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MEMORIA DESCRIPTIVA

que se presenta para unir a la solicitud

de

PATENTE DE INVENCION
formulada el 16 de diciembre de 1966, bajo el nf 334.579

en '

EsPANA
por YVEINRTE eafios

a nombre de CESKOSLOVENSKA AKADEMIE VED, entidad checoslo~
vaca, establecide en Praga, Checoslovaguia,por:
"METODO DE PREPARACION DE CULTIVO PARA LA FRODUCCION IE UN
NUEVO ANTIBIOTICO FURGICIDAY.
T —

El objeto de la presente invencidn es un métndo
pera preparer un cultivo para la produceidén de un nuevo an-
tibidtico fungicida.

De entre los antibidticos fungicidas se han veniw-
do usando especlalmente hasta ahora dos preperaciones pro-
ducidas por fermentacidn. Una de ellaé; la fungicidina, es
producida por el actinomiceto Streptomyces noursei (patente
EE.UU. 2.797.183)3 la segunda, griseofulvina, es producida
por el hongo Penicillium griseofulvum (patente briténica
784.618). Ambas preparaciones se aplicen principelmente por
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via bucal; pars su aplicacidn exterﬁgéblas forﬁas apropiadas

de fungicidina se producen en forma de ungiento o polvo de tal-
co. En vista de esta situacidn, ydl peligéo, bien reconocidb,
de formacidn de microorganismos patogenos resistentes, el pro-
blema de obiener nuevos antibidticos fungicidas es aun may
topico. Una de las nuevas posibilidades de obtener tal anti~
bidtico es el método descrito en la presente invencion.

Segin la invencidn, wn cultivo sumergido para pro-
ducir el nuevo antibidtico fungicida se prepara como sigue:
se cultiva un cultivo puro del basidiomiceto Oudemansielle
mucide, en un cultivo sumergido, a de 15 a 302C durente de
6 a 8 dias, en un medio liquido de crecimiento que contiene,
como fuentes de carbono y nitrdgeno asimilables, carbohidra-
tos, lipidos, aminodcidos, sales amdnicas, nitratos, o mate-
rias primas que contengen teles compuestos; y como sales mi~
nerales nutritivas, sulfatos, cloruros, fosfatos, yoduros,
boratos y/o carbonatos de caleio, godio, potasio o magnesio,

cine, cobre, cobalto, mangeneso, hierrc ferroso o férrico.
Les fuentes asimilables de carbono y nitrdgenc se aplicen
convenientemente en concentracidn de hasta 15%, y las seles
en concentracidn de hasta 5%, referido al peso del medio nu-
tritivo.

El antibidtico producido por el anterior basidio-
miceto no se ha aislado todavia en forme quimicamente purs.
Sin embargo, se puede usar un concentrado del entibidtico pa~
ra aplicacidén contra las micosis de la piel. 1/0 g del cual
contiene aproximadamente de 30 a 50 unidades de actividad de
fungieidina. Une solucién apropiedemente concentrada de este
extracto, en un disolvente orgénico adecuado, se puede usar

directamente, externamente, contra diversas micosis de la piel,

-
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En este tipo de eaplicacidm, la preparacidn no tiene efec-
tos tdéxicos ni secundarios. El concentrado aceitoso es

muy estable al cslor, y su activided antibidtica no dis=
minuye ni siquiera después de 30 min a 1002 C. Su solu=
cifn en éster et{lico u otro disolvente orgénico adecus-
do presenta wnos picos de absorcidn especificos en la re-
gién ultravioleta, a 205, 211, 223, 229, 237, 284, 292,

299 y 312 m /4,4( +41m /u), habiéndose establecido que los
picos son debidos a2 la presencie del compuesto activo.

El espectro obtenido muestra que la sustancia -
activa no es idéntice a ninguno de los entibidticos fun-
glcidas descritos hasta ahora.

El orgenismo gque produce el nuevo antibidtico
segin la invencidén es el basidiomiceto Oudemensiella mu~
cida (Schrad. ex Fr) Hohn, siendo sus sinonimos, segin
Singer (R. Singer: Los-agaricales en la moderna taxonomia.
Ed. J. Creamer, Weinheim, 1962): Armillaris mucida Kummer,
Collybia mucide Quél., Lepiota mucide Schréter, Mucidwla
mucide Pat. Pertenece al orden de los.agaricales, familie
de las agaricédceas, subfamilis de las collybiocideas. El
agspectc y la existencia de su cuerpo naturgl fructifero ha
sido desecrito por Singer y por Cartwright y Findlay (K.S.G.
Cartwright y W.P.K. Findlay: Descomposicidn de la madere
y su prevencion, His Majesty's Stationery Office, Londres,
1964).

