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Procedimiento para la produooión de antihongos.

Sñácitante AMERICAN CYANAMID CQMPANY, entidad norteamericana, 

residente en Berdan Avenue, Township of Wayne, Es­
tado de New Jersey, EE.UU. de A.

la presente invenolón se relaciona oon un 
nuevo antihongo, oon su produooión por fermenta­
ción, oon mótodos para su reouperaoión y concentra 
olón a partir de soluciones orudas, y oon procedi­
mientos para su purificadon. Los nuevos productos
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Bon activos contra una variedad de hongos, y los efectos del 

nuevo antihongo sobre mioroorganismos específicos, junto oon í 
sus propiedades químioas y físicas, lo diferencian de antihon; 
gos anteriormente desoritos. í

i
El nuevo antihongo, que ha sido'designado BH890, se j 

forma durante el cultivo bajo condiciones controladas de un i 

streptomioeto aislado a partir de una muestra de tierra fores 
tal recogida en Pennsylvania. Un cultivo viable de este nue­
vo microorganismo ha sido depositado en el Laboratorio de Co- ¡ 
leooion de Cultivo, División de Desarrollo e Investigación de 

Utilización de Norte, Departamento de Agricultura de los Es­
tados Unidos, Peoria, Illinois, y áoido agregado a su coleo- 

oión permanente. Es libremente obtenible en este depósito ba 
jo su número de advenimiento NRRL 3609.

La desoripoion e identificación de este nuevo microor­
ganismo, mantenido en la colección de cultivo de los laborato 
rios Lederle, Pearl River, New York, fueron suministrados por 
el doctor H. D, Iresner de estos laboratorios.

Se hicieron observaciones de las particularidades cul­
turales, fisiológicas y morfológicas del cultivo de aouerdo 
oon los métodos detallados por Shirling y otros, ¿“"Methods 

for Charaoterization of Streptomyoes Species*». Internet. 
Journ. of Syst. Baoterior. 16:313-340, (1966) J .  Los medios 

empleados en el estudio fueron seleccionados de aquellos reco 
mandados por Pridham y otros, / > A  Selection of Media for Mair 
tenanoe and Taxonomio Study of Streptomyoesh. Antibiotics An- 
nual (1956-1957), pp, 947-953_7, para el cultivo de streptom^ 
oetos. Los detalles se registran en las tablas I-IY, y ia 

desoripoion general del oultivo se dé más abajo. Los colores 

descriptivos subrayados fueron tomados de Jaoobson y otros,
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/""Color Harmony Manula". 3̂  eflit. Container Corp. of Ameri- ; 
oa, Chicago (1948)J7. I
Cantidad de desarrollo

Buena en la mayoría de los medios; leve en agar de so­
lución Czapek1e.

Mioelio aóreo y/o color de esporo en masa

Micelio aéreo blancuzco a grisáceo o canela; masas de 
esporo en matices grisáceos, que varían de Oovert Tan (? ge) 
a Natural (2 do) a Slate Tan (2 ig) a Oovert Cray (2 fe) a 
— -ig6 Brown (3 ig). Esporulaoión leve a fuerte dependiendo 
del medio.

Pigmentos Solublea

No se formaron pigmentos solubles en los medios emplea­
dos.

Color reverso

En tamices de amarillentos a grisáceos a verdoso oscu­
ro.

Reaooiones Fisiológicas Misnelármos,

Nitratos reduoidos a nitritos en oaldo de nitrato orgá­
nico; liouefaooion completa de gelatina en 14 días; no se pro­
dujeron pigmentos melanoides en agar de peptona-hierro; tole­
ra hasta 7 i> de NaCl en medio de desarrollo. Utilización de 
fuente de oarbón de aouerdo con el método de Pridham y otros, 
/""The Utillzation of Carbón Compounds by Some Aotinomycetales 
as an Aid for Speoies Determination". J. Baoteriol. ¿6:107-114 
(1948)_J oorno sigue: regular a buena utilizaoión de 1-arabino- 
sa, d-fruotuosa, i-inositol, laotosa, d-manitol, d-melibiosa, 
d-rafinosa, 1-ramnosa, salioina, d-trehalosa, d-xilosa, y glu- 
oosa? ninguna utilizaoión de adonitol, d-melizitosa y sucrosa. 
Mioromorfología
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Mioelio aéreo fuerte, dando lugar a oadena en espiral 
oompaotas oortas a esporos globosos a cilíndrioos cortos de 

0,5-0,6 yu x 0,9-1,1 yu; superficies de esporo lisas, como se, 
determina por microscopía eleotrónioa a 8000X. ‘i

En base a las características generales observadas, elí
i

cultivo es un miembro del género StreTjtomyoes. La esporula- j 
oión grisaoea, cadenas en espiral de esporos lisos y falta de 
pigmento de melanoide une el cultivo oon un grupo relativamen 
te grande de especies de Strectomvces. Sin embargo, ciertas 
oaraoterístioas tal oomo sus espirales oompaotos de esporos 
globosos a ocasionalmente cilindricos cortos sugieren tina es­
trecha relaoión oon especies del complejo de Strentomyces se­
mejante al higroscópico. Cuando se hicieron comparaciones con 
miembros de este grupo, fue evidente que.el nuevo cultivo di­
fiere en el sentido de que le falta la naturaleza higroscópi­
ca oonspioua de masas de esporos normalmente asociada oon 
S-higrosooplous. Adioionalmente, esporos de este ultimo son 

típioamente de apariencia falangiforme y cilindrica corta* 
Tresnar.y otros, "Morphologioal Spore Types in the Strepto- 
myoes hygrosoopious-llkes Complex". Appl. Miorobiol. 15*637- 

