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El presente invento concierne a un método de
aislar un nuevo antibidtico fungicida a partir de un
medio de fermentacidén, o posiblemente también a partir
de un micelio filtrado del basidiomiceto Oudemansiella
mucide (Schrad ex Fr. Héhn), producido por el método de
la Patente checoeslovaca (v %592-65). Bl antibibtico
fungicida conocido no ha sido todavis aislado en forms
pura.

El método de aislar un nuevo antibibtico fun-
gicida de acuerdo con el presente invento estd caracte-
rizado porque el medio de fermentacién, o micelio, es
extraldo con un disolvente orgénico, tal como un aleohol
alifdtico con 1 a 5 dtomos de carbono, un 8ster de 4ci-
do acético con este alcohol, hidrocarburos alifdticos
o cicloalifdticos con 6 a 10 4dtomos de carbono, hidro-
carburos alifdticos clorados con 1 & 2 dtomos de carbo-
no, hidrocarburos aromgticos con 6 a 7 dtomos de carbo-
no, o cetonas aliféticas con 3 a 7 dtomos de carbono, o
posiblemente un compuesto de los disolventes indicados,
después de lo cual se destila el extracto crudo, prefe-
riblemente en vacio, y se purifica de los residuos de
disolvente, y el antibidtico puro es producido entonces
a partir del concentrado por medio de oromatografia so-
bre AI|203 o gel de sflice,

Otra caracteristica de este método es que el
antibidtico puro se produce a partir del concentrado por
medio de uns re-destilacibén o destilacién repetida.

Una caracteristica adicional de este método
es que el antibidtico puro se obtiene a partir de un

concentrado aplicendo la combinacién de une re-destila-
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¢ dimientos antes descritos es evaporado a vacio se obtie-

*do que se obtlens a partir del filtrado, que resulta -

ne un producto oleoso coloreado de pardo usualmente, que

1 tﬂﬂ.ﬁﬂzl
"\
cidn y une separacidn por cromatografia. El aislemien~ "
to del nuevo antibidtico fungicida a partir de un medio

de crecimiento por fermentacidn, en el que estd conte-

nido parcialmente (aproximademente en 1/5) en una solu- |
cidn y en el que, sin embargo, estd unido en su mayor -

parte al micelio, se realiza en princinio de acuerdo -

con el presente invento preparando primero un concentra-

después de la filtracidn del micelio, por una extraccidn
miltiple en un extractor en contracorriente, utilizando
un disolvente inmiscible con agua apropiado, sin ningin
ajuste previo del pH. Como disolventes se pueden apli--
car, por ejemplo, acetato de butilo, cloroformo, huta-—
nol, ete. Ia sustancia activa ge puede oblener mejor a
partir del micelio filtrado, que ha sido secado por me-
dio de los métodos comunmente conocidos de extracciones
repetidas con un disolvente orgf@nico, para cuyo fin se
pueden aplicar egteres, éteres, hidrocarburos clorados,
alcoholes inferiores, o posiblemente hidrocarburos aro-
médticos. La extraccidn se puede llevar a cabo mezclando
simplemente y filtrando con succidn, o mejor & una tem-
veratura mdis alta en un extractor apropiado. La extrac-
cibn con disolventes miscibles con agua se puede reali-
zar también a partir del micelio himedo. Ia estraccidn
con disolventes inmiscibles con agua a una temperatura
mds alta puede ser combinada ventajosamente con una pre-—
via deshidratacidn del micelio himedo con destilacidn -

azeotrépica. Si el extracto obtenido en uno de los proce-
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; ficada a la temperatura normal. Filtrando con succidn la

:blemente compuestos de estos disolventes. El procedimien~
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contiene aproximadamente 15 a 20% de la sustancia acti-
va.,

Se han desarrollado varios métodos para produ-
cir sustancias puras apropiadas para ubilizacidn ulte-——

rior (también se puede utilizar ya el concentrado). ElL
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concentrado obtenido por medio de la extraceidn puede -

ser purificado de una cierta parte de los componenies —

inertes, por ejemplo disolviendo en cloroformo y dildyeh}
do 1a solucidn con éter de petrdleo. Mediante un proce—-~
dimiento de sedimentacidn, se separa un aceite oscuro y