Se puede obtener un cultivo puro de laboratorio
por trasplante estéril de un cuerpo natursl fructifero, e
Incubando el trasplante en un medio de agar inclinado. El
cultivo puro crece en ager de mosto de cerveceries, en for-

ma de wn micelio blanco pearecido & algodén—lana, que 68 =
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asporogénico (que no produce esporas), forma montones e
hifas ramificadas y partidas de 2 a 5 de espesor. En el-
gunos casos, el cultivo puro da como resultado le forma-
cibén esponténea de cuerpos fructiferos que aleanzen casi
gsiempre menores tamafics que los natureles.

Método de produceién de antibidticos.- EL método
de preperacidén aqui inventado transcurre partiendo de ﬁn»
cultivo inclinado de agar, que se usa para inocular un me-~

dio nutritivo en frascos agitadores. Los cultivos liguides -

gque equl se hacen crecer se usan para inocular un medio

de crecimiento en un depdsito de inoculacidn, desde el
cual se transfiere un indeulo & un medio de fermentacidn
en un depdsito de produccidn. De otra forma, el basidiomi-
ceto Oudemansiella mucida se puede hacer crecer en un cul-
tivo superficial. Tedricamente se podria obtener el anti-
bidtico del hongo obtenido por recoleccidén en campo de in-
dividuos que crecen en estado salvaje, pero egte método
esté fuera de consideracidn para explotacidn industrial.
Es més ventajoso aplicar una cultivacidn sumergida, segun
el método anterior.

El medio de crecimiento contiene una fuente de
carbono asimilable y nitrdgeno, orginico o inorgénico, sa-
les minerales nutritives, y trazas de los diversos meta-
les presentes principalmente como impurezas en los otros
componentes del medio de crecimiento. Como fuente de car—
bono asimilable se pueden usar lipidos (aceites vegetales
o enimales), diversos polioles (por ejemplo glicerina),
carbohidratos asimilables (por ejemplo glucosa, sacarosa,
fructosa, meltosa, dextrina, almiddn ordinario o soluble,

derivados solubles de la celulosa), y otros carbohidratos
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0 sustancias que contienen carbohidrato, solubles en agua

0 &l menos parcialmente solubles (por ejemplo melazas, mosto
de cerveceria, hidrol,etc.), Como fuente de nitrégeno asiﬁi-
lable se pueden usar diversos compuestos tales como aminodoi-
dos o sustancias que contienen aminodcidos, por ejemplo e
seina (también hidrolizada), harina de pescado, harina de
soja, extractos de carne, pepitona, residuos de alambique,
levadura (también extractos o sutolizados), liquido de mu~
ceracion de grano, y otrog compuestos nitrogenados de ori-
gen animsl o vegetal. Ademds, como fuentes de nitrégenq se
pueden user diversos compuestos quimicos que contienen ni-
trogeno de amonio, amina, amida, nitrato o nitrito. Se reco-
mienda afadir diversas sales minerales teles como las de 80~
dio (por ejemplo cloruro), calcio (por ejemplo carbonato),
magnesio (por ejemplo sulfato), fosfatos, etc. EL pH del
medio de fermentacidn se fija, antes de la esterilizacidn,
entre 3 y 7, pero es mejor que esté comprendido entre 5,5

y 6,0. La fermentacion puede transcuréir a temperaturas de
15 a 309C, mejor de 18 a 252 C,

El desarrollo de un cultivo sumergido es més len=
to que con actinomicetos o con penicilios. El crecimiento
méximo se alcanza usualmente al cebo de 5 a 6 dlas, y la
fermentacidén se detiene después de 6 a 8 dias, cuando es
méxime la produccidn del antibidtico. Los valores del pH
durante la fermentacidn cambian segun ko edad del cultivo
¥ la concentracidén de la fuente de carbono empleada. Para
un valor inicial del pH iguel a 5,5 se observa una dismi-
nucidn de 5,0 a 4,7 durante los tres primeros dies, segui
da por unea elevacion gradual hasta el valor final de 6 a