639 * (1967)_7, mientras que los de NRRL 3609 son en general 
globosos. Una semejanza muy sorprendente se oomprobó, sin 
embargo, oon las espéoies de Strentomyoes misionensis. Ceroos 

y otros, £ ^Misionina* antibiótico poliénioo producido por 
Streetomyoes misionensis n. sp. Revista de Investigaciones 
Agrícolas 16*5-28 (1962)__7. Se observó una conoordanoia bue­
na en el oolor de esporos, morfología de esporoforo, forma de 
esporo, oonfiguraoión superficial de esporos, produooión de 
pigmento de melanoide y esquema de utilización de fuente de 
carbón, tal particularidades culturales oomo el hábito de des.
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arrollo, color de micelio vegetativo y la aparienoia moteada 
de loe reversos de oultivo sobre ciertos medios, fueron maroé! 

demente similares. Cuando se hioieron comparaciones con des-j 

cripciones publicadas y/o cultivos de referencia de otras es­

pecies, no se encontró ninguna que se asemejara tan estrecha­
mente a este cultivo que 3-mislonensis. Por lo tanto, NRRL 
3609 sera de aquí en adelante considerado oomo una raza de esc, 
especie.

TABLA I

?fino°^er^St*0aS ^  cultivo de Streptomyoes misionensis NRRL

Inoubaclón 14 días 
Temperatura: 28°C

Medio Cantidad 
de des­
arrollo

Micelio aéreo 
y/¿ Esporos

Pigmen 
to so­
luble

Color
Reverso

Observa
clones

Agar de
solución
Czapek

Leve Micelio aéreo 
blancuzco. Es 
porulación le 
ve.

Ningu­
no

Inodoro

Agar de 
dextro- 
sa de a_3 
paragina

Bueno Mioelio aéreo 
blancuzco que 
se vuelve Co- 
vert Tan (2 gej 
en zonas de es 
porulación. Es 
porulaoión mo­
derada.

Ninguno Slate Tan 
(2 ig) a 
sin deno­
minación 
(18 pn) 
¿verde os 
curoJ7

Motea­
do re­
verso

Agar de 
Hiokey 
y Sres- 
ner

Bueno Micelio aéreo 
blanouzoo a 
gris, que se 
vuelve Natu- 
ral (2 do) en 
zonas de espo 
ruladón. Le­
ve esporula- 
olón.

Ninguno Bamboo (? 
ge) a sin 
denomina­
ción (18 
pn)

Moteado 
reverso t 
secto- 
reo mo­
derado

Agar de 
extrao­
to de le 
vadura “

Bueno Mioelio aéreo 
gris a canela, 
se vuelve S1 &- 
te Tan (2 ig) 
en zonas de 
esporulaoión. Esporulaoion

Ninguno Adobe 
Brown 
(3 ig) a 
sin deno 
minaoión 
(18 pn)

Moteado 
rever­
so; seo 
toreo 
modera­
do
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TABLA I (Continuación)
Hedió Cantidad 

de des­
arrollo

Micelio aéreo 
y/o Esporos

Pigmen 
to so­
luble

Color re. 
verso

Observa
oiones

Copos 
de arena 
Kuster

Buena Micelio aéreo 
gris a canela, 
que se vuelve 
Slate Tan (? 
ig) en zonas 
de/esporula- 
oión. Esporula 
oión moderada.

Ningu­
no

Lt. Mus- 
;tard Tan 
(2 ie) a 
sin deno 
minación 
(18 pn)

Moteado 
reverso? 
seoto- 
reo mo­
derado

Pasta de 
tomate 
Agar de 
harina 
de arena

Buena Mioelio aéreo 
gris a oanela, 
que se vuelve 
Slate Tan (P 
ig) en zonas 
de /esporula- 
ción. Leve es- 
porulaoión.

Ningu­
no

Yellow Ma- 
Ble (3 ng) 
a sin denc 
minación “ 
(18 pn)

Motea­
do re­
verso

Agar de 
dextrosa 
de patata

Buena1 Micelio aéreo 
blanco a gri- 
saoeo, que se 
vuelve Covert 
Cray (2 fe) en 
zonas de espo- 
rulaoión. Espo 
rulaoión mode­
rada.

Ningu­
no

Camel (3 
ie) a sin 
denomina­
ción (18 
pn)

Moteado 
reverso; 
leve hi 
droli- 
sis de 
almidón

Agar de 
Bennett

Buena Micelio aéreo 
gris a oanela, 
que se vuelve 
Slate Tan (? 
ig) en zonas 
de /esporula- 
oión. Esporu- 
lación moderada

Ningu­
no

Covert 
Brown (2 
li) a sin 
denomina 
oión (1F 
pn)

Moteado 
rever­
so; seje 
toreo 
modera­
do

Agar de 
almidón 
Sales 
inorgá­
nicas

Buena Micelio aéreo 
blancuzco, que 
se vuelve Bei- 
«e Brown tile) 
en zonas de ejs 
porulaoión. Es 
porulación ” 
fuerte.