Vviscoso que entonces, después de una sedimentacidn aéi;

cional, solidificada después de la separacidn. Toda jé -
sustancia activa permanece en solucion. De manera simi-- |
lar, la purificacidn parcial de los extraclos crudos pue
de efectuarse agitando en aproximademente 15% en volumen
de agua mientras que la suspensidn obtenida despuds de |

18 horas de sedimentar resulte casi completamente solidi

sustancia inactiva separada, se produce un concentrado -
ya considerablemente puro, usualmente sélo ligeramente -
coloreado de amarillento. |

Se puede producir una sustancia activa prdeti-
camente pura directamente & partir del concentrado crudo
por la aplicacién de cromatografia sobre: fxido de alumi-
nio, o gel de gilice, u otros adsorbentes. El cromatogra
ma es revelado utilizando un disolvente apropiado, tal -~ !

como éter de petrdleo, benceno, éter, cloroformo, o posie

40 de cromatografia puede ser vigilado simplémente obser-

vando la columna o los eluadtos & la luz wltravioleta., -~
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Los compuestos activos manifiestan, a diferencia de = 7|~

los compuestos inactivos que lo acompafian, una fluoreg

cencia oscura especifica (extincidn). Una comprobacidn

de la cromatografia pueds realizarse ficilmente median- !

te una cromatografia en capas delgadas con una detec—-

cibn en la luz ultravioleta, mediante nitrato de plata

amoniacal que proporciona unad zona reduchora oscura, -

Ia purificacidn por cromatografie puede ser repetida -

posiblemente. Si la cromatografia se realiza correcta-

mente y la sustancia activa es separada de los componen !

tes inertes, la respectiva fraccidn puede ser transfor-
mada en el antibidtico cristalino, despuds de una evapo
racidén cuidadosa del disolvente,

Finalmente, se ha encontrado que, en un vacid
suficiente, el concentrado crudo puede ser destilado -
gin perder su actividad bioldgica. A una presidn de —-
0,01 a 0,005 mm de Hg puede destilarse aproximadamente
el 75% del concentrado crudo. Despuds de una posible -
re-destilacion, el destilado obtenido puede ser crista-
lizado directamente inoculdndolo con un antibidtico pu~
ro.

Seguidamente se indican las constantes del an-
tibidtico puro., EL antibibtico puro es una sustancia --
cirstalina blanca de cardcter neutro, que tiene un pun-
to de fusidn de 51 a 532C, soluble en la mayor parte de
los disolventes orgdnicos, ligeramente soluble en agua.
Ia actividad dptice, medida en benceno, es de + 332 —=
(e=10) a 546 mu. Cuando es expuesio a la luz ultraviole-
ta o de infrarrojos, despliega un espectro caracteristi-

co, En los dibujos anejos, la Fig. 1 muestra el espectro
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lico). La figura 2 muestra el espectro de ultravioleta

del antibidtico puro en KBr. La fig. 3 muestra un croma
tograma del extracto concentrado o espesado crudo del -
5 nicelio filbtrado sobre una capa delgada de 1'11205 en el
sistema de éter de petrdleo-éter~Acido acético que tie-
ne unas proporciones de 90 : 10 . 1. En la fig. 3a, los
nimeros indican: l=iniciacidn, 2=parte frontal, 3= sus-
tancia activa. En la fig. 3b los nlmeros indican: l=ini
.10 ciacibn, 2=parte frontal, 3=zona de inhibicidn en la gﬁ
tobiografia de Sacharomyces cerevisias. La sustancia -
contiene carbono, hidrdgeno y oxigeno. El peso molecu-
lar, tal como se muestra por espectografia de masas, es
de 258. Bl resulbado del anflisis elemental, que es de

15 7%,92% de U, 7,26% de H y 18,82% de O, corresponde lo
‘ més apropiadamente a la composicidn Uy 681803

1l antibidtico es considerablemente estable,
puede ser destilado en alto vacio y su actividad no va
ria incluso por un almacenamiento de larga duracidn a
20 la temperatura de 4 a 309C.

