumiantes.

De este modo, y de acuerdo ccz la invencidn, se
proporciona un procedimiento para preparar un compuesto de fér-
mula:

en la que R1 v R son cada uno un Ztomo de hidrégeno o un radi-
cal acetilog

¥y los 4dtomos de carbono 3, 3' ¥y 9' se encuentran ftodos ellus

en la configuracién R, X es un radical etileno o trans-vinileno
e Y es un radical Y' de férmula:

g a2t

en la que X1 estd enlazado al grupo CH2 y el dtomo de carbono
del anille estd enlazado al dtomo de oxigeno, y en donde X1 es
wn radical etileno o trans-vinileno, y Z+ es un ién sedio, po~-

tasio, litio, cesio o amonio, o un idén de férmula R3R4R5R6N+

3, 34, Rs y R6 es hidrdégeno o alquilo

en donde cada radical R
con 1 a 6 4tomos de carbono;

0 los 4dtomos de carbono 3, 3' ¥y 9' se encuentran todos elles
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. en donde el grupo CH2 estd enlazado al grupo CH2 mostrado en la

- siciones.

en la configuracidén S, X es un radical etileno e ¥ es un radical

Y2 de férmula:

+
NH
l (3

-CHz-XZ-Cﬁz-CH-CH(CH3) .0.00.CE-CH(CH, ), é

; T2

. |
2 » +
-CH,=X"~CH,~CH -CH(CH3 ).0.C0. CH—CH(CH3 )2 oz

férmla I, y el grupo CH estd enlazado al 4tomo de oxfgeno. y
en donde X2 es un radical etileno o cis-~vinileno;

o los dtomos de carbono 3, 3' y 9' se encuentran todos ellos
en la configuracidén S, X es un radical etileno e Y es un vradi-~
cal Y3 de férmla:

2 ! +
-CHQ-X -C.HZ-CH-CH(CH3) +OH. VA

en donde X2 y z* se definen como anteriormente.

Como ya se ha indicado anteriormente, los compues—
tos obtenidos por el procedimiento de esta invencidn son de uti-
lidad para aplicarse, bien como tales o bien en forma de compo-
siciones, en la crianza de animales rumiantes domésticos, por

aplicacidén oral a los mismos de los citados compuestos o compo~ |

Compuestos particulares de férmula I que pueden
ser obtenidos por el procedimiento de esta invencidén son:

1. aplasmomicina (3R, 3'R, 9'R, R1=R2=H, X = trans-vinileno,

Y= Y1 en donde X esS trans-vinileno y Z es sodio). Este
compuesto es un metabolito aislado de la fermentacidn de
la cepa Streptomyces griseus 35-20, tal y como describe
Okami et al., The Journal of Antibiotics, 1976, volumen
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3

4,

XXIX, pdginas 1019 a 1025, y Kitahara, ibid, 1977, vo-
l¥men XXX, pdginas 714 a 719. Esta cepa estd deposita-
da en el Fermentation Research Institute, Chiba, Japdn,
con el nimero de referencia FERM-P No. 3448;
1I.122,378, un metabolito aislado de la fermentacidn
de S. griseus, cepa depositada en el National Collection
of Bacteria, Ministry of Agriculture, Fisheries and
Food, Torry Research Station, 135 Abbey Road, Aberdecen
AB9 8pG, Escocia; con el mimero de referencia NCIB 11371
Este material es idéntico & la aplasmomicina;
boromicina (3S, 3's, 9'S, R15R2=H, X = etileno, Y == Y2
en donde X2 es cis-vinileno). Este compuesto es un me-
tabolito aislado de la fermentacidén de S. antibioticus
(Waksman y Woodruff) cepa ETH 28829, como describe
Hutter et al., Helvetica Chimica Acta, 1967, voldmen
50, pdginas 1533 a 1539, y Dunitz et al., ibid., 19771,
volimen 54, pdginas 1709 a 1713. Esta cepa estd taubién
depositada en el United States Department of Agricultu-
re, Peoria, Illinois, U.S.4., con el nfmero de referen-
cia NRRL 3207;

Factor B, un compuesto de férmula molecular C,.H..BNaO

42762 15
que es un co-metabolito de aplasmomicina en la fermen-

tacidn de S.griseus, NCIB 11371, y es un derivado mono~
acet{lico de la misma, en donde la estereoquimica rela-
ti&a Puede o no ser igual que en la aplasmomicina;

444 BN8016
que es un co-metabolito de aplasmomicina en la fermenta-
cidn de S.griseus, NCIB 11371, y es un derivado diaceti-

Factor C, wn compuesto de férmula molecular C

lico de la misma, en donde la estereoquimica relativa

puede 0 no ser igual que en la aplasmomicina.

En la aplicacidén de los compuestos obtenidos por
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el procedimiento de esta invencidn, los compuestos de férmula I
se administran preferiblemente por vfa oral a los animales como
un suplemento de su dieta normal, es decir, en mezela con un
alimento sélido ordinario, en bloques alimenticios o en los
lamederos de sal, disueltos o suspendidos en el agua de beber
0, para animales jévenes tales como corderos o terneros, disuel-
tos o suspendidos en leche entera o en leche desnatada. EL com-
puesto de férmula I se incorpora en alimentos, bloques de ali-
mentos, lamederos de sal, agua de bebida, leche entera o leche
descremada, en un grado tal que cada animal tratado ingiera de
0,01 a 30 mg/kg de peso corporal por dfa, preferiblemente de :
0,01 a 10 mg/kg de peso corporal por dfa, del compuesto de fér-

- mala I.