T+5. La actividad entibiotice de las muestras de fermentaw
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cidén aumenta solo lentamente durante los 3 o 4 primeros
dias, tres lo cual sigue une répida elevacidn, hasta el
velor final de 10.000 & 70.000 unidades de fungicidins
por mls entonces cesa el procedimiento de fermentacidn.
La intensidad de aireacion varia entre 0,5 y 2 litros de
aire por litro de medio de crecimiento por minuto, sin
ningin efecto sustancial sobre le produccién de antibidti-
co.

La invencidn se puede aplicer en la practica
segin los sigulentes ejemplos, sin limitarse exclusive-
mente 2 estos ejemplos. La actividad del antibidtico pro~-
ducido se determind mediante titulacidn microbioldgice
por difusidn en placa, con la cepa Candida albicans SﬁU,
usando fungieidina como norms de referencia, y se expre-
88 en unidades de fungicidina por ml de medio de fermen-
tacidn.

Ejemplo 1

Se trasplante un bloque de tejido micelial de un
cuerpo natural fructifero del basidiomiceto Oudemensiella
muclide, usando un escalpelo estéril. Se transfiere a un
tubo de ensayo con un medio inclinado de agar y mosto de
cerveceria, y se inouba a de 20 a 252C. Después del cre-
cimiento, el cultivo micelizl se inoéula de nuevo en tu-
bos con medios inclinados de agar y mosto de cerveceria.
Después de 10 dfas de orecimiento, los cultivos se mantie
nen en una nevera a 4 420, y, cuendoes necesario, se usen
como indculo pare inocular frascos, 0 pars nueves inocula-
ciones en medios solidos de ager.

Ejemplo 2

Se ponen en un fermentador de 50 litros 28 litros del si-
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guiente medio de fermentacidn:

Glucose 3%
Liquido de macerscién de greno (50% peso en seco) 1,5%
Sulfato de megnesio cristalino ' 0,15%

El pH se ajusta a 5,5, y la esterilizacidn se
efectia durante 60 min en vapor de agua que circula, y |
durante 60min a 1202C. Después de enfrier hasta 23¢ C,
el fermentador es inoculado con untotal de 1200 ml de cule-
tivo sumergido de Oudemensiella mucida, procedente de tres
matraces Erlenmeyer de 2 litros que contienen, cada unui“;
400 ml del mismo medio, previamente incubado durante 120 .
horas en un agitador alternativo. El cultivo del depdsito
de inoculacidén es aireado con 0,7 volimenes de aire por
volumen de medio de fermentacidén por min, y se agite du-
rente 96 horas. Luego e usa para inocular el depdsito de
fermentacidn de produccidn, de 1000 litros de capacidad,
que contiene 700 litros del siguiente medios

Glucoss 5%
Iiguido de maceracidn de grano (50% peso en seco) 2%
Sulfato de magnésio cristalino 0,15%

El pH se ajusta, antes de esterilizer, a 5,5. La
fermentacidn transcurre durante 168 horas a 23+12C, con unsa
intensidad de sireacidn de 0,7 volimenes de ai;e-por volu~
men de medio por min, y 400 rpm del agitador. Despues de un
primer descenso del pH, hasta 4,7, sigue un sumento hastae
6,4, La actividad antibidtice final del medio de fermentew
cidn es igual & 58.000 unidades de fungicidina por ml.

Ejemplo 3
Un fermentador de produccidn, de 1000 litros, se

llena con 700 litros del medio sigulente:
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Glucosa 2%
Harine de soja 3%
Melazasg 0,6%

El velor del pH se ajusta a 5,5, anbes de esteri-
lizar, Lo esterilizacidn, inoculacidén y cultivo tramnseurren
como en el.Ejemplo 2. Al cabo de 144 hores, la concentracidn
de antibidtico llega = un velor de 65,000 unidades de Ffun~
gieidinsa por.ml.

