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PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS.
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452559

Sodlcitande. SANDOZ, A.G., cntidad suiza, residente en Basilea,

Suiza.

La presente invencién se relaciona
con un procedimiento para prepérar nuevos antibidti-
cos mis adelante denominados § 7481/F-1 y §
7481/F-2, ' __
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La invencidn proporciona un procedimiento
para la prodﬁccién de antibidtico S 7481/F-1, S 7481/F-2,
o S 74B1/F-1 y S 7481/F-2, caracterizado porgue se culti-
va un cepa productora de S 7481/F-1, S 7481/F—2; o
§ 7481/F-1 y S 7481/F-2 de la especie de hongos

Cylindrocarpon lucidum Booth o Trichoderma polysporum

(Link ex Pers.) ﬁifai en contacto con un medio nutritivo,
y porque se aisla S 7481/F-1, S 7481/F-2,0 S 7481/F-1 v

S 7481/F-2,

teniendo el antibidtico S 7481/F-1 las caracteristicas
siguientes: -

Polvo amorfo, incoloro; P.F. 137—140°C (descomp.) ;
[a]zg= -236° (CHCl3; c =0,5);

Espectro ultravioleta [CHjOH; c = 1,063g/1; 4 = 0,01 cm]
tal como se indica en la Figura 1 de los dibujos qué,ée
acompafian ;

Espectro infrarrojo [CH2C12] tai como se indica en la
Figura 2 de los dibujos que se acompafian;

Espectro de resonancia magnética nuclear de protones

[90 megaciclos por segundo; CDC13] tal como se indica en
la Figura 3 de los dibujos que se acompafian;

Eépectro de resonancia magnética nuclear de carbono 13

[250 mg en 1,5 cc de CDC13; alcance de la curva descrita

6000 megaciclos por segundo] tal como se indica en la

Tabla que se acompaifia;
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Espectro de masa de alta resolucidn [aceleracién de iones
4 kv; temperatura fuente de iones 290°C; presidén 5.10-6mm
ﬁg] pico de la masa mds alta = m/e 1183,831 [i0,004]
correspondiente a c62H109Nlloll gue puede reconocerse
como producto de eliminacidn de agua de C62H111N11012;
Andlisis elemental ¢ 61,8, H 9,4, XN 13,0, ©0 15,7 %
en concordancia con la férmula empirica Coall111N71052°

y liberacién de los aminodcidos alanina, dcido a-
aminobutirico, N-metil-leucina, N-metil-glicina y valina
al reaccionarse con dcido clorhidrico acuoso 6 normal al
reflujo; Y |

teniendo el antibidtico S 7481/F-2 las caracferisticas=
siguientes:-

Polvo amorfo, incoloro; P.F. 127-130°C (descomp.):
[a]’0= -243° (cHCL,, ¢ = 0,5);

Espectro ultravioleta [CH3OH; ¢ =1,062 g/1; 4 = 0,01 cm]
tal como se indica en la Figura 4 de los dibujos que se
acompaifian;

Espectro infrarrojo [CH2C12] tal como se indica en la
Figura 5 de los dibujos que se acompafian;

Espectro de resonancia magnética nuclear de protones

[90 megaciclos por segundo; CDCl3] tal como se indica en
la Figura 6 de los dibujos que se acompafian;

Espectro de masa de alta resolucidn [aceleracidn de iones
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4 kv; temperatura: fuente de iones 290°C; presidn
-6 . ’a,lta +
5.10 ° mm Hg)] pico de la masa mds 7 m/e 1169,815 (-
O i
0,006 correspondiente a C61H107N11011, el producto de
la ellmlnac;on de agua de C61H109N11012; Yy
Andlisis elemental hallado ¢ 61,7, H 9,1, N 13,1,

0 16,5 % en concordancia con la férmula empirica

Ce1t100M11012

Cuando la cepa es una cepa de Cylindrocarpon
lucidum Booth, ésta preferentemente es la cepa NRRL 5760
descrita mds adelante, o un equivalente taxdndmico obvio

de la misma, o uma mutante o variante de la misma.