Alternativamente, el compuesto de férmula I 3e
puede administrar oralmente a losbanimales en fofma de un
pellet o>bolus intra-ruminal de efecto retardado, de modo que
el animal absorba una cantidad similar por dfa 4 el compuésto
de £érmula I. |

Los animales pueden recibir un compuesto de férmula
I durante practicamente la totalidad de su periodo de crecimien~;

$0 o durante solamente una parte del mismo, por ejemplo la pri-

- mera edad y/o el periodo que conduce a la matanza. EL aumento

de la velocidad de crecimiento conseguido por la administracién
de los compuestos obtenidos segiin esta invencidn, permite que

| los animeles que han de ser sacrificados para carne lleguen

al mercado con un peso superior al normal y en un periodo de

~ crecimients mds corte, o permite la produceidn de animales mds

pesados al final del periodo de crecimiento normal. La eficacia
mejorada de la conversidn alimenticia conseguida por la aplica-

cidn de los compuestos de esta invencidn permite que los anima-
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les tratados alcancen cualquier peso deseado consumiendo menos
alimentos que los animales sin tratar y desarrollados hasta el
mismo peso, Fn los niveles de inclusidn que promocionan un cre-—
cimiento éptimo, no se observd indicacién alguna de efectos
téxicos debidos a la aplicacién del compuesto de férmula I.

Como ya se ha dicho anteriormente, los compuestos
obtenidos por el procedimiento de esta invencién pueden aplicar-
gse a la crianza de animales rumiantes domésticos, por via oral,
bien como tales o bien en forma de composiciones que comprenden
un compuesto de férmula I como anteriormente se ha definido
junto con un diluyente o vehfculo ingerible, sélido o lfquido,

no téxico.

Un diluyente o vehfculo ligquido adecuado es, por
ejemplo, el agua de beber, leche entera o leche desnatada.

Un diluyente o vehfculo ingerible sélido, no
téxico, adecuado, pueds ser, por ejemplo, un alimento pars ru-
misntes nutricionalmente equilibrado, convencional, por ejemplo,
una dieta tipica para ganado u ovejas consistente en productos
cereales, tales como harina de cebada, harina de mafz o alimen-
tos de trigo, productos de nueces y semillas, tales como tortas
de nueces molidas sin corteza o tortas de semillas de algodén
o bien torta de semillas de algodén extractadas, junto con can=
tidades menores de, por ejemplo, harina de plumas, harina de
algas marinas, harina de huesos, creta, sal, urea, molasas, vi-
taminas y trazas de minerales, o bien puede ser un diluyente o
vehiculo sélido inerte sin valor nutricional, por ejemplo,
caolfn, talco, carbonato de calcio, tierra de batdn, arcilla de
atapulgita, conchas de ostras molidas o tierra caliza molida;

o bien puede ser almidén o lactosa.

Las citadas composiciones pueden tener la forma de
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- alimento para rumiantes nutricionalmente equilibrado, convencio-

~uniforme del compuesto de férmala I con el citado diluyente 0

- griseus productor de aplasmomicina en un medio nutriente acuo-

un alimento suplementade para la alimentacidn directa de los
animales, en cuyo caso contendrd de 5 a 3.000 ?pm de un com-
puesto de férmula I en mezela con un alimento convencional

para rumiantes; o puede tener la forma de una premezcla concen-
trada para su dilucidén con un alimento convencional de rumian-
tes al objeto de producir un alimento suplementado adecuado para
la alimentacién de los animales, conteniendo dicha premezcla de
0,3 & 50 % p/p de un compuesto de férmula I en mezela cor wn

nal, wn diluyente sélido inerte sin valor nutriecional, por

ejemplo piedra caliza molida, o almidén o lactosa.

Dichas composiciones se preparan mediante mezcla

vehfculo ingerible, sélido, no téxico.

El compuesto de férmula I se diluye preferentemente
en serie con un diluyente o vehfculo en dos o mds etapas suce=

sivas, para asegurar un mezclado homogéneo.

De acuerdo con la presente invencidn, se proporcio-
na: un procedimiento para la produccién de un compuesto de
férmula I en donde R1 N R2 son cada uno un 4tomo de hidrdgeno
o un radical acetilo, X es trans-vinileno 6 Y es un radical e
en donde x1 es trans-vinileno y Z+ es un ién sodio, caracteriza-

do porque comprende cultivar una cepa o mutante de Streptomyces

so, que contiene fuentes de carbono, nitrdgeno y boro asimila-
bles y una sal sédica, bajo condiciones aerdbicas, a2 una tem—~
peratura comprendida entre 10 y 372C; filtrar &l cultiveo; ¥y
aislar el producto del filtrado por medios convencionales.

En el procedimiento de la invencidn, una fuente ader

cuada de carbono asimilable es, por ejemplo, un alcohol polih{-

drico, por ejemplo glicerol, glucosa, xilosa, arabinosa, rammosaj
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fructosa, galactosa, manitol o inositol, y umfuente de carbono
preferida es jarabe de glucosa, el cual se incorpora conveniente-

mente en el medio en una proporcidn de 1 a 5 4 p/v.