Ningu­
no

Biscuit 
(2 eo) a 
Slate Tan 
(2 ig) a 
sin deno­
minación 
(18 pn)

Moteado 
rever­
so, sets 
toreo 
modera­
do
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T A B L A  II

Mioromorfología de Streptomyoea mislonenal NRRL 1609

Medio Mioelio aéreo y/o es 
truoturas saporíferas

Forma 
de es­
poro

Tamaño 
de es­
poro

Superfi­
cie de es 
poro ™

Agar de 
extrao­
to de le 
vadura “

Fuerte mioelio aéreo, 
que da lugar a cade­
nas oortas oompaotas 
en espiral de esporos

Globo­
sa! oo¿ 
sional- 
mente 
oilín- 
drioa 
oorta

0,5-0,6 /iX
0,9-1,1 yu

Smiith oo 
mo se de­
termina 
por mi- 
orosoopía 
por eleo- 
trón a 
80001

T A B L A III
Reaooion fisiológica misoelánea de Streptomioes misionensis NRRL 1609_____________ _______ _________

Temperatura: 28°C
Medio Periodo de 

inouhaoión
Cantidad de 
desarrollo Reaooion fisiológica

Caldo de 
nitrato or 
gánioo

7 días Buena Leve reducción de ni­
trato a nitrito

Caldo de 
nitrato or 
gánioo

14 días Buena Nitrato reducido a ni 
trito “

Gelatina 7 días Buena Leve liouaoión
Gelatina 14 días Buena Completa liouaoión
Peptona- 
Agar de 
hierro

24 horas Buena Pigmentos melanoides 
no formados

4-1H  NaCl 
en Agar de 
extraoto 
de levadu­
ra

10 días Tolera hasta 7 Jí NaCl 
en medio de desarrollo



T A B L A  IV
Diagrama de utilización de fuente de carbón de Strentoiayoes 
mieionensis NRRL 3609

Fuente de carbón

Incubación: 10 días 

Temperatura: 28°C.
Utilización 36

Adonltal 0

1-Arabinosa 3
d-Fruotosa 3
i-Inositol 2

Lactosa 3
d-Manñitol 3
d-Melezitosa 0

d-Melibiosa 3
d-Raffinosa 3
1-Rhamnosa 3
Salicina 3
Sucrosa 0

d-Trehalosa 3
d-Xilosa 2

Dextrosa 3
Control negativo 0

* 3-Utilizaoión buena 

2-Utilizaoión regular 
1-Utilización pobre 
0-Ninguna utilización

Se comprenderá que para la produooión del nuevo anti- 
hongo, la presente invención no está limitada a este organis­
mo en particular u organismos que responden totalmente a las
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oaraoteríeticas precedentes de desarrollo y microsoópioas que 

se dan con propósitos ilustrativos. En realidad, se desea y ! 

se quiere incluir el uso de mutantes producidos a partir de 

los organismos descritos mediante varios métodos, tales oomo | 

radiación I, radiaoion ultravioleta, mostaza de nitrógeno, ! 
exposioión de fagositos y similares.

EL PROCEDIMIENTO DE FERMENTA (Tmw 

El cultivo del organismo S-misiónensia puede llevarse 
a oabo en una amplia variedad de medios de cultivo líquidos, i 

Medios que son útiles para la jtfoduooión del nuevo antibióti 
oo inoluyen una fuente asimilable de carbón tales como almi­
dón, azúcar, melasa, glicerol, eto; una fuente asimilable de j 
nitrógeno tales oomo proteina, hidrolisato de proteina, piliJ 
péptidos, amino ácidos, licor fuerte de maíz, etc; y aniones 

y oationes. inorgánicos, tales como potasio, sodio, caloio, 

sulfato, fosfato, oloruro, eto. Elementos de vestigio tales 

oomo boro, molibdeno, cobre, etc; se suministran como impure­
zas de otros constituyentes de los medios. Aereación en tan­
ques y botellas se proveen forzando aire estéril a través o 

sobre la superficie del medio de fermentación. Se provee agí 
taoión adioional en tanques mediante un impulsor mecánico. Un 
agente antiespumante tal como ootadecanol al 1 JÉ en aoeites do 
lardo puede agregarse según sea necesario.

PREPARACION LE INOCULAflTON 
Se prepara una inoculación en frasco con agitador de 

SjmlBionenelB inooulando 100 mililitros entre medio de líqul 

do estéril en frascos de 500 mililitros oon raeduras o lava­
dos de esporos de un sesgado de agar del oultivo. El alguien 
te medio se emplea comúnmentet
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Cerelosa 
Harina de soya 
Lioor fuerte de maíz 
Carbonato de caloio 
Agua hasta

20 gramos 
10 gramos 

5 gramos 
3 gramos

1.000 mililitros

li

Los frascos se incuban a una temperatura de 25 a 290C, 
preferiblemente 28°C y se agitan vigorosamente en un agitador 
rotativo durante 30 a 4-8 hr. Estas inoculaciones de 100 mili 
litros se usan para inocular tandas dé 1 lt. y 12 lt. del mis 
mo medio en íermentadores de vidrio dé dos litros y 20 litros. 
La masa de inoculación se airea con aire estéril mientras se

i

continúa el desarrollo durante 30 a 4-8 hr. Estas tandas de j 
inooulaoión se usan para inocular tanques íermentadores.

FERMENTACION EN TANQUES
Para la producoión de BH890 en tanques íermentadores se

usa regularmente el siguiente medio de fermentación:
Almidón 52» 5 gramos

Harina de maíz 14 f 5 gramos
Licor fuerte de maíz 15,0 gramos
Carbonato de calcio 9,5 gramos
Sulfato de amonio 6,75 gramos
Caseina 3,0 gramos
Harina de semilla de algo

dón 2,5 gramos
Cloruro de amonio 2,0 gramos
Sulfato de manganeso 0,10 gramos
Agua hasta 1000 mililitros

- Se agrega aceite de lardo al medio en la oantidad de
0,8 v/v. Cada tanque se inocula oon aproximadamente 3
de inooulaoión preparada, como se describe precedentemente. Se

suministra aireaoión al régimen de 0,5 a 1,0 litro de aire es.30
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téril por litro de caldo por minuto y la mezcla de fermenta- j 
ción se agita con un impulsor accionado a 30Ó a 800 r.p.m. La¡ 

temperatura se mantiene a 25-29°C, generalmente a 28°C. La 
fermentación se continúa generalmente durante aproximadamente 

