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"DROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DEL NUEVO ANTIBIOTICO SL 2052".

La presente invencidén se relaciona con un
nuevo antibidtico y un procedimiento para su pro-

duccidn,

1a presente invencidn proporciona un nuevo an-

5. tividtico,denominado en lo sucesivo SL 2052,

Mod. 113
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La presente invencidn proporciona ademis un procedimiento
para la produceién de SL 2052, caracterizado porque se cultiva una nueva
cepa de la especle de hongo Myrothecium roridum Tode ex Fries en una
solucidén nutritiva, y se aisla dicho antibibtico del medio de cultivo
en forma de por si conocida, por ejemplo mediante extraceidn o
adsorcidn, y se purifica.

La nueva cepa de la especie de hongo Myrothecium roridum
Tode ex Fries usada de acuerdo con el invento fué alslada de una
muestra de tierra de un bosque de’ araucarias de Bulolo (Nueva Guineé)_
¥ se ha depositado una muestra de esta cepa con el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos.(Northern Utilization Research and
Development Division), Peoria, Ill., EUA, bajo la referencia NRRL 3105.

La nueva cepa concuerda morfoldgicamente con la descripeidn
de la especie de hongo dada por N.C.Preston, Trans.Brit.My.Soc. g§,
pégina 158 (1943) y J.C.Gilman, A Manual of Soil Fungi, The Iowa

State University Press, pgina 397. EL género Myrothecium Tode ex Fries

‘pertenece a los Fungl imperfecti, 6rden de Moniliales y familia

Tuberculariaceae.

La cepa de hongo NRRL 3195 de la especie de hongo
Myrothecium roridum’ crece a 27°C sobre agar de extracto de malta-
levadura con un micelio aéreo blanco, flojo. Los espordforos
abroquelados que inicialmente son de color verdg, adguieren una
coloraeidén negra mientras avanza el proceso de maduracidén, y confluyen
formando masas viscosas de esporos.El tallo del hongo muestra un lado
posterior amarillento y desarrolla un pigmento soluble de color
amarillo elaro. |

Los espordforos se componen de soportes de conidios rectos,

septalizados y ramificados, que llevan fialidas ligeramente claviformes,
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las que forman una capa semejante al himenio. Los conidios c¢ilindricos,
de color verde aceituna elaro, redondeados a ambos extremos, se forman
sobre estas fialidas. Generalmente contienen dos gotas de acelte y
miden 6.5-9.5 x 1.7-2.6/u.

También es posible producir el antibidtico SL 2052 usando
otras cepas que pueden obtenerse de la cepa arriba indicada de
Myrothecium roridum Tode ex Fries, por ejemplo mediante seleccidn o
mutacién mediante rayos Ultravioleta o rayos X u otros medios, por
ejemplo por tratamiento de cultivos de laboratorio con productos
quimicos adecuados.

La nueva cepa de Myrothécium roridum Tode ex Fries puede
cultivarse sobre diversos medios de cultivo que contienen las
substancias nutritivas usuales. Por ejemplo, son substanclas nutritivas
adecuadas para esta cepa de hongo las substancias nutritivas
generalmente usadas para organismos carbono-heterotrdficos; ejemplos
especificos de la fuente de carbono son: glucosa, almiddn, dextrina,
lactosa y azlear de cafia; como fuente de nitrdgeno pueden usarse
compuestos orginicos e inorginicos conteniendo nitrdgeno, siendo
ejemplos especificos la peptona, extractos de levadura y carne,
sulfato amdnico, nitrato amdénico y aminoidcidos; las sales minerales
usuales y 6lig0elementos también son adecuados para usarse en el
medio nutritivo.

Un método para producir el antibidtico SL 2052 consiste en
que se inocula un medio nutritivo liquido con 9onidios 0 micelios
de la nueva cepa de Myrothecium roridum. El cultivo puede, por
ejemplo, efectuarse bajo condiciones aerdbicas en cultivo estéatico de
superficie o en cultivo sumergido - mientras se sacude o en

fermentadores mientras se Introduce aire u oxIigeno con agitacidn.
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La temperatura de incubacidén puede ser de 20° a 35°C., Sin embargo,
se prefiere usar una temperatura entre 25° y 30°C y un valor pH de 5-7,
en cuyo caso se incuba el cultivo durante 4 a 10 dias.

.Se alsla el nuevo antibidtico, preferentemente extrayendo
el filtrado de cultivo con acetato etilico, pero también pueden usarse
otros disolventes, por ejemplo bencina, benceno, acetato butilico,
cloroformo o butanol. Seguidamente se separa el disolvente de los
extractos, por ejemplo mediante destilacidn, y se aisla el antibidtico
deseado mediante purificacidén cromatogrifica del residuo sobre
agentes de adsoreidn, por ejemplo alimina activada, gel de silice,
silicato de magnesio, o mediante distribucién a contracorriente.