Cuando la'cepa es una cepa.de Trichoderma
polysporum (Link ex Pers.) Rifai, ésta preferentemente
es la cepa NRRL 8044 descrita mds adelante, © un equi-
valente taxondmicc obvio de la misma, o una mutante-o
variante.de la misma.

La invencidn también proporciona los anti-
bidticos S 7481/F-1 y S 7481/F-2 tal como definidos ante-
riormente y descritos en la presente Memoria.

La invencidn también proporciona caldos de
-fermentacién producidos mediante el cultivo ya sea de
la cepa NRRL 5760 o de la cepa NRRL 8044, o un equiva-
lente taxondmico obvio de las mismas, sobre un medio

nutritivo producido sintéticamente.
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La nueva cepa de la especie de hongos

cylindrocarpon lucidum Booth ; empleada en el procedimiento
de la invencidn,fue aislada de una muestra de tierra
hallada en el Estado de Wisconsin, EE.UU.A., y una mues-

tra de dicha cepa ha sido depositada e¢n =1 Departamento

de Agricultura de los Estados Unidos (Northern Research
and Development Division), Peoria, Ill., EE.UU.A., bajo

la referencia NRRL 5760.

En sus caracteristicas esenciales, la nueva

cepa NRRL 5760 de Cylindrocarpon lucidum Booth concuerda

con la descripeidn original (C. Booth 1966, The Genus
Cylindrocarpon, Mycological Papers No. 104, 21). Sobre
agar de dextrpsa de patatas la cepa NRRL: 5760 no forma
ni clamidosporas ni microconidios. Sin embargo, también
faltan las células parecidas a las clamidosporas de los
macroconidios. Los macroconidios en forma de bananas,
que generalmente estdn divididos por 3 paredes transver-—
sales,'miden 28 - 45 x 4,8 - 5,7 p y., por lo tanto, son
considerablemente mds pequefios que lo indicado en la

descripcién citada anteriormente (45 - 65 x 6 - 6,5 p).

Otra diferencia importante consiste en el grado de desarro-

1lo; mientras que el tipo debe formar colonias midiendo 1- .

1,5 cm dentro de 7 dias, la cepa NRRL 5760 se desarrolla

hasta formar colonias midiendo 7 - 8 cm dentro del mismo

tiempo, con lo cual se forma casi exclusivamente un micelio
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del substrato incoloro o de color pardo sobre agar de
dextrosa de patatas. ‘Los conididforos con las fialidas
son formados ya después de algunos dias en grupos Yy ma=
nojos compactos, son ramificados en forma penicilada 0
verticilada y forman macroconidios durante un periodo
largo, acumuldndose estos macroconidios en forma de masa
viscosa de color -beige.

La nueva cepa de la especie de hongos

Trichoderma polysporum,empleada en el procedimiento de la
iﬁvencién,fue aislada de una muestra de tierra hallada en
Noruega, Yy se ha depositado una muestra de dicha cepa en
el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(Northern Research and Development Division), Peoria,
ill., EE.UU.A., bajo la referencia NRRL 8044.

La ﬂueva cepa NRRL 8044 Ge Trichoderma
polysporum (Link ex Pers.) Rifal crece sobre un agar
de extracto de malta al 2 % a una temperatura entre 6% ¥
3309 ¢, obteniéndose el desarrollo Sptimo a alrededor de
24°Cc, formdndose en el transcurso de 12 dias colonias
puramgnte pblancas, superficialmente con aspecto de tef-
ciopelo y sin pliegues, con un didmetro de 40-45 mm.
Sinrembargo, a la temperatura mds alta que permita un
buen desarrollo (33°C) no se forma micelio adreo, sino
una colonia muy fuertemente plegada. Con temperaturas

de cultivo crecientes se forma mis y mds un pigmento
—
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amarillo en la parte inferior de la colonia, difun-

diéndose este pigmento en el agar a 27°C y aun mds pro-

nunciadamente a 30-33°C.