60 a 90 hr al término de lo cual se cosecha la masa.
PROCEDIMIENTO DE AISLACION

Luego de completarse la fermentación, la masa fermen­

tada que contiene el antihongo de la presente invención se 

filtra, preferiblemente con la adición de tierra de diatorneas ii
o oualquier otro auxiliar filtrador convencional. Normalmen­
te la almohadilla de masa de filtro de mioelio se lava con 
una pequeña porción de agua. Se descartan tanto el filtrado 

como el lavado. El antihongo se extrae a partir de la masa 
de miBoelio con metanol utilizando aproximadamente 1 litro de i 
metanol por oada 2,5 a 3,0 litros de masa líquida. General­

mente, una segunda extracción de la masa con una poroión mas 
pequeña de metanol asegura una extracción completa. Los ex­
tractos se combinan y se conoentran hasta una fase acuosa ba­
jo presión reducida. La fase acuosa se deja reposar durante 
la noche a 4°C. Al reposar se foxma un producto sólido crudo 
que oontiene componentes a los cuales se Isb refiere como 
BH890o( y BH890{* . El sólido se recoge y se lava con aoetona. 
El sólido lavado primero se seca con aire y luego se seoa so­

bre pentóxido fosforoso u otro agente seoador bajo presión re 
ducida.

El componente c( se prepara a partir de una porción 
del material crudo así preparado por recristalizaciones repe­
tidas. Esencialmente, el oomponente P se separa oomo una im 
pureza dejando el componente e( purificado en forma aislada. 
Laereoristalizaciones ee lleva a oabo disolviendo una por-
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oión de BH890 crudo en dimetilfonnamida y filtrando la solu­
ción. También pueden usarse otros solventes, tales como por ; 

ejemplo, dimetilacetamida y dimetilsulf óxido. Para precipi- ! 
tar el antihongo se usa etil acetato o etil acetato en agua, j 
Generalmente, oolooando la mezola en un ambiente frío (tempe­

ratura alrededor de 0-5°C), tiende a asegurar una precipita- | 

oión completa. El sólido cristalino se reooge por filtración 
y se lava con agua y oon aoetona y se seoa en aire. El proce 

dimiento de recristalizaoión generalmente se repite dos veces j 
para resultar en un BH890o( purificado libre- del componente0.

El componente P se prepara a partir áe una porción de 
BH890 crudo separando el material en los componentes o¡ y P 
por distribución a contracorriente de solvente. Un sistema de 
solvente útil comprende etil aoetato, butanol secundario, me- 
tanol.y regulador en la relaoión de 900 a 303 a 160 a 600 en 

volumen-respectivamente. El regulador se prepara combinando 
6,3 mi de trietllamina con 2 litros de agua, regulando a un 
pH de 7,5 con ácido acético glacial y diluyendo hasta 2400 mi 
oon agua. Oon un aparato de distribución a contracorriente 

de tubo 200 aproximadamente 300 transferencias son suficientes 

para una buena separación de los componentes. El progreso de 
la separación puede medirse por determinaciones de densidad Ó£ 

tica a 303 nyu y diagramando las determinaciones contra el nú­
mero de tubos. Se combinan las fraociones apropiadas, el lí­
quido se oonoentra y se liofiliza para recuperar tanto los com 
ponentes o( como (i .

CARACTERISTICAS FISICAS

los dos componentes BH890o( y-BH890p pueden distin­
guirse mediante características físioas seleccionadas. Las 

muestras analíticas de ambos componentes están esencialmente
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libre8 de cenizas. BH890c( se secó bajo presión reducida en 
un aparato secador Abderhalden sobre acetona en ebullloión duj 

rante 16 hr y BH890P se secó bajo presión reduoida sobre ii
22®5 80^re acetona en ebullición durante la noche,

los componentes BH890<^ y BH890 [3 contienen los elemen 

tos oarbono, hidrógeno, nitrógeno y oxígeno en sustanotalmen­
te los siguientes porcentajes en peso:

BH890o( BH890 &
Carbón 58,52 57,78
Hidrógeno 8,73 7,74
Nitrógeno 1,78 1,59
Oxígeno (dif) 30,97 32,89 |

\

El componente o( no tiene un punto de fusión definiti !
.  —  j

vo. Un espectro de absorción de infrarrojo de NH8904 en un j 
granulo de KBr se prepara de la manera convencional. Exhibe 
absoroión característica en la región del infrarrojo del es- 
peotro en las siguientes longitudes de ondas expresadas en 
miorones: 3,00} 3,42} 5,85} 6,13} 6,40} 6,48} 6,68} 6,87}
7,17} 7,57} 8,45} 8,87} 9,35} 9,65} 9,95} 10,02} 1 1 ,10} 1 1 ,35} 
1 1 *82} 13,35 y 14,37. la ourva de infrarrojo se muestra en 
la figura 1 de los dibujos que se aoompafían.

Componente c( en metanol demuestra máxima absorción ul­
travioleta a:

230 nyu (E - 315)

279 m/u (E * 298)

290 nyu (E » 588)

302 nyu (E ̂  . 905)

318 nyu (E ]*m  « 815)
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BH890o( da un equivalente de neutralización de 936 ouan 
do se titula en acido acético glacial oon áoido perclórico y 

un equivalente de neutralización de 962 cuando se titula en j 
piridina usando hidróxido de tetrabutil amonio.

la rotaoión específica de BH890Q( se determina en una 
variedad de solventes y los valores obtenidos se dan en la Ta­
bla V que sigue inmediatamente.

T A B L A  V
Rotaoión específioa de BH890*^ en varios solventes !