El antibidtico SL 2052 tiene las caracteristicas sigulentes:
SL 2052 es un compuesto neutro, cristalino ¢ incoloro con la férmula
C23H2408’ un P,F. de 237-238°C y una rotacién especifica de [a]§o=
+84° (¢ = 0.5% en cloroformo).

Espectro Ultravioleta : méximos a 256 m/u (Log £ = 4.01) ¥y 291.5 m/u
(log ¢ = 5.82), hombra a 360 m/u
(log ¢ = 1.86) (en etanol) (Figura 1).
Espectro Infrarojo : inter alia bandas a 3150, 2955, 2950,
1755 hombro, 1745, 1680, 1545, 1470, 1380,
1230, 1210, 1145, 1105, 1030, 995, 970, 940,
905, 835, 795, 760, 725, 700 o
(1 mg/300 mg KBr) (Figura 2).

El antibibtico SL 2052 tiene un efecto fungistitico muy alto
hacia diversos hongos productores de infecciones. El antibidtico
ejerce una actividad especlalmente pronunciada hacia diversas
levaduras que producen Candidiasis en los seres humanos y en los

animales. El antibidtico SL 2052 ejerce una accién especialmente fuerte

hacia los hongos que producen dermatomicosis (dermatéfitos) en los
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seres humanos y en los animales. También indica una buena actividad

hacia los hongos que producen endomicosis (blastomicosis, aspergilosis)

en los seres humanos y en los animales.

En la prueba de la perforacién de difusidn de agar se

obtuvieron difmetros del area de inhibicidén de por lo menos 20 mm

(di&metro de la perforacidén 7 mm) usando las cantidades siguientes de

antibidtico:

Organismo:

Cantidad necesaria de
Cepa No. antibidtico disuelto

en 0,1 ml de metanol

al 5%
Candida albicans 5 1254 4/ug
Candida tropicalis S 1256 l/ug
Microsporum gypseum S 2418 So/ug
Trichophyton mentagrophytes S 1284 20/ug
Trichophyton tonsurans S 3108 20/ug
Trichophyton yaoundei S 3110 ° 30/ug
Cryptococcus neoformans S 1258 jo/ug
Blastomyces dermatidis S 1252 jo/ug
Blastomyces brasiliensis S 1251 50/ug
Aspergillus fumigatus S 133 50/ug

Paecilomyces varioti

S 1996 10 ug
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Método de ensayo:

Se colocan en cipsulas de Petri estériles 20 ml de un medio
nutritivo esterilizado que tiene una temperatura de 145°, conteniendo
2 % de extracto de malta (Schweiz.Ferment AG, Basilea), 0.75 % de
Ionagar No. 2 {Oxoid Div. de Oxo Ltd., London SE 1) y agua
desmineralizada. Después de haberse solidificado la capa basiea,
se colocan sobre esta capa basica 5 ml de una capa germinativa
esterilizada que consiste del mismo medio como la capa bisica, a la
que se ha afiadido una suspensidén de 7106 €sporos d;l hongo de ensayo,
después de haber enfriado a 40°C.. Se punzan perforaciones con un
difmetro de 7 mm en las placas de agar solidificadas bajo condiciones
estériles, y después de separar el pedazo de agar punzado se trasladan
las muestras de ensayo a probetas en porciones de 0.10 ml. Seguida-
mente se incuban las placas de ensayo a 27-37°C en una incubadora
durante 1-4 dlas hasta que los hongos muestran un crecimiento abundante.

Se miden los diimetros de promedio de las &reas de
Inhibicién (&reas sin crecimiento) de diversos ensayos paralelos.

El antibidtico SL 2052 no muestra un efecto perjudicial
sobre el aumento de las bacterias o sobre €l aumento de los cultivos
de tejidos animales, de modo que su efecto especifico hacia los hongos
es mds pronunciado.

La toxicidad aguda de SL 2052 en los ratones blancos asciende
a una DL-50 de 18 mg/kg i.p. o una DL-50 de 5 mg/kg per os.

El antibidtico SL 2052 puede usarse por si mismo como
producto farmacéutico, ya sea en forma pura cristalina o amorfa o como

concentrado bruto.
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Con el fin de producir preparaciones meéicinales adecuadas
se trabaja el antibibtico SL 2052 con adyuvantes orginicos o inorginicos
que sean inertes y fisioldgicamente aceptables. Las preparaciones |
pueden ademis contener adecuados agentes de conservacidn, estabilizacidn
¥y humectacidén y facilitadores de la solucidn.