con el fin de formar conididforos, los que
se encuentran diseminados © en grupos compactos, especial~
mente sin embargo al borde del recipiente de cultivo, la

nueva cepa de Trichoderma polysporum requiere de 15 a

20 dias sobre agar de extracto de malta a 24°C. ILa
morfologia de la forma de paracarpio difiere ligeramente
en algunas de sus caracteristicas de la descripcién de
esta especie (M.A. Rifai 1969, A Revision of the Genus
prichoderma, Mycological Papers No. 116). Asi, la rama
principal de los conididforos alcanza un diémétro de

2,0 - 3,8 p sélamente, mientras que se indican 4 - 6,3 1
para la especie. ILas fialidas de la nueva cepa de

Trichoderma polysporum son alargadas, especialmente al

final de su desarrollo, siendo esto atipico para esta
especie. Finalmente, los conidios son un poco mis peque-
fios dque lo indicado en la descripcidn de la especie ,

s saber 2,0 - 3,1 x 1,5 - 2,0 p, al compararse con 2,4 -
3,8 x 1,8 - 2,2 p. La presente cepa NRRL 8044 de

Trichoderma polysporum no forma verdaderas clamidosporas

bajo cualesquiera de las condiciones de cultivo indicadas.
Las nuevas cepas de hongos NRRL 5760 ¥y

NRRL 8044 pueden cultivarse sobre diversos medios nutri-

tivos conteniendo los nutrimentos usuales para hongos.
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Por ejemplo, tales cepas hacen uso de los nutrimentos

genéralmente empleados para organismos carbono-hetero-

tréficos, por ejemplo sacarosa, glucosa, maltosa, lactosa,

almiddén, extracto de malta como fuente de carbono, com-
puestos orgdnicos o inorgénicos conteniendo nitrégeno,
tales como Cornsteep, peptona de soja, extractos de leva-
dura o de carne, nitrato de sodio, sulfaﬁo de amonio,
nitrato de amonio, aminodcidos, etc. como fuente de ni-
trdégeno, asi como las sales minerales y dligoelementos
usuales.

Los nuevos antibidticos S 7481/F-1 y

S 7481/F-2 pueden producirse mediante

1. inoculacién de un medio liguido con una suspensidn de
conidios o de micelio de la cepa NRRL 5760, e incuba-
cidén del cultivo durante 9 a 13, preferentemente 11
dias, a 24—30°C, preferentemente 27°C, y a un valor
pH de 4,8 - 8,8, preferentemente 8,1. Este cultivo
se efectda en frascos de penicilina bajo condiciones
aerdbicas mediante fermentacidn de cultivo de super-
ficie,

2. inoculacidn de un medio liquido con una suspensidn
de conidios o de micelio de la cepa NRRL 8044, e
incubacidn del cultivo durante 11 a 18, preferentemente
13 dias, a 25-30°, preferentemente 27°C, y a un valor

pH de 4,3 - 6,2, preferentemente 5,6, en un fermenta-

dor de acero, con agitacidén (170 revoluciones por
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minuto) y con aeracidén (1 litro de aire/minuto/litro
de solucidn nutritiva).

Tan pronto como se ha formado la cantidad mdxima de
antibidticos, éstos se obtienen del caldo de cultivo
en forma conocida mediante métodos de extraccidn y/o

de adsorcidn.

Un método conveniente consiste en la ex-
traccién del micelio obtenido del cultivo de la cepa de
hongos NRRL 5760, facultativamente después de la conminu-
cién mecdnica previa, con metanol al 90 %, la subsi-
guiente separacidn del metanol mediante evaporacidn, y la
extraccidén repetida de la mezcla acuosa resultante con
cloruro de etileno. El extracto de clorurc de etileno
obtenido del filtrado de cultivo puede afiadirse a este ex-
tracto. Sin enmbargo, pueden usarse alternativamente otros
disolventes orgdnicos inmiscibles con agua, por ej.
cloroformo, acetato de etilo, cloruro de metileno o
acetato de butilo.