•--- ----—--- Il
Solvente Concentración

Limetilformamida 0,988 . . 4 19,2°
Limetilsulfóxido 1,031.5* 4 5,8°
Acido aoético glacial 0,863 4 10,4° j
Piridina 0,930 9* 4 18,2°

El componente P no tiene un punto de fusión definiti-
vo. Un espectro de absorción de infrarrojo de BH890 P en un 

granulo de KBr se prepara de la manera convencional. Exhibe 
abeoroión característica en la región de infrarrojo del espec 
tro a las siguientes longitudes de ondas expresadas en mioro- 
nesi 3,00} 3,45; 5,85; 6,36? 6,70; 6,90; 7,25; 8,50; 9,40; 
.10,00; 11,85; 13,33 y 14,40. La curva de infrarrojo se mues­
tra en la figura 2 de los dibujos que se acompañan.

El oomponente P en metanol demuestra máxima absorción 
ultravioleta a:

230 nyu (E ^  « 370)

278 nyu (E **m  - 320)

289 m/u (E ^  « 616)



302 nyu 

318 nyu
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La rotaoion específica de BH890p se determina en una ‘
variedad de solventes y los valores obtenidos se dan en la Taj

“ I
bla VI que sigue. i

T A B L A  VI
Rotación específica de BH890 P en varios solventes

Solvente Concentración Z°i7

Limetilform amida 0,747 i> - 4,03°
Dimetilsulfóxido 0,951 i - 18,7 0
Acido aoótioo glaoial 0,993 i - 8,07°
Piridina 1,038 JÉ - 9,7 0

I
iI

I

BH89O antifungoso se distingue claramente de otros anl 
tihongos por los datos de caracterización que se dan preoeden 
temente y por su aotividad antifungosa. La actividad in vltro 
de este nuevo antihongo se presenta en la Tabla que sigue a 
continuación que demuestra la concentración inhibitoria míni­
ma requerida para inhibir el desarrollo de microorganismos re 
presentativos en un medio nutritivo.

T A B L A  VII
Aotividad antifungQBa in vitro de BH8qp*

Organismo Concentración mí­
nima Inhibitoria

------- ---------- — __________ ___________  meg./ml._________
Candida albioana 300 (E83) 2

Cryptoooccus neoformans SP (E138) 2

Epidermophyton floooosum ATCC 10227 (El 39) 1

Miorosporum audouini ATCC 14057 (E140) 2

Miorosporum oanis ATCC 10214 (E55) 5
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TABLA VII (Cohtlnuación)

Organismo Concentración míni­
ma inhibitoria meg/

______________ ____ ______________  mi.
Miorosporum gynseum ATOO 14683 (E130) 2

Phialophthora .jeanselmei NIH 8724 (E16) 5

Triohophyton rubrum (E97) 2

Trichophyton tonaurans NIH 662 (E10) 2

Triohophyton mentagronhytea (E11) 2

* Procedimiento de dilución de agar común.

Ademas, BH890 es clavadamente aotivo in vitro contra i* ¡
organismos patógenos, inoluyendo razas de Blastomyoes dermati-: 

y Ooocidioides Immitis que causan micosis profundamente !
looalizada.

Aotividad oontra hongos productores de micosis profundamente

j
i!

looalizada

Organismo y Raza Cono, mog/ml
Coooidioidea immitis Inhibitoria mínima* Fungicida**

658 0,78 1,56
660 0,78 1,56
691 0,20 0,20

Blastomyoes dermatitidis
5,10 0,39 0,39
5,17 0,39 1,56
5,27 0,20 0,20

El control amfoterioina B, fue inhibitorio para las 
tres razas Ooooidloides Immitis de 0,2 a 0,39 mog/ml y fungí- 
oida de 0,39 a 0,78 mog/ml.

El oontrol amfoterioina B, fue inhibitorio para las ' 
tres razas Blastomyoes dermatitidla da 0 ,1 a 0,2 mog/ml y fun-
gioida de 0,39 a 1,56 mog/ml.
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* Concentración requerida para inhibir desarrollo de orga- '

I
niamo. iI

** Concentración requerida para déstruir organismo. j

BH890 antifungoBO es activo in vivo contra Candida al- 

ÍL-Lp.ftfl8 y Cryptocooous neoformans. El nuevo antihongo es por 

lo tanto potenoialmente útil como agente terapáutioo para trjg 

tar infeooiones fungosas en mamíferos provooadas por diohos 

microorganismos. Puede esperarse que dioho antihongo sea em­
pleado utilmente para tratar o combatir tales infeooiones por 
aplioaoión toploa o administración parenteral o cuando se to 
ma oralmente*

la utilidad del nuevo antihongo se demuestra por su 

habilidad para controlar infeooiones letales sistemáticas por 
y oon estos organismos en ratones.

El ensayo oon C. albioans se llevó a cabo con ratones 
hembras de Carworth Parms CP 1, de peso de aproximadamente 20 
gramos, infectados intravenosamente oon una dosis letal de 
una diluoion 1t20 de un cultivo de oaldo de soya de triptioa— 
so de 24 hr del organismo. Loe ratones infeotados se trata­
ron oon BH890 en dosis diferentes por inyecciones subcutáneas 
dentro de 1 hr luego de infeooión o inyecciones subcutáneas 
dentro de 1 hr luego de infeooión seguido por una segunda do- 

ais 4 hr despuás. Se hizo un registro del tamaño de oada gru 

po y el numero de ratones que permanecen vivos 6 días despuás 
de infeooión.