Ejemplo 4
Un fermentador de produceidn, de 1000 litros, ge

llena con 700 litros del medio siguientes

Glucosa 6%
Liquido de maceracidn de grano (50% peso en seco) 1%
Nitrato aménico 0,24
Sulfato de magnesio cristaline 0415%

El pH se ajusta a 5,5, antes de esterilizar. La
esterilizacidn, inoculacidn y cultivo transcurren como en
el Ejemplo 2. Al cebo de 144 horas, la concentracidén de
antibidtico 1lega & 70.000 unidades de fungicidina por ml.
Ejemplo 5
Un fermentador de 1000 litros se llena con 700 li-
tros del siguiente medio:

Sacarosa 2%
Almidén soluble 1%
Dextrina 1%
Residuos de alambique 0,5%
Fosfato aménico secundario 0,2%
Sulfato de magnesio cristalino  0,15%
Cloruro sédico 0, 2%
Cerbonato cdloico ‘ 0, 2%

-8-
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El pH se ajusta a 5,5 antes de egterilizar. La esteriliza-
cidn, inoculacidn y cultivo transcurren como en el Bjemplo _
2. Al cabo de 168 horas, se llega a una concentracidn de
antibidtico de 60.000 unidades de fungicidine por ml,
Ejemplo 6
La fermentacidén transcurre como en el Ejemplo SQV'
pero la sacarosa es sustituida por 24 de glicerina. Bajo
estas condiciones, se llega a una concentracidn de antibid=
tico de 56.000 unidades de fungicidina por ml.
Ejemplo i
Un fermentador de 1000 litros se llena con T00
litros del medio siguiente:

Glucosa 3,08

Asparagina 0,25%

Alenine 0,01%

Tartrato amdnico 0,05%

KH,P0, 0, 1%

MgS0, - TH,0 0,05%

CaCl anhidro 0,025%

NaCl 0,001% -

Trazas de In2T, Mn2¥, Fe?*o FeH, cu?t, co?t;

H3BO3, K1, vitemina B4, Bp, Bg, nicotinamide, pan

totenato cdleico.

El pH se ajusta & 5,8. La esterilizacidn,inocule-
cién y cultivo transcurren como en el Ejemplo 2. Al cabo de
144 horas, el ligquido de fermentacidn contiene una activided
antibidtica igual a 15,000 unidades de fungicidina por ml.

Ejemplo 8
La fermentacidn se efectia como en el Ejemplo 7,

pero la asparagine es sustituida por deide glutdmico, y la

-9 -



alanina por glicina. Bajo estas condiciones, la actividad
antibidtica del liquido de fermentacidn, el cabo de 144
horas, es igual a 14.600 unidades de fungicidina por ml.

Esta solicitud, que corresponde a la presenté-g
da en Checoslovaquia, con fecha 17 de diciembre de 1965,
bajo el n? P.V. 7592-65, se acoge a los beneficios del
articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propieded Indus~
trial,

N OoT A

Los puntos de invencidn, propia y nueva, que
ge presentan para que sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencion en Espafia, por VEINTE afios, son los
giguientes:

12.- Método de preparacidn de cultivo para la
produccién de un nuevo antibidtico fungicida, carscteriza-
do por un cultivo sumergido, a de 15 a 302C, de un oculti-
vo del basidiomiceto Oudemensiella mucida (Schrad. ex Fr.)
HOhn, en un medio liguido de crecimiento qué contiene, co-
m§ fuentes de carbono y nitrogeno asimilables, carbohidra=
tos, 1ipidos, polioles, eminodcidos, seles sménicas o ni-
tratos, o materias primes que contienen tales compuestosj
¥y como sales minerales nutritivas, cloruros, sulfatos,
fosfatos, yoduros, boratos y/o carbonatos de eelcio, so-
dio, potagio, magnesio, cine, cobre, cobalto, mengeneso,

hierro férrico o ferroso.

17-3-1967 -10 -



29,~ Método segin la reivindicacidén 1, caracteri-
zado por emplear fuentes de carbono y nitrdgeno en concen~
traciones de haste 15%¢, y sales nutritivas en concentracio=

nes de haste 5% (en peso/volumen).

5 30.~ Método de preparazcidén de cultivo para la
produceidn de un nuevo antibidtico fungicide.
Tel y como se ha descrito en la Memoria que an~
tecede, y con los fines que se han especificado.
Esta Memoriae conste de once hojas eseritas a 116
10 quina por una sola cara. 15 ™ 19@
Madrid,
P.A,
17-3-1967
IAG/
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