La solucidn orgdnica se evapora hasta se-
quedad y el residuo se desengrasa, ya sea mediante croma-
tografia, por ej. sobre gel de silice con cloroformo
conteniendo una pequefia cantidad de metancl, por ej. a

una proporcidén de 98 : 2, o mediante distribucién entre

éter de petrdleo y metanol que ha sido mezclado con una
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cantidad de agua suficiente para una separacidn de las
fases. En el primer caso, las fracciones que son anti-
bidticamente activas contra Aspergillus niger se combi-
nan, se evaporan hasta sequedad, y el residuo se cromato-
grafia en solucidn metandlica sobre Sephadex LH 20.

En el segundo caso, la fase acuosa metandlica se concen-
tra, facultativamente despuds de la adicidn de una canti-
dad adicional de agua, hasta tal punto que se haya separa-~
do la mayor cantidad del metanol mediante destilacidn,
después de lo cual se extrae la mezcla acuosa con cloruro
de etileno o con otro de los disolventes inmiscibles con
agua, arriba mencionados, 1la solucidn orgdnica resultante
se evapora hasta sequedad, y el residuo se cromatografia
en solucidn metanélica sobre Sephadex LH 20. La‘ulteo
rior separacidn y purificacién de los dos antibidticos se
efectia mediante cromatografia repetida sobre éxido de
aluminio 6 gel de silice o mediante el uso sucesivo de
ambos adsorbentes.

Otro método conveniente consiste en la
extraccidén del caldo de cultivo obtenido del cultivo de
la cepa de hongos NRRL 8044 con un disolvente inmiscible
con agua, facultativamente después de la conminucidn

mecdnica previa. Se prefiere usar cloruro de etileno

como disolvente, pero pueden usarse alternativamente:




10

15

20

- 11 - _ 100-4106

bloroformo,.acetato de etilo, cloruro de metileno o
acetato de butilo. La fase orgdnica se separa, Se seca
y se concentra mediante evaporacidén. El residuo se cro-
matografia, preferentemente con una solucién de metanol
sobre Sephadex LH 20, con lo cual las fracciones que son
activas contra Aspergillus niger se combinan y se cromato-
grafian nuevamenée sobre éxido de aluminio con tolueno
al que se le han afiadido 10 - 50 % de gcetato de etilo;
La deteccidn de los antibidticos activos se efectda
igualmente examinando la actividad contra Aspergillus
niger. La purificacién de los dos antibidticos se efectia
mediante cromatografia adicional.
para la produccidén de los nuevos anti-
bidticos, también es posible usar otras cepas obtenidas,
pbr ejemplo, por seleccidn o mutacidén mediante
irrédiacién ultravioleta o rayos X, o por otros medios,
por ejemplo mediante tratamiento de cultivos de laborato-
rio con substancias quimicas adecuadas.
| Las cepas NRRL 5760 y 8044 arriba menciona-

das son ficilmente obtenibles para el piblico de la de-
positaria del Departamento de Agricultura de los Estados .
Unidos, arriba mencionada, y también del éoseedor de

la patente, y seguirdn siendo disponibles como cepas

de trabajo durante todo el periodo de vigencia

efectivo de cualesquier patente expedida' sobre
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las mismas. Cualesquier restriéciones en cuanto a la
éisponibilidéd de las cepas arriba mencionadas para el
pdblico ya han sido eliminadas irrevocablemente.

En los siguientes Ejemplos no limitativos,
todas las temperaturas estdn indicadas en grados Celsius.
Todos los valores mencionados en la presente Memoria
estdn sujetos al error experimental usual a menos que se
hagan otras indicaciones. '

“Polygram" es una marca registrada para

soportes de léﬁina plédstica paré el gel de silice.
adecuados para la crdmatografia de capa delgada.

"Sephadex LH 20" es una marca registrada

para un gel de silice adecuado para la cromatografia Je

e

colunna.
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EJEMPLO 1:

10 litros de una solucién nutritiva (de la
cual cada litro contiene 30 g de sacarosa, 10 g de
Corn steep, 3 g de NoéNa, 1 g de PO,HK,, 0,5 g de
SO4Mg 7 HZO’ 0,5 g de C1X y 0,01 g de
SO4Fe . 7 HZO) se inoculan con 100 cc de una suspensidn
de conidios y micelio de la cepa NRRL 5760, y se incuba
en frascos de penicilina de 700 cc .a 27° durante 1l dias.