Una fuente adecuada de nitrégeno asimilable es,
por ejemplo, peptona, la cual se incorpora convenientemente en
una proporcidén de 0,05 a 2 % p/~v.

El medio nutriente puede contener adicionalmente
cantidades pequefias de otros elementos, tal como fésforo,
en forma de, por ejemplo, dihidrdgeno ortofosfato de potasio
hidrégeno fosfato de diamonio; magnesio en forma de , por ejemplo
sulfato de magnesio o carbonato de magnesio; azufre en forma de,
una sal sulfato, potasio en forma de, por ejemplo, cloruro yo-
tdsico, carbonato potdsico o dihidrdgeno ortofosfato de potasio;
¥y cantidades de trazas de sales de elementos tales como cobre,
zine, hierro, manganeso y molibdeno.

Una temperatura adecuada para la fermentacisn
es de 289C y el producto se puede aislar del filtrado de cul=-
tivo por medios convencionales, por ejemplo por extraccién del
filtrado con un disolvente orgdnico immiscible en agua sin ajus~
tar el pH, seguido por evaporacidén del disolvente y cromatogra-
fia del residwo.

Esta invencién proporciona la cepa Streptomyces

griseus depositada en el National Collection of Industrial
Bacteria y designada con el mimero NCIB 11371, as{ como sus va-
riantes y mutantes. Este organismo es adecuado para utilizarse
en el procedimiento de la invencidén y tieme las siguientes ca-

racterfsticas deseriptivas:

Los medios utilizados son preparados de acuerdo
con las recetas de "International Streptomyces Project (ISP y soﬁ
como se describe por Shirling, E.B. & Gottlieb, D (1966) en '"M&-

thods for characterisation of Streptomyces species" en Interna-
tional Journal of Systematic Bacteriology, 16, (3), 313-340.
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Condiciones de incubacién - ‘ -9-
Temperatura 309C. Crecimiento oscuro.

 ISP2 Extracto de levadura/Extracto de malta

4 dies 3-4 mm - "ecolonias cristelinas", de buena aliura, rugo-

sag. Color cervato oscuro. Inverso - gris parduzco.
10 dias 10 mm = Crecimiento sumergido en el borde con colonias

de color cervato/gris,claras, oon altura y rugosas. Inverse sii

- cambios, Ningtin color en agar.

ISP3 Ager de harins de svens

4.4ias 1~2 mm - Colonias finas, claras, a veces con una 6avi-
dad rasgada en el centro. Inverso -~ gris/cervato muy pilidc.
10 diag 4~6 mm = Colonias cereas-fermentadss, lisas de color
cervato~-gris, Inverso:rsin cambios. Color marrén muy evidente_
impartido el agare .
ISP4 Sales inorgdnicas-Agzer de glmidén |

4 dias 1-2 mn - Colonias claras, himedas, hermeticaments-com-

pactas, Color cervaito pélido. Inverso: cervato/gris pélido.
10 dias - Pequefio crecimiento adicional. Colanias cereas,lligem
ramente elvadas, rugosas con bordes desigueles. Color cervato
pflido. Inverso sin cambios. Ningin color al agar.

ISPS Glicerol-Ager de asparagina

4 dies 1-2 mm ~ Colonias elevadas. Rugosas. Agar deprimido en|
el margen de la colonia. Color cervabto ecristal. Inverso: color
cervato-gris pdlido.

10 dias 3-5 mm - Colonias cereas,»elevadas ¥ rugosas. Color
cexvato amerillento. Inverso: sin cambios.

ISPT Ager de tirosina

4 dias 2=~3 mm, Colonias de buens altura, rugosas, de color

gervato cristelino. Inverso: gris-merrdn, Medio: vira a marrén

0laro.

10 dias 10 mm -~ Colonias cereas, rugosgs, de color cervato-

gris amarillento/oscuro con glgunas areas de adlor gris polvo.



Inverso: merrdn-gris oscuro, pero se detecta clertas colore-
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cidn del ager.
ISP9 Ager de utilizacidn de cesrbono
Adicidén 4 dfas 10 dias Evalua~-
cidn
Agua 1-2 mm. Sumergidas, Yuy finas, "shuma -
. muy finas "shumadag" degm Sumergidas
Glucosa 1-2 mm. clara en lugar 2- 3 mm.colonias, b
de un tipo similar a herméticas, deseadas
"pescado-jalea” céreas, de color gris
gris cervato cervato. Inverso: sin
cambios
Arabinosal Ligeramente mejor Como en agua -
que en agua
Celulosa | Indeterminable Como en agua -
Fructosa | 1 mm. Colonias hermé- 4~5 mm. Colonias her-| ++
ticas, elevadas, méticas, elevadas, cé1
"cristalinas", gris reas, rugosas, agrieta
cervato. Inverso: das, de color gris-cex
gris cervato. vato
Inositol | Como en arabinosa Ligeramente mejor que| +
en agua -
Manitol 2 mm. Colonias hermé- 2-3 mm. Colonias her-| ++
ticas, elevadas, cris- méticas, elevadas, cé
talinas, de color cer- reas, de color cervato.
vato, con centros des- Inverso: color cervato.
garrados., Inverso: co
lor cervato,
Rafinosa | Como en arabinosa Como en agua -
Rannosa Como en agua Como en agua -
Sucrosa Como en agua Como en agua -
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Adicidn | 4 dias 10 dias Evalua-
cién
Xilosa 1-2 mm. Colonias muy £i| 2-3 mm. Colonias li- +
nas, color cervato ater| geramente elevadas,
‘ciopelado . de color gris-cer-

vato claro atercio-
pelado, posible es-—
porangia

10

15

.Tolerancia de temperaturs

Sobre caldo de tiiptonaplevadura (ISPl). A 12 menor tempers—
ture ensayada, 19°C, el crecimisento es evidentemente bueno.
Alrededor de 28°C es mejor y mo tolera temperaturas superiores
a 37°C. |

Morfologia »

Es una cepa de pobre esporangia, pero las esporas, cuando se
observan, son de cadenas cortas, de paredes lisas y en forma

de barriles.