La expresién "en forma de por si conocida” tal como se usa
aqui designa métodos en uso o descritos en la literatura sobre el
asunto.

En el siguiente EJjemplo no limitativo todas las
temperaturas estin indicadas en grados Centigrado. Los puntos de

fusidén se determinaron sobre un blogue de Kofler.
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Ejemplo:

Se Inoculan 10 litros de una solucién nutritiva conteniendo:
glucosa .« » .+ . . P e e e s s i e s e e s .. 20g
extracto de malta (Schweiz.Ferment AG) . . . ... 2g
PEPLONE & 4 4 4 4 6 b e e e e e e e e e e e e .. 2g

extracto de levadura Bacto (Difco) . . . .. ... 2g
KHQPO)‘L S e e e e e e e e e e e e e e
Mgsou -7 H20 ...... T e e e s e e e e s. 28
¥y agua desmineralizada hasta completar un litro,
en un fermentador (New Brunswick Co.,” EUA, tipo FS 514) con una
suspensidn de esporos de Myrothecium roridum, cepa NRRL 3195, y se
incuba a 27°C durante 96_horasrmientras se agita (450 revolueiones por
minuto). Se filtra la solucidén de cultivo ¥ se extrae el-filtrado que
tiene un pH de 4-5 tres veces, cada vez con 10 litros de acetato
etilico. Se lava el extracto de acetato etilico una vez con tres
litros de agua, se concentra hasta 1/10 de su volumen en un vacio,
se seca sobre sulfato magnésico, se filira y se separa el disolvente
completamente en un vacio. Se cromatografia el residuc (1.5 g) sobre
60 g de gel de silice (Merck 0.2-0.5 mm). Se eluye con cloroformo/
metanol (99:1) ({volumen de las fracciones 100 ml). Las fracciones
T7-9 contienen SL 2052 puro. La cristalizacidén de metanol/éter

proporeciona eristales incoloros con un P.F. de7237-258°.



NOTA »

Descrita suficientemente la naﬁﬁraleza del
invento, asi como la manera de realizarlo en la prdetica,
debe hacerse constar que las disposiciones anteriormente

5. indicadas son susceptibles de modificaciones de detalle
en cuanto no alteren su prineipio fundamental. También
se hace constar que el invento corresponde a una sollel-
tud de patente presentada en Suiza con fecha y nimero
siguientes: 6 de diciembre de 1965, n? 16.790/65, aco-

10. giéndose por lo tanto a los beneficios que concenden los
Convenios Internacionales en vigor, siendo lo nue consti-
tuye la esencia del referido invento y por lo que se so-
licita Patente de Invencidn por 20 afios en Ispalia sobre:
"PROCEDIMIENTO PARA LA FRODUCCION DEL N.UEV.0 ANTIBIOTICO

15, SL 2052"; caracterizdndoge por lo siguiente:

1.- Procedimiento para la produccidén del nuevo
antibidtico SL 2052 que tiene las caracteristicas si-
guientes: un compuesto neutro incoloro y cristalino que
tiene la férmula Cpzlp,0g, un P.F. de 237-2%89 y una ro-

20. tacidn especifica de [:o(jioz +842 (c = 0.54 en cloro-
formo), y que indica las sigulentes bandas en los espec-
tros Ultravioleta e Infrarrojo.

Espectro Ultravioleta: méximos a 256 m u (log & = 4.01)
y 291.5 m p (log £ = 3.82), hombro

25, e 360 mu (logf = 1.86) (en etanol);
Espectro infrarrojo: inter alia bandas a 315C,2955,2950,

1755 hombro,l745,1680,1545,1470,1380,
1230,1210,1145,1105,103C, 995, 970, 940, |
905,835, 795, 760, 725,700 om™+

30, (1 mg/300 mg KBr),
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caracterizado porque se culbtiva la cepa NRRL 3195 de la espe~
cie de hongo Myrotheclium roridum Tode ex Fries en una solu-
cidn nutritiva, y se aisla el antibidtico del Piltrado de cul-
tivo y se purifieca.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, oa-
racterizado porque se efectia el cultivo bajo condiciohes
aerébicas,

3.~ Procedimiento segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 y 2, caracterizado porqus se efectia el cul-
tivo a una temperatura entre 202 y 35%C y a un pH de 5 a 7,

4,- Procedimiento para la produceidn del nuevo
antibidtico SL 2052, tal y como queda substancialmente des-
crito en la presente Memoria, e ilustrado en los dibujos ad-

Juntos.

Esta Memoris cohsta de loiaojaé eseritas a mé-
quina por una sola carad

fadrid s
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