El micelio, que ha sido separado del ligquido
de cultivo, se extrae en un aparato Turrax mediante des-
menuzamiento y agitacidén con 3,5 litros de metanol al
90 %, y el micelio desmenuzado, que se separa del disol-
vente mediante filtracidn con succidn, se trata nueve-
mente 2 veces del mismo modo con metanol al 90 %. Los
filtrados combinados se concentran mediante evaporaeidn
en vacio a una temperatura del bafio de 40° hasta tal
punto que el vapor consista principalmente de agua sola.
La mezcla resultante se extrae 6 veces con el mismo
volumen de cloruro de etileno mediante sacudimiento, des-
pués de lo cual las soluciones combinadas de cloruro de
etileno se purifican mediante extraccidn con agua y se
extraen mediante evaporacidén en vacifo a una temperatura

del bafio de 40°. El residuo resultante se cromatografia

sobre 250 g de gel de silice (gel de silice 60 “"Merck",

tamafio del grano 0,063~0,200 mm), usando cloroformo

g™
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conteniendo 2 % de metanocl como eluyente, y se recoge
en fracciones de 200 cc., Las fracciones que son anti-
bibéticamente activas contra Aspergillus niger en el en-
sayo de difusidn en placas, se combinan, se evaporan
hasta sequedad en la forma arriba descrita, y despuéds de
disolver en metanol se cromagrafian sobre 110 g de
Sephadex LH 20 con el mismo disolvente, despuds de lo

cual las fracciones de 20 cc que exhiben un efecto anti-

.bidtico contra Aspergillus niger en el ensayo arriba in-

dicado, se combinan. Un ensayo en el cromatograma de capa
delgada, p.ej. con gel de silice sobre laminas de
"Polygram" y hexano/acetona (l:1) como eluyenfe, indica
que el residuc de la solucién de me£anol evaporada en la
forma arriba descrita consiste principalmente de los dos
nuevos antibiéticos s 7481/F—l y S 748l/F-2. Estos se
separan y se purifican simulté&neamente mediante una
cromatografia adicional de la mezcla de los mismos, usando
una cantidad 1000 veces mayor de gel de silice de la
éalidad arriba indicada y cloroform conteniendc 2 % de
metanol. Un examen de las fracciones del producto de
elucidn, con un volumen en mililitros que asciende a la
mitad del peso del gel de silice en gramos, en el croma-
tograma de capa delgada, indica gque el antibiético

S 7481/F-1 aparece en primer lugar en el producto de

elucién, sequido por una mezcla de los dos antibidticos

———
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y finalmente por S 7481l/F-2 homogéneo. Pueden obtenerse
cantidades adicionales de los dos antibidticos de la
mezcla repitiendo la cromatografia bajo las mismas
condiciones.

El nhevo antibidtico S 7481/F-1 puecde
caracterizarse como sigue: _
Polvo amorfo, incoloro, con un P.F. de 137-140°
(descomp.) ; [a]§0= -236° (CHClB, c = 0,5);
espectro ultravioleta: véase la Figura 1l; espectro
infrarrojo: véase la Figura 2; resonancla magnética
nuclear de protones: véase la Figura 3; resonancia
magnética nuclear de Cl3: véase la Tabla.
Espectro de masa (espectrbgrafo de masa CEC 21-110B,
fuente de iones E.B., sistema de admisién: directo,
energia de electrones: 70 eV, aceleracidn de iones:
4 kV, temperatura de la fuente de iones: 290°, presidn:
5.10"6 mm Hg, procedimiento de emparejamiento de picos,
substancia de referencia "PCR 8" [tris-pentadecaflucro-
heptil-1l,3,5-triacina, M = 1184, 9374]: pico de masa
mis alto m/e = 1183,831 (+ 0,004), correspondiendo a la
masa del ion CG2H109N11011' el producto de eliminacién de
agua de la molécula CGZHlllNllOlZ'
Solubilidad: f&cilmente soluble en la mayoria de los

disolventes orgdnicos usuales, précticamente insoluble

en &ter de petréleo y agua. Comportamiento en el
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cromatograma de capa delgada (manchas de la substancia
hechas visibles con vapor de yodo):
a) gel de silice sobre placas de vidrio; cloroformo