Asimismo, y de acuerdo con la invencidn, se pro-|
porciona un proce&iﬁiento para preparar un nuevo compuesto de
. férmula I en donde R1 y R? son cada uno un 4tomo de hidrégeno
0 wn radieal aeetilo, y: ‘
(a) los 4tomos de carbono 3, 3' y 9' se encuentran todos ellos
en la configuracién R, ¥ es un radical Y1, uno cualquieré de X
y X1 es un radicél etileno y el otro es un radical trans-vinilet
no, o ambes X y X1 son radicales etileno, y Z+ se define como

anteriormente; &

{un radical Y1 en donde X1 es un radical trans-vinileno y 2

(b) los 4tomos de carbono 3, 3' y 9' se encuentran todos ellos
en la configuraeién R, X es un radical trans-vinileno, e Y es
-+

es un ion potasio, litio, cesio o amonio, 6 un isn de férmula
4.5 6, +

R3R R°R N como anteriormente se ha definido; 6
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te se ha definido, en presencia de una sal de potasio, litio,+

- 12 -

(¢) los 4tomos de carbono 3,3' ¥y 9' se encuentran todos ellos
en la configuracidn 3, X es un radical etileno e Y es un radi-
cal Y2 en donde X2 es wn radical etileno; 4

(d) los 4tomos de carbono 3,3' y 9' se encuentran todos ellos

en la configuracidén S, X es un radical etileno e Y es un radical

litio, cesio o amonio o un ion de férmula R3R4RSR6N+ come an-

2 . +
Y3 er donde I  sa define como antericrmente y A es un ion potasi

teriormente se ha definido:

El procedimiento de la invencién comprende:

(i) para preparar los nuevos compuestos definidos en (a) ante-
riormente, la hidrogenacién selectiva o no selectiva de uc com-
puesto correspondiente de férmula I en donde X y X1 son cads uno
un radical trans-vinileno, sobre un catalizador de platino o
paladio; 6

(ii) para preparar los nuevos compuestos definidos en (b) an-
teriormente, la fermentacidn de una cepa de S.griseus productora
de aplasmomicina o productora de ICI 122.378, como anteriormen—

cesio, amonioc o de 33,34,35,36N+ en un medio nutriente acuoso; o

(i1i) para preparar los nuevos compuestos definidos en (¢) an-
teriormente, la hidrogenacidn, sobre un catalizador de platino
o paladio, de un compuesto correspondiente de férmula I en don-
de X es un radical etileno e ¥ es un radical Y2 en donde X2

es wn radical cis-vinileno; o ‘

(iv) para prepara los muevos compuestos definidos en (d) an-
teriormente, la reaccidn de un compuesto de férmula I en don-
de X es un radical etileno e Y es un radical Y2 con hidréxido de

potasio, litio o cesio o bien carbonato de potasio, litio o

cesio.

Naturalmente, debe entenderse que un compuesto de
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férmila I en donde Z° tiene un determinado significado puede

convertirse a un compuesto Similar en donde 2% tiene otro sig-
nificado diferente, por métodos convencionales, por ejemplo

‘utilizando resinas intercambiadoras de iones.

La aplasmomicina y los Factores By CVmuestran
también actividad anticoccidial. Esta actividad viene demostra-
da por su accién en la prevencién del crecimiento coccidial en
cultivos de células de rifién de pollo inoculadas con esporo-

zitos de azcuerdo con el emsayo convencional descrito en Journal

' of Parasitology, 58, 664~-668 (1972). En éste emsayo, la aplés-

momicina muestra actividad contra Eimeria tenella a una concen~ |

tracidn de 0,037 ppm pero solamente muestra efectos tdxicos

sobre las células anfitrionas a una concentracidn de 9 ppm.

Similarmente, la mezcla de Factores B y C muestra actividad_cbn-
tra E} tenella a una concentracién de 0,012 ppm pero solameyi=
te muestra efectos t6xicos sobre las células anfitrionas a una
edncentracidn de 1 ppm.

La invencién se ilustra, pero no se limita,

por los siguientes ejemplos.

EJEMPLO 1

Se desarrolla Streptomyces griseus NCIB 11371
como un cultivo inclinado sobre dextrina-agar (45 ml) durante
7 dfas a 302C. Se raspa el tubo inclinado depositando su in-
terior en 100 ml de agua esteril y la suspensién asi obtenida

ge utiliza para inocular tres matraces de 500 ml conteniendo

| cada uno de ellos 50 ml del siguiente medio:

Harina de soja 1,5 % p/v

"Difeco Bacto Casitone" . 0,1 % p/v
(marca registrada)

Nitrato sddico - 0,3 % p/v
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Jarabe de glucosa 2,0 % p/v
Carbonato c4leico 0,25 % p/v
Agua desionizada hasta 100

el cual habfa sido pre-esterilizado introduciéndolo en un auto-
clave a una presién de 1,05 kg/bm2 durante mediz hora, mante-

niéndose el pH en 7 aproximadamente.