La Tabla VIII siguiente ilustra actividad antifungosa 
de BH890 oontra C. albioans.
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T A B L A  VIII 

Actividad da BH890, Amfoterioina y Nistatina en
I

Ratones infectados oon Candida pn^narm
Dosis subcutánea 
____m&Az

Vivos/total de ratones (por ciento)
14 días después de inioiaoión de infec­
ción
BH890 Amfotericina Nistatina

800 22/30 (73) - -
400 15/20 (75) 10/10 (100) -
200 10/30 (33) 6/20 (30) 27/30 (90)
100 8/20 (40) 3/10 (30) 15/20 (75)
50 12/30 (40) 5/20 (25) 15/30 (50)
25 0 /10 (0) - 2/20 (10)
"12 0/20 (0) 0 /10 (0) 3/30 (10)

Dosis efeotiva media mg/kg (a) 200 (140-290) 200 (estimado)
60 (40-70). Controles no tratados infeotadosi 58/60 (97 jí) 
de ratones murieron en 3 días después de iniciación de infec­
ción (tiempo de supervivencia promedio, 1 ,3  días).
(a) 95 % límites de oonfianza en paréntesis. Las ourvas de
efecto de dosis no eran paralelas.

El ensayo con C^ neoformana se llevó a oabo con rato­
nes hembras de Carworth Farmas CF 1 , de peso de aproximadamen 
te 20 gramos, infectados intravenosamente, oon una dosis le­

tal de un oultivo de oaldo de soya de tripticaso de 24 hr del 
organismo. Los ratones infeotados se trataron oon BH890 en 
dosis diferentes por inyecciones subcutáneas dentro de un pe­
riodo de 1 hr después de infeooión o inyecciones subcutáneas 
dentro de un periodo de 1 hr después de infeooión seguido por 
una segunda dosis 24 hr después.• Se observaron y se anotaron 
ratones vivos a totales 7 días después de infeooión.

La Tabla IX siguiente ilustra actividad antifungosa de
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BH890 contra 0^ neoformans.

' I A B L A  II
Aotividad de BH890, Amfoterioina y Nistatina en Ratones In­

fectados con Cryptooooous Neoformans
Dosis subout¿ Vivos/total de ratones (por oiento)
neas mg/kg 7 días después de iniciación de in-

fecoión
BH890 Amfoterioina Nistatina

800 41/50 (82) 48/50 (96) Torio
400 29/30 (97) 17/20 (85) 10/10 (100)
200 47/60 (78) 39/50 (78) 55/60 (92)
100 23/30 (77) 12/20 (60) 26/30 (87)
50 37/60 (62) 35/50 (70) 40/60 (67)
25 1 /10  (10) 13/30 (43)
12 13/30 (43) 17/50 (34)

Dosis efeotiva media mg/kg (a) 77 (24-250) 20 (12-32) 24 (18- 
32). Controles no tratados infectados: 104/120 (87 jO de rti 
tones murieron entre el 2do. y 7to. día después de inioiaciór 
de infeotaoión.

(a) 95 Jé límites de confianza en paréntesis. Las curvas de 
efecto de dosis no eran paralelos.

La invención se describirá con mayor detalle en oom- 
binaoión con los siguientes ejemplos específicos.

Ejemplo 1

Preparaolón de inooulaoión
Un medio típico empleado para desarrollar la inooula­

oión primaria se preparó de acuerdo con la siguiente fórmula:
Cerelosa
Harina de soya
Lioor impregnado de maíz

20 gramos 
10 gramos 

5 gramos
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Carbonato de oaloio .3 gramos I

Agua hasta . 1.000 mililitros
Esporos lavados y raspados del sesgado de agar de S. mi 

aionensia se emplean para inocular dos frascos de 500 mi que 
contienen 100 mi cada uno del medio estéril precedente. Los 

frascos luego se oolooan en un agitador rotativo y se agitan 
vigorosamente durante 48 hr a 28°C. La inoculación de frasco 
resultante se transfiere a un fomentador de vidrio de 5 ga­
lonea y oontiene 12 lt. del medio estéril. El fermentador de 
vidrio se airea oon aire estéril mientras se lleva a cabo el 
desarrollo durante aproximadamente 48 hr, luego de ouyo tiem­
po los oontenidos se usan para sembrar un tanque fomentador 
de 300 litros.

' Ejemplo 2 

Fermentación

Se prepara un medio de fermentación de aouerdo oon la 
siguiente fórmulas

Almidón 52,5 gramos
Harina de maíz 14,5 gramos
Lioor fuerte de maíz 15,0 gramos
Carbonato de oaloio ’ 9,5 gramos
Sulfato de amonio 6,75 gramos
Caseína 3,0 gramos
Harina de semilla de algodón 2,5 gramos
Cloruro de amonio :2,0 . gramos
Sulfato de manganeso 0,10 gramos
Agua hasta 1.000 mililitros

Se emplea .aceite de lardo en el medio en una oantidad 
de 0 f8 i» v/v. El medio de fementaoión se esteriliza a 120°C 
oon un baño de vapor a una presión de 20 libras durante 45-6030.
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minutos. El pH del medio luego de esterilización es aproxi- ¡

ii
madamente 6,6. Se inoculan 300 litros de medio estéril en uníI

tanque fermentador de 400 litros oon 12 litros de inoculación^
t

preparada como se describe en el ejemplo 1. La fermentación 
se lleva a cabo a 28°G empleando aceite Hodag LG-8 como agen­

te antiespumante. Se suministra aireación a un régimen de 
0,5 litros de aire estéril por litro de masa por minuto, la 
masa se agita con un impulsor accionado a aproximadamente 300 

r.p.m. Al término de aproximadamente 66 horas de tiempo de 
fermentación se oosecha la masa.