¥l antibibdtico es activo contra un cierto nf-
mero de hongos, incluyendo dermatofitos, Litomicetos,
fungi imperfectio, hongos imperfectos y ascomicetos, pe-

ro es completamente inactivo contra las bacterias.

25 Ta concentracidn de inhibicion
‘ minima del antibidtico es un
HMicroorganismos ensayo realizado por la tecni
P - - eg de difusion en agar ug/ml
Candida albicans 10
Candida tropicalis 1o
50 Candida pseudotropicalis 10 -
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Candida perapsilopsis

Candida zeilano 10
Candida gulllermondi 10
Candida cruasel 10
Aspergillus niger 10
Asopergillus cryzas ' 10
Aspergillus fumigatus 10
-Penicillium sp. 100
Mucor sp. 100
Saccharomyces cerevisias 1
Geotrichum ap. 0
Trichophyton rubrum 300
Trichophyton mentagrophytes 100
Trichophyton astero 10
Trichophyton rosaceum 100
Microsporun canis . 300
Sporatrichum schenckil 200
Coccidioidea immitis 100
Blastomyces dermatitis 100
Torula utilia 100

La realizacién del ensayo: Discos de papel de
filtro de un didmetro de 6 mm fueron impregnados con el
antibidtico, fueron dilufdos en una mezcle de alcohol
et{lico y &ter (1:1) y, después de heberse evaporedo el
disolvente, fueron colocados sobre la superficie de un
medio nutriente de agar, y fueron inoculados con el res-
pectivo microorganismo de enseyo. Después de la incuba-
cién a una temperatura apropiada, se determindé o averi~

gué el aspecto de las zonas de inhibicién.
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Ia toxicidad de una aplicacién intraperito-
neal de una suspensidn al 17 en agua, para ratones, es
de 250 mg/Kg de peso corporal, con una aplicacidn oral
de 500 mg/Tg. _

Fn un2 aplicacidn intramusculser o externa a
conejos, no se ha encontrado una absorcidn del antibid-
tico en la circulacidn sangiinea. Sangre tomada en las
horas 22 y 52 despuds de la aplicacidn del antibiotico,
por medio de puncidn cardieca, no ha mostrado ni siquig
ra un vestizio de la actividad antibidtica en el suerc.
El ensayo se llevd a cabo mediante la técnica de difu~—
sidn en agar con el microbio de ensayo Sacharomyces ce-
revisiae Sc-2/V. Con une aplicacidn en la piel y en el
saco conjuntivo de conejos, el antibidtico probd no ser
irritante.

Por sus propiedades, el antibidtico estd des~
tinado para una aplicacidn externa, preferiblemente en
formae de unglientos y pulverizaciones.

El invento puede ser aplicado en la prdctica
de acusrdo con los siguientes sjemplos, sin estar limi-
tado exclusivamente 2 estos ejemplos. Los Ejemplos 1 a
5 conciernen @ la preparacion del concentrado, losg Ejem
plos 6 a 8 a la produccidn del producto puro.

Ejemplo l.~ 2.400 litros de medio filtrado -
fueron extraidos sin ajuste del pH con acetato de bubi-
1o en un extractor en contracorriente en la proporcidn
de 1:5 y el extracto transcarante obtenido fué concentra
do en un evaporador de pelicule a una temperatura mixima
de 602C hasta un volumen de aproximadamente 40 1. Se rea

1izd el tratamiento ulterior evaporando los residuos —-
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" pregnados con tricloroetileno y, agitando, se elimind -
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del disolvente en un evaporador rotatorio de vacfo: Es— |

te procedimiento produjo un total de 670 g de concentra
da oleoso crudo del antibidtico.