Los tres matraces asf preparados se sacuden
a 279C durante 75 horas en un sacudidor rotativo. El contenido
de los tres matraces se combina entonces y se utiliza para ino-
cular un fermentador de acero inoxidable que contiene 30 litros
de medio esterilizado de la misma composicién que la descrita
enteriormente. El contenido del fermentador se agita a 272G
durante 88 horas, empleando una turbina con 4 paletas planas
que giran a 350 rpm, y se airea a una velocidad de 7,5 litros
por minuto., El caldo resultante se filtra a través de tierra de
diatomeas y el lecho filtrante se lava con 3 litros de agua.
El filtrado y los lavados se combinan (28 litros) y se extrac~
ta a su pH natural con acetato de etilo ( 1 x 9 litros y 1 x 7 13
tros). Los extractos de acetato de etilo se combinan, se secan
con sulfato sbdico y se filtran y el filtrado se concentra bajo

presidn reducida para producir 29 g de un residuo oleoso.

El producto requerido puede obtenerse a partir
del concentrado anterior siguiendo uno cualquiera de los dos

siguientes procedimientos:

() Se disuelven 29 g del residuo oleoso en el volu-
men mfnimo de une mezela disolvente de la si=-
guiente composicién: cloroformo (98 rartes),
metanol (una parte), £eido férmico (una parte)
¥ la solucidén se aplica a la parte superior de

la columna de gel de sflice (90 em x 7,5 cm)
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preparada como una lechada con la misma mezcls
disolvente. La columna seeluye con la misma
mezecla disolvente recogiéﬁdose fracciones de
500 ml después de haber salido el disolvente
frontal de la columna. Las fracciones 4 y 5

se combinan y el disolvente se evapora para dar
3,5 g de una goma la cual se purifica adicional-
mente por cromatografia de capa preparativa
sobre sflice "Merck's "Kieselgel 60 F250" - °
marca registrada - 2 mm espesor) usando 30.%
v/v de acetato de etilo en éter de petrdleo
(p.e. 60~802C) como mezcla eluyente. La baﬁda
en RF = 0,25 (aproximadamente) se raspa de '
laplaca y se extracta con acetato de etilo -

y el disolvente se evapora para dar 140 mg de
un sélido cristalino blanco el cual se cristali-
za en metanol acuoso y se seca bajo vacio du~
rante 5 horas para dar ICI 122.378, sin punto
de fusién definido, Zfb£]§3 = +2102 (C = 0,5 en
cloroformo). Andlisis: Encontrado ¢ = 60,1, H=
7,7, Na = 2,8, Calculado para C4OH60BNaO14,

¢ = 60,2, H= 17,5, Na = 2,9 %. Espectro de masa
¥" = 798,396, calculado para C 10FgoB20, 4 =
798,396. Ry = 0,74 (cromatografia de capa fina
sobre placas de 0,25 mm 60 F~254 de Merck desa-
rrolladas con 10 4 v/v de metanol en cloroformo,
visualizadas como una mancha de color marrén
después de la pulverizacién con deido sulfdrico
3N y calentamiento a 1002C, ¢ como una mancha

de color rosa rojizo después de la pulverizacidn
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con una solucién de dcido carmfnico en 4eido
sulfirico 3N y calentamiento a 702C durante 5 mi

nutos).

(B) El residuo oleoso (60 g), del extracto de ace-
tato de etilo obtenido a partir de una fermenta-
cién similar de 80 litros, se disuelve en 400 ml
de metanol y la sclueidn se sacude con éter de
petréleo (p.e.60-802C, 800 ml). La fase infarior
(capa de metanol) Se separa y concentra bajs
presidn reducida para dar 24 g de una goma que
se disuelve en el volumen minimo de una mezcla
de acetato de etilo (35 partes) y éter de petré-
leo (p.e. 60-809C, 65 partes) y se aplica a la
parte superior de una columma de gel de sflice
(51 x 4,5 cm; 450 g) preparada como una lechada

con la misma mezcla disolvente. Se recogen las

fracciones de 25 ml después de salir de la colums

ne el disolvente frontal, se combinan las frac-

ciones 25-70 y el disolvente se evapora para

dar 3,3 g de una goma viscosa., Esta goma se puri<

fica adicionalmente por cromatografia de capa
preparativa sobre sflice (como se ha descrito
anteriormente en A) para dar 300 mg de ICI
122.378 puro idéntico a2l material obtenidp en

el proceso A anteriormente.