Ejemplo 3 
Alslación

Se filtran 300 litros de masa fermentada con aproxima­
damente 2 i> (p/v) de auxiliar filtrador de tierra de diato- 
meas y la almohadilla de filtro se lava con aproximadamente 
30 litros de agua. El filtrado y lavado recogidos se descar­
tan. La masa lavada se agita en aproximadamente 100 litros 
de metanol durante aproximadamente 1/2 hora. La suspensión 
88 filtra y la masa se lava oon 20 litros adioionales de me­
tanol. El lavado y filtrado de metanol combinados se concen­
tran hasta una fase acuosa (aproximadamente 6 litros en volu­
men) y este oonoentrado se deja reposar durante la noohe a 
4 C. Un solido birrefrigente que se forma al reposar se re­
coge por centrifugación y se lava oon aoetona. La acetona 
restante se separa por evaporación al aire y el sólido se se 

oa sobre P205 bajo presión reduoida. El sólido oristalino 
seoado de BH890 orudo pesa 118 gramos.

Ejemplo 4

Preparación de BH89Qo(
Se disuelve una poroión (40 gramos) del BH890 crudo,
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oomo se obtiene del ejemplo precedente, en 150 mi de dimetil-^ 

formamida y la meZola se filtra. Se agrega etil acetato al j 

filtrado hasta alcanzar el punto de turbidez. Se agregan 150¡ 
mi de agua luego de lo cual se agregan 150 mi adicionales de 

etil acetato oon agitación. La mezcla resultante se deja re­

posar durante la noche a 4°C. El sólido de color .amarillo. p& 

lido que se forma se suspende y el sistema de dos fases se re 
ooge por filtración y se lava primeramente oon agua y luego 
oon aoetona. El sólido secado en aire pesa 29 gr. El mate­
rial crudo se reoristaliza dos veoes disolviendo primeramente 

en dimetilformamida y repitiendo el procedimiento anterior a 
partir de ese punto. Se obtienen luego de tres recristaliza— 
oiones aproximadamente 4,4 gramos de BH8900( purificados que 
tiene las caraoterístioas físicas y químicas desoritas ante­
riormente aquí.

Ejemplo 5
Preparación de BH8qo P>

Se emplea oomo el material de partida BH890 orudo oomo 
se obtiene en el ejemplo 3 y se separa en componentes y P 
por distribución a contracorriente de solvente. El sistema 
solvente esta compuesto de etil acetato, butanol secundario, 
metanol y regulador (900:303:160*600 en volumen) en donde el 
regulador se prepara agitando juntamente trietilamina (6,3 mi) 
y agua (2 litros) y regulando el pH de la soluoión a 7,5 oon 
ácido acético glacial y diluyendo a 2400 mi oon agua. la dis 
tribuoion a contracorriente se lleva a cabo en un aparato de 
tubo 200 empleando 10 mi de fase inferior y 10 mi de fase su­

perior por tubo y 310 transferencias. La carga de muestra se 
polooa en los primeros 15 tubos preparando una solución satu­
rada de BH890 en 150 mi de fase inferior y 150 mi de fase supe30.
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rior, dando una oarga neta de 350 mg. Al completarse las 
310 transferencias una porción de medio mi de fase inferior > 

se separa de los tubos seleccionados. Cada muestra se dilu­

ye con 10 mi de metanol y se determina su densidad óptica a 

303 m/u. Se obtiene una curva que tiene primero un máximo 
menor y luego una mayor diagramando densidad óptica contra 
numero de tubo. Los números de tubo 85 a 120 comprenden 
BH890I2, y los números de tubo 113 a 150 comprenden BH8900(.
Se oombinan tubos apropiados y los líquidos se oonoentran se 

paradamente a una fase acuosa, se filtran y se liofilizan. 
Cada uno de los sólidos obtenidos con liofilizaoión se tritu­
ran con aoetona, se filtran, se lavan oon acetona nuevamente 

y luego se secan en aire. Se obtienen la muestra analítica- 
mente pura, BH890P que pesa 38 mg y 140 mg de BH890o(.

E.1 emulo 6

Preparación de tabletas que contienen BH890 
El compuesto antiandrógeno, BH890 se incorpora en «na

tableta farmaoáutioa oomún 
laoión.

Ingrediente

de acuerdo oon la siguiente formu 

Por Tableta
mg. Para 10.000 tabletas, te.

BH890 50 500
Laotosa 225 2250
Almidón de maíz (para mez-

ola) 50 500
Almidón de maíz (para pas—

ta) 25 250
Estearato de magnesio 5 50

355 3350
El ingrediente aotivo, BH890, laotosa y almidón de maíz para
mezola se combinan juntamente. El almidón de maíz para pasta
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se suspende en agua a una relación de 100 g de almidón de maíz 

por 800 mi de agua y se calienta oon agitación para formar une, 
pasta. La pasta resultante luego se usa para granular el pol­
vo mezclado. Se usa agua adioional si es necesario. Los gra­
nulos mojados se hacen pasar a través de una malla NO 8 y se 
secan a 49°0. Los granulos seoos se hacen pasar a través de 
una malla. NO 16 y se lubrican oon estearato de magnesio. La 

granulación luego se oomprime en tabletas (tabletas de peso 

355 mg) en una maquina formadora de tabletas apropiada. Cada 
tableta contiene 50 mg de ingrediente activo.

Ejemplo 7
Preparación de Capsulas de cana dura que contienen BH8QO

El ingrediente activo,. BH890 p.uede suministrarse en 
oapsulas de capa dura. Una formulación útil para preparar tía 
les cápsulas es la siguientej

Por Cápsula
- Ingrediente_______________ mg.
BH890

Laotosa

Estearato de magnesio

Para 1.000 Cápsulas, g,
50
90

1

50
90

1

141 141
El ingrediente aotivo, lactosa y estearato de magnesio se com 

binan juntamente. La mezcla se usa para lleijar cápsulas de 
oapa dura de un tamaño adecuado con un peso de relleno de 141 
mg por oápsula.