+ 4 $ de metanol como eluyenté: Rf = 0,52;

b) gel de silice sobre l8minas de "Polygram"; hexano/

acetona 1l:1 como eluvente: RE 0,37; cloroformo/
acetoné 2:1 como eluyente: RE = 0,34,

Andlisis elemental (muestra disuelta en benceno,
solucidn evaporada hasﬁa sequedad, residuo secado en alto
vacio a 100° durante 5 horas): hallado C 61,8, H 9,4,
N 13,0, 0O 15,7 3. ' '
Los valores hallados concuerdan con la f£6rmula empirica
C2at111M11012-
Los aminodcidos alanina, &cido o-amincbutirico, N-metil-
leucina, N-metilglicina y valina pueden descubrirse en
e; producto de hidrdlisis obtenido mediante ebullicisn
del compuesto S 7481/F-1 con &cido clorhidrico 6 normél
(20 horas).

El nuevo antibidtico S 7481 /F-2 puede
caracterizarse como sigue:
Polvo amorfo, incolorc, con un P.F. de 127-130°
(descomp.) ; [c]go= -243° (cloroformo, ¢ = 0,5);

espectro ultravioleta: véase la Figura 4; espectro

infrarrojo: véase la Figura 5; resonancia magnética

nuclear de protones: véase la Figura 6.
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Espectro de masa (tomado bajo condiciones iguales como

para el antibidtico S 7481/F-1): pico de masa mas alto
m/e = 1169,815 (+ 0,006), correspondiendo a la masa del
ion C_..H

61%107M11%1
la_molécula C61H109N11012'

, el productc de eliminacidn de agua de
1

Solubilidad: féacilmente soluble en la mayoria de los
disolventes orgénicos usuales, précticamente insoluble
en éter de petrdleo y agua. Comportamiento en el crora-
tograma de capa delgada (manchas de la-substancia hecihias
visibles con vapor de yodo):
a) gel de silice sobre placas de vidrio; cloroformno

4+ 4 % de metanol como eluyente: REf = 0,46;

b) gel de silice sobre l&minas de "Polygram"; hexano/

acetona l:1 como eluyente: RE 0,28; cloroformo/

0,26.

acetona 2:1 como eluyente: RE
Andlisis elemental (muestra secada en alto vacio a 100°
durante 5 horas): hallado C 61,7, H 9,1, N 13,1,
0 16,5 %.
Los valores hallados concuerdan con la f6rmula empirica
C61M100M11%12°

La suspensién de conidlos y micelio, usada

como material inicial para la inoculacidn, se produce a
partir de un cultivo de la cepa NRRL 5760 aislada origi-

nalmente, que se cultiva durante 10 dias sobre un medio

de agar, del cual cada litro contiene 20 g de extracto
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de malta, 20 g de agar, 4 g de extracto de levadura,
y agua desmineralizada. Los conidios y el micelio se
recogen en una soluciénrfisiclégica de sal comfin. Esta
suspensidn se usa para la inoculacidén de la solucidn

nutritiva arriba indicada.

EJEMPLO 2:
1250 litros de una solucién nutritiva {de la

cual cada litro contiene 30 g de sacarosa, 10 g de

Na, 1 g de PO

HX 0,5 g de

3 47727

so,Mg . 7 H,0, 0,5 g de CIK y 0,01 g de SOFe . 7 HO)

4
se inoculan con 2,5 litros de una suspensidn de coniéiés
v micelio de la cepa NRRL 5760, v se incuba en frascos
de penicilina de 700 cc a 27° durante 1l dias.

El micelio se separa del liguido dercultivb
mediante centrifugacidn y se homogeniza en un aparato
Ultraturrax con 80 litros de metanol al 90 %, después de
lo