EJEMPLO 2

A continuacidn se demuestra la cupacidad de ICI
122,378 para inhibir la produccién de metano en la panza de ani-
males rumiantes y para aumentar la proporcidén de propionato(Ac/P:
y de butirato (Ac/Bu) a expensas de acetato en los decidos grasos
voldtiles (VFA)producidos, sin al mismo tiempo disminuir el

proceso total digestibo:
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Se recoge el fluido de la panga de dos novillos
sobre una base de rutine regular, alimentandese los dos animoe
les con la misma dieta de forraje mds concentrado. Bl tiempo
de muestreo se normaliza en 1lo posible y el fluido de ios dos
animales se almacena sobre una base de 50/50. Ia materia parti-
culada grande se'separa por f£iltracidn del f£luido almacenado
a travds de cuatro capas de tela de muselina., E1 filtrado es
diluido entonces en la proporcidn de un volumen de filtrade
a tres volumenes de un fluido de penza artificial (preparado
como degeribe G.L. Bales gt al., Journal of Diary'Sciean:V197E
volumen 59, pdgins 1850, pero omitiendo el &doido =medtico) y el

rada de cerbonato sédico. Partes alicuotas (50 ml) de esta mez-
cla se introducen en matraces cénicos de 100 ml conteniendo
0,5 g de forraje molido y seco y cada matraz se use para Siusa-
yar un compuesto derensayo a una concentracién particular.

El compuesto del ensayo se afiade al matraz cé-
nico como uns solucidn en etanol, se inunda el matraz con gas
didxido de carbonro, se tapa con un cierre “suba" ¥ se ineuba
a 39°C durente 15-16 horas. Despuds de una hora, se inserta
ung aguja de orificio estrecho a trévés del cierre para liberax
la presidén gaseosa y la aguja se extrae 30 minutos antes de fi-+
nalizar la incubacién. La fermentacidn se detiéne luego colo-
cando el matraz en hielo y, despuds de 15 minutos de enfria-
miento, se analiza el gas situado por encima del ligquido con
respecto gl metano por cromatografia de gas. E1l contenido del
matraz se filtra luego a través de un embudo de cristal sinte-
rizado, previamente secado y pesado, el embudo Se Seca en un
horno y, por diferencia, se determina el peso de forraje digeri

do. (Matraces.testigo sin contener forraje, se tratan similar-
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mente para determinar el residuo no celulésico). Se analizan
tres muestras del filtrado por cromatografis de gas con respec-—
o0 a VFAs, y por comparacién con los previamente determinados,
nivel de pre-incubacidén de VFAs, se determina los VFAS netos
(ecetato, propionato y butirato) producidos durante la incu-
baciébn.

Se obtienen los siguientes resultédos (monensin,
un promotor de crecimiento conoecido, que actua por un efecto
gobre la panza, se incluye como control positive, junto con wn

control negativo en el cual no se emplea ocompuesto de ensayo) :

% metano A?/ A?/
en gas total Pr Bu
Control 8,37 1.90 | 3.92
ICI
122.378:
3/ug./ml 2,58 1534 3,52
1/ug./m1 3,81 1,26 4,26
o,s/ug./ml 4,87 1,29 4,56
0,3/u-/%& %12 1,36 4,75
0,1/ug./h1 7,87 1,63 4,22
Monension ,
3 g /ul 4,53 1,54 3,39
1/ug./hl 5,62 1,51 3,21
O,S/ug./ml 6,715 1,61 4,03
0,3/ug./hl 7,53 1,65 4,11
0,1/ug./h1 8,35 1,80 4,22
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EJEVPIO 3

Se repite la fermentacién descrifa en el e jem-
plo 1, el caldo resultante se filtra a través de tierra de dia-
tomeas y el lecho filtrante se iava con 3 1 de aguz. E1 filtra-
do y los lavados se combinan y se extracta g su pH nuetro con
acetato de etilo (1 x 91yl x 7 1), Ios extractos de acetato
de etilo se combinan, se secan con sulfato sédico y se filtran,
7 el filtrado se ooncenira bajo presidén reducida parw dgrvun re
siduo olsoso (8,2 g). El micelio himedo se homogeniza en ;e§a~
nol y, despuds de filtrar, la solucidén metandlica himeda se
concentra bajo presién reducida pers dar una solucién predomi~
nentemente asouosa. Bsta solucidn.se extracta dos veces con ace-
tato de etilo (1/3 volumen) y lbs‘extractos de acetato de etilo
se combinan, se secan con sulfato sédico y se filtra..El'filtra'o

obtenido se concentrs bajo presién reducida para dar una goms

del filtrado de culti¥o para dar un peso total de extracto de,.
9,7 8o V

El residuo oleoso (30 g), obtenido como se ha
descrito anteriormente a partir de tres de tales ferementaciones -
de 30 1, se disuelve en el volumen minimo de €ter de petréleo
(pee. 60-80°C) ¥ le solucidn se aplica a la parte superior'deﬁ|
una columng de alimina neutra (45 om x 4 1/4 cm, Woelm, 500 gj
preparada como una lechada com el mismo disolvente. Da columns
se eluye primeramente con 2 1 de &ter de petrdleo (p.e. 60-80°C)
gseguido por 2 1 de una mezela de 10% v/¥ de acetato de etilc em
&tor de petréleo (p.e. 60-80°C) que libera cantidades sustan-
eciales de componentes oleosos que se desechan., Ia mezcla elue-
yente se cambia entonces a 30% v/ de acetato de etilo en Ster

de petréleo (p.ce 60-80°C) y se recogen fracciones de 25 ml de
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eluyente en un recogedor automdtico de fracciones. Los Factores
B y C se eluyen como una mezols en tubos 60 a 80, cuyos conte-
nidos se almascensn y'cdncenxran para dar un jarabe (730 mg).
Eate jarabe contiens!también pequefies cantidades de aplasmomi-
oina (Faotor A) pero la masa de este compuesto se localiza en
los tubos 81-120, Los valores Rp de los Factores 4, By C . tres
cromatograff{s de cepa fina sobre placas de gel de sflice de
0,25 mm, 60F-254 de Merck, desarrolladas con 50% v/v de acetato
de etilo en &ter de petréleo (p.e. 60-80°C) son aproximadamente
los sigulentes:

e

Factor A (aplasmomicina) 0,36
Factor B 0,25

Factor C . 0,21

Los factores son visualizados como manchas de color mexrén des-
puds de la pulverizacidn de deido sulfirico 3N 7y calentamiznto
a 100°,