Ejemplo 8

Preparación de Suspensión oral que contiene BH890
Ingrediente 
BH890

Gal de silicato de aluminio y magnesio

Cantidad p/v 
1,00 

0,50
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- Ingrediente____________  Cantidad i p/v
Suorosa 60,00
Metilparabeno 0,08

Propilparabeno 0,02
Agente de sabor es

Agua destilada os ag 100,00

Los parabenos y sucrosa se disuelven en aproximadamente dos 
tercios del volumen final de agua destilada a 80°C y el Vee- 

gum se agrega oon agitación, la suspensión se enfría a 40°C.
El ingrediente activo y agente aromatizante se agregan oon 

agitaoión. La suspensión enfriada se regula hasta un volumen 
final oon agua destilada.

La suspensión provee 50 mg de ingrediente activo por 
dosis de 5 mi de suspensión.

E.1 emulo 9
Preparación de una suspensión inyectable que contiene BH89C -" . . ,

El componente activo, BH890 puede incorporarse en nnq '• 
suspensión inyectable de acuerdo con la siguiente formulación: á”
Ingrediente_____ _ Cantidad p/v
BH890 5f0

Cloruro de sodio F.E.U. 4,0

Aloohol bencílico, Calidad de reactivo 0,90
Agua para inyeooión os ag 100,0

El vehículo se prepara mezclando juntamente todos los ingre- £ÍH-
dientes precedentes con excepoión de BH890. El vehículo e 

ingrediente aotivo mioronlzado se vuelven estériles por medios.V ' 
apropiados. Se prepara una dispersión del ingrediente aotivo- ^ 
en el vehículo diluyendo el ingrediente activo primero con ‘ 
una porción del vehículo y luego agregando la poroión restan­
te del vehículo oon agitación.
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Una dosis de 1 mi de esta suspensión provee 50 mg de 
ingrediente aotivo.

T A B L A  Z
Aotividad de alfa BH890 y Nistatina en ratones con una infec, 
oión intestinal C« albicans.
Dosis
oral,
mgAg

Número de ratoneB con 
BHS9Üo(

Ensayo 1 Ensayo 2

25
12

6

3
1,5
0,8

7/10 9 / 1 0

6/10

2/5

90jé de reducción (2) en. 
C. albicans
_____ Nistatina

Ensayo 1 Ensayo P
10/10 
7/10 
6/10 

7/10 
6/10 

4/10- 

3,0 (1-9)

9/10
7/10
6/10

6/10

4/10

4/10

1,9 (0,5-8)Dosis efectiva media mgAg (95 limites de confianza ^
(1) Dos dosis en 0,5 mi de 0,85 NaCl, 3 horas aparte. La 

primer dosis fue dada 1 hora después de completarse el pe 
riodo infsotante.

(2) Reduooión de por lo menos 90 jí en flora fecal de albi- 

oans en comparación con el promedio de aquella de los ra­
tones de control tratados con 0,85 Jé NaCl corno se determi 

na por recuento de colonia en placas inoouladas con una 
allouota de un homogenato de un granulo feoal de cada ra­
tón. El númedo promedio de colonias de albicans en la 
muestra fecal de los ratones de control fue el siguiente:

Ensayo I - 300 (desolación normal - 180)
Ensayo II- 60 (desviación normal - 45)
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Dosis única,

1600

800

400

200

100

50

25

Subcutánea

T A B L A  XI
Toxicidad aguda de alfa BWflon, ¿Aaj-fn+ar

: Í T ~ ~- .i

Muertes/total de ratones. 1 A. dmapiiÁ*

BH890 Amfotericina Nistatina

0/20

0/20

0/10

0/10 12/20

5/20

3/20*

vi

--- Intraperjt^ftfi
BH890 Anf otj e rio ina

*.r » *

d/|o

9/10

5/10

1/10

0/10

S:
. i . w .
• i v '

-j

Una dosis de 200 mg/kg no fue letal en ensayos subid g u a t e s  o

:
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: Ám-fotenloina y Niatatina en ratones

i
4 deanués de dosificación

1 ":¡i
-aperitonéal____________  ___ Oral

Niatatina BH890 Amfoterioina
rr?-

■'.i

; y i o :

0/20 0/10

10 /10

9/10

10 /10

4/10

0/10

subsidíente a oon ratones infectados.

Niatatina

0/20
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Descrita suficientemente la naturaleza del invento, 

así oorno la manera de realizarse en la práctica, debe hacerse 
oonstar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus 
oeptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren 

su principio fundamental, siendo lo que constituye la esencia 

del referido invento y por lo que se solicita Patente de In­
vención por 20 aflos en España, sobre* PROCEDIMIENTO PARA LA 

PRODUCCION DE ANIIHONGOSj oaraoterizándose por lo siguiente*
1*«- Procedimiento para la producción de antihongos, 

oaraoterizado porque comprende cultivar una raza de Strentomy- 
Q M  miaionenaia produotora de BH890 antifungoso en un medio 
nutritivo acuoso bajo condiciones aeróbicas hasta impartir a 
dicho medio una actividad antibacteriana sustancial por la 
produoeión de BH890 antifungoso.

2*.- Procedimiento según la reivindicación 1, caracte­
rizado porque comprende cultivar una raza de Streptomyoes t"1- 
sionensia productora de BH890 antifungoso en un medio nutriti 
vo aouoso bajo condiciones aeróbicas hasta impartir a dicho 
medio una actividad antibacteriana sustanoial por la produc­
ción de BH890 antifungoso, y aislar el BH890 antifungoso así 
prodúoido.

3**- Procedimiento para la produoeión de antihongos,

3 7 9 7 3 8  -  28 -
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tal y oomo queda sustancialmente descrito en la presente Me i 
moria, e ilustrado en los adjuntos dibujos.

Esta Memoria oonsta de 29 hojas, escritas a máquina 
por una sola cara.

30 GCT. 1572
Madrid

AMERICAN CYANAMID COMPANY
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