Ejemplo 2.~ Filtrando 2.400 1 de medio Qe fer
mentacion en un filtro rotatorio se obtuvo un total de
121 Kg de mice;io,hdmedo, que fue secado en un secador
de vacio & una temperatura mdxima de 55°C, Bste procedi-
miento produjo 23,5 Kg de micelio seco. Bste fue despuds.
desmenuzado finamente y extraido mezcldndolo 5 veces = -
con 35 litros de cloroformo en el curso de 1 hora, y eé -

gseguido por filtracidn. Los extractos con cloroformo -

i
reunidos fueron evaporadeos en un evaporador de vidrio -

con circulacidn a una temperatura mdxima de 30¢C y los
residuos del disolvente fueron evaporados en un evapora-
dor rotatorio de vidrio. EL rendimiento fue de 2.139 g -
de concentrado oleoso crudo de la sustancia activa come
antibidtico.

Ejemplo 3.- 10 Kg de micelio himedo fueron im-

el agua por destilacidn azeotrdpica con un reflujo o de-
volucidn constante de la parte organica del destilado. -
Después de secar, se realizd una extraccidn repetida del
micelio deshidratado con tricloroetileno, similarmente -
al ejemplo 2 anterior. Mediante un procedimiento de con-
centracidn en vacio en un evaporador rotatorio con circu~
lacidn se obtuvieron 1.072 g de concentrado oleoso crudo.i
Bjemplo 4.~ 8,5 Kg de micelio secado por medio
de liofilizacidén fueron extraidos con éter en el aparato
de Soxhlet (cambidndose el disolvente aproximadamente 6

a T veces en la parte de extraceidn del aparato) y des——

-o- 345346
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to de 1.050 g de concentrado oleoso crudo.
_ Ejemplo 5.- 11,2 Kg de micelio himedo obteni-
do filtrando el medio de fermentacidn, fueron suspendi-~

dos en 25 litros de metanol, se calentaron hasta 40°C -

con agitacidén y despuds se filtraron con succidén. ELl mi-:

celio filtrado con succidn fue suspendido de nuevo adi- |

cionalmente en otros 25 litros de metanol, fue calenta-_

do, filtrado, y se repitié después 2 veces el procedi-- |.

miento. Tog filtrados metandlicos reunidos fueron con— .

centrados en un evaporador de vacio con eirculacion ¥
los residuos, que se separaron en dos capas, fueron ex-
trafdos 2 veces con 20 litros de éter de petrdleo. Se-
parando la capa de éter de petrdleo y destilando el di-
solvente, se obtuvo un rendimiento de 1,135 g de concen-
trado oleoso del antibidtico.

Ejemplo 6.~ 160 g de concentrado oleoso en -
500 ml de dter de petrdleo fueron colocados en una co—-
lumna de 1,7 Kg de 6xido de aluminic (akt-II), impregna-
dos con éter de petrdleo. Después de la impregnacidn en
la columna se introdujeron 3.000 ml de éter de petrdleo.
Mediante este procedimiento, se alcanzé una separaciodn
suficiente de la sustancia activae como antibidtico & -
partir del metabolito original, una parte del cual yé -
habie pasado al elvato (la sustancia despliega una fluo-
rescencia azul y violeta). La deteccidn de las zonas ine
dividuales se efectud en la luz ultravioleta. Ia sustan-

cia activa formé una capa de 30 em de altura en el cen-

tro de la columna. Bl absorbente habia sido separado 2 -

presidn de la columna y esta capa fue separadz mecinica-

-0~ 345346
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cloroformo. Une concentracidn del extracto produjo final'!

mente 32,5 g de aceite amarillo claro, muy viscoso en = g
frio, que tenfa una actividad de 4.325.000 unidades/g. |
Mediante una cromatografia de comprobacién en ;
una capa delgada en gel de silice en el sistema de éter
de petréleo-éter-deido acético de proporeidn 90:10:1, -
.86 encontrd la presencia de cantidades muy pequefias de

materiales acompafiantes en el antibidtico obtenido. Por

una inoculacidn con un cristal del antibidtico puro, el

aceite obtenido en el procedimiento anterior se separd
por cristalizacidn despudés de 3 dfas. Entonces fue im~
pregnado con dter de petrdleo enfriado, se filtrd con -
succidn y se lavéd a través de éter de petrdleo enfriado
y se secd en vacio, el cual procedimiento produjo el -
antibidtico cristalino blanco con un punto de fusidn de
49 a 51°C,

Ejemplo 7.~ Se logrd el mismo resultado que -

en el Ejemplo 6, utilizando gel de silice como absorben- ;
te y revelando un compuesto de éter de petroleo y éter -
en una proporcion de 9:1, siendo de 20:1 la proporcidn =
del absorbente al antibidtico.