El jarabe (60 mg) conteniendo predominentemente
Factorss B y C, se purifica adicionelmente por cromatografis de
cepa preparative sobre sflice (Kieselgel 60 F250 de Merck - merda
registrada - 2mm espesor) usando como mezela eluyente 50% v/
de acetato de etilo en dter de petrdleo (p.e. 60-80°C). La bands
en RF 0,25 (aproximademente) se raspa de la placa y se extracta
con acetato de etilo y el disolvents se evapora pera dar Factor
B como un 86lido oristalino blanco (20 mg), el cual se oristali-s

za en metanol acuoso y se seca bajo vacfo, p.f. 260-2°C;
I.R.3360, 1735, 1710, 1285, 1080 cm-1(Nujol mull). Andlisis:
Encontrado ¢ = 58,3, H = 7,4. Calculado para C42H62B Na015.H20;
¢ = 58,7, H = 7,4. Espectro de masa - M' = 840,403, calculado
B Na0,, = 840,408,

para C

42Hs2 5
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El espectro RN (en GDGl3) mestra uné cresta promipenxe en
Y 2,1, debido probablemenie g un grupo acetilo.

Ia bands en Rf 6;2 (eproximedamente) se raspa
tambidn de la placa y se extracta con acetato de etilo y el
disolvente se evapora pars dar Factor ¢ como un $Solido orispa~
lino blanco (6 mg); p.f.D>3200C I.R. 1735, 1715, 1285, 1265
cm-1 (FMujol mull). Espectro de masa -t o= 882,418, calculado

44764

EJEMPLO 4 - ,

Se replte el procedimiento de ensayo del ejemplo.
2, comparando aplesmomicina con los Factores B y C. Se obtienen
los siguientes resultados, expresados como porcentajes de l.os

valores obtenidos en los controles sin tratar:

4 inhibicién de Ac/ Ag/ -

metano Pr Bu
Aplasmomicina 3ppm 69 -40 -49
Factor B 3ppm 76 -45 -18
Factor C 3ppm 44 -41 +22
Aplasmomicina 1ppm 57 : =41 =36
Factor B 1ppm - 63 -48 +21
Pactor C 1ppm 15 -33 418

BJIENMELO 5

Los efectos de corta duracida de ICI 122,378
y d&e los Factores B sobre el metabolismo de ls panza de la ovejd
sg¢ demuestra como sigues

Los modelos de fermentacidn de la’panza de un
grupo de ovejas, se establilizan por alimentacidn 2 las mismag

de una dista stendard de hierba seca (2 x 500 g por dia) durantd

algumos meses. Se usan seis animales de ensayo para cada nivel -
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de inclusién de cada compuesto de ensayo. GPupos de anima~
les fueron suministrados también con monensin, un modificador
conocido del metabolismo de la panza, como un control positivo,
¥ se usaron doce animales sin tratar como control negativo. Se
recogen muestras de fluido de panza mediante un tubo al estoma-
8o de cada animal 6 horas despuds del trbamiento y se enalizan
por cromatografi{a de gas con respecto & la presencia de acetato
propionato y butirato. Los resultados siguientes fusron los ob-
tenidos:

Tratamiento [Nivel dosis Molar % panza V.F.A.
(ng/kg) Acetato Propionato Butiraso
Dfa 4
Control 0 64,5 24,0 10,2
Monensin 0,5 59,8 27,8 11,3
0,25 60,5 28,5 9,9
ICI.122.378 0,5 63,4 25,5 9,9 -
0,25 63,7 25,1 9,8
Factor B 0,5 65,0 22,4 11,2
0,25 65,1 22,3 11,3
Dia 7
Control 0 65,6 22,9 10,7
Monensin 0,5 60,2 26,2 12,6
0,25 61,3 26,1 11,4
I0I.122.378 0,5 62,6 26,6 9,2
0,25 63,8 24,8 9,9
Factor B 0,5.. 63,5 25,9 8,9
0,25 63,5 22,1 11,7

Descrita suficientemente la naturaleza del inven-
to, as{ como la manera de realizarse en la prdctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su

principio fundamental.
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REIVINDIGACIONES

1.~ Procedimiento de obtencién de compuestos pro-

motores del crecimiento de animales rumiantes, de férmula:

en la que R1 ¥ Rz son cada uno un dtomo de hidrdgeno o un radi-
czl zcetilo;

v los dtomos de carbono 3, 3' 7 9' se encuentran todos elies

en la confizuracidn B, X es un radical efileno o trans-vinileﬁo
e Y es un radical Y' de fdrmu}a:

en la gue 31 estd enlazado al grupo Cﬂé 7 el 4dtomo de carbono

- del anillo estéd enlazado 2l dtomo de oxfgeno, y en donde X1 es
un radical etileno o trans-vinileno, ¥y 7t es un ién sodio, po-
tasio, litio, cesio‘o amonio, o un idén de férmula R3R43536N+
er donde cada radical 53, 34, RS y R6 es hidrdzgeno s alguils
conn 1 2 6 dtomos de carbono;

0o los dtomos de carbono 3, 3' y 9' se encuenitran todos ellos
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en la configuracidn S, X es un radical etileno & Y es un radical
v de férmula:

o

I,ms
2
-CHQ-X ~CH2-CH~CH(CH3).O.CO.CH-CH(CH3)2 4

NH.2

L 1
2 P X . +*
-CHE-X -CHZ—Cdszd(CHB).O.CO.CH-C&(CH3)2.Z

en donde el gru?o'CH2 estd enlzzado al grupo CH2 mostrado en la
férmula I, y el grupo CH estd enlazade al diomo de oxfgeno, y
en donde X° es un. radical stileno o cis-vinileno; ‘

o los dtomos de carbono 3, 3' y 9' se encuentran todes ellos

en la configuracidn S, X es un radical etileno e ¥ es un radi-
cal 23 de férmula:

+

: ]
-CHZ-X2-GH2-CH-CH(CH3).OH. zZ

en donde X° v 2* se definen como anteriormenteparacterizado

porque para preparar un compuesto de férmula I en la que R

X es trans-viznileno ¢ Y es un radical Y1 en donde X1 es trans-
vinileno y 77 es un ion sodio, =e cultiva wna cepa o mutante

de Streptomyces griseus productor de aplasmomicina en un medio

nutriente acuoso, que contiene fuentes asimilables de carbono,
nitrégeno y boro y una sal sédica bajo condiciones aerdbicas, a
una temperatura de 10 a 379C; se filtra el cultivo; y se aisla

el producto del filirado por medios convencionales.
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2,= Procedimiento segn la reivindicacién 1, ca=
racterizado porque la cepa o mutante de S.griseus productor
de aplasmomicina es la depositada en National Collection of
Industrial Bacteria. Ministry of Agliculture, Fisheries and
Food, Torry Research Station. 135 Abbey Road, Aberdeen, AB9 8DG,
Escocia, y que tiene la descripci&n anteriormente indicada en la

memoria descriptiva.

3.~ Procedimiento pars preparar un compuesto de f£ér
mula I en la que R1 y 32 son cada uno un 4£tomo de hidrdgeno
o un radical acetilo y:

(a) los dtomos de ecarbono 3, 3' y 9' se encuentran todos ellos
en la configuracidén R, Y es un radical Y1, uno cualquiera de X

Yy X1 es un radical eftileno y &l otro es un radical trans-viniles

no, o ambos X ¥y X1 son radicales etilenn, y 7¥ se define como

anteriormente; 6

(b) los £tomos de carbono 3, 3' y 9' se encuentran todos ellcs
en la configuracién R, X es un radical trans-vinileno, e Y es
un redical Y' en donde X' es un radical trans—vinileno y 7'

es un ion potasio, litio, cesio o amonio, § un idn de férmula

22r*R7R%8" como anteriormente se ha definidos &

k(c) los 4tomos de carbono 3,3' y 9' se encuentran todos ellos
en la configuracién S, X es un radical etileno e Y es un radi-
cal Y2 en donde X2 es un radical efileno; 6

(d) los 4tomos de carbomo 3,3' y 9' se encuentran todos ellos

en la configuracién S, X es un radical etilemo e Y es un radical

' 2 < . + . ’
Y3 en donde X se define como anteriormente y A es un ion potasi

litio, cesio o amonio o un ion de fdrmula.,R"RLiRDRbN+ como an-

' teriormente se ha definido; -caracterizado porque

o,
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(i) para preparar los nuevos compuestos definidos en (a) ante-
riormente, la hidrogenacidn selectiva o no selectiva de un com-
puesto correspondiente de f£férmula I en donde X y X1 son cada uno
un radical trans-vinileno, sobre un catalizador de platino o
paladio; 6

(ii) para preparar los nuevos compuestos definidos en (b) an-
teriormente, la fermentacidén de una cepa de S.griseus productora
de aplasmomicina o productora de ICI 122.378, como anteriormen-
te se ha definido, en presenciz de una sal de potasio, litio,+

cesio, amonio o de R3,R4,R5,36N+ en un medio nutriente acucso; o

(iii) pare preparar los nuevos compuestos definidos en (¢) an-
teriormente, la hidrogenacidn, sobre un catalizador de platvino
o paladio, de un compuesto correspondiente de férmula I en Con-
de X es un radical etileno e ¥ es un radical Y2 en donde X2

es un radical cis-vinileno; o

(iv) para prepara los muevos compuestos definidos en (d) an-
teriormente, la reaccién de un compuesto de férmula I en don-
de X es un radical etileno e Y es un radical Y2 con hidréxido de

potasio, litio o cesio o bien carbonato de potasio, litio o

cesio.

4.~ Procedimiento de obtencién de compuestos promotq
res del crecimiento de animales rumiantes, tal y como queda
sustancialmente descrito . en la presente lemoria.

Esta Memoria conste 'de 26 hojas escritas a mé-
quine por una sola cara. s -9 ENE 1879 ¥
USTIRIES LIMITED,

R,
n(; \(\E’.l
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