Ejemplo 8.- 500 g de concentrado oleoso produ~
cido por una extraccion fueron destilados en un matraz - |
de Hickmann & una presion de 0,01 mm de Hg calentado en
un bafio de metal de Wood. En el margen de temperaturas -
de 70 a 1879C, se efectud la destilacidn de un total de
231 g de aceite amarillo claro. Los mdximos de la sustan-
cia activa como antibidtico se encontraban en las fraccig

nes de 120 a 1409C. Se hubo de interrumpir la destilacidn

n- 343346
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adioional en vista de la descomposicion progresivamente.g
crociente de los residuos en el matraz de destilacidn. —f
Ia fraccidn obtenida de la sustancia activa contenia to- i
davia, de acuerdo con 12 comprobacidn efectuada por cro-
matografia, tal como se indica en el Ejemplo 6, una me-

nor cantidad de sustancias contaminantes., Por una desti~

[ A

lacidn repetida en alto vacio y recogiendo las fraccio-
nes de 1282 hagta 132°C, se obtuvo un destilado puro de
color amarillo claro de la sustancia antbibidtica prdcti.
camente pura, que contenia so0lo vestigios de sustancias
con fluoresgcencia agul. EL rendimiento era de 54 g.

La presente solicitud que corresponde a la -
o

ot S S B A LB B A AT S b P TS O T B¢ 04

presentada en Checbeslovaquia con fecha 18 de Enero de -
1.967 bajo el n® PV 437-67, se acoge 2 los beneficios -

del Articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad In-

dustrial.

-NOTA -~

Los puntos de invencidn, propia y nueva, que !
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencidén en Espafia por VEINTE afios, son los

glguientes:

1.~ Un método de aislar un nuevo antibidtico =
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fungicida a partir de un medio de fermentacion, o posi;
blemente también a partir de un micelio filtrado, carag
terizado porque el medio de fermentacidn, o el micelio,
es extraido con un disolvente orgdnico, tal como un al-
cohol alifdtico con 1 @ 5 dtomos de carbono, un éster -
de deido acdtico con este alcohol, hidrocarburos alifd-
ticos o cicloalifdticos con 6 a 10 dtomos de carbono, -
Jhidrocarburos alifdticos clorados con 1 a 2 dtomos de -
carbono, hidrocarburos aromiticos con 1 a 2 dtomos de -

carbono, o cetonas alifdticas con 3 a 7 dtomos de carbo

no, o posiblemente un compuesto de los disolventes.indi-
cados, después de lo cual el extracto crudo es destila-
do, preferiblemente en vacio, y es purificado de los re-
siduos del disolvente, y entonces se obtiene el antibid-
tico puro & partir del concentrado por medio de cromato-
grafia sobre Al,03 o gel de silice.

2.~ Un método de aislar de acuerdo con la rei-

vindicacidn 1, caracterizado porque el antibidtico puro

es obtenido a partir del concentrado por re-destilacidn. -

3.~ Un método de aislar de acuerdo con las Tei
vindicaciones 1 y 2, caracterizado porgue.el antibidtico
puro es obtenido a partir del concentrado por una combi-
nacidn de re-destilacidn y de separacidn por medio de -
cromatografia,

4.~ Un método de aislar un nusvo antibidtico -

; fungicida,

Tal v como ge ha descrito en la Nemoria que -
antecede, representado en los dibujos que se acompafian y
para los fines que se han especificado.

La presente lemoria consta de catorce hojas -

5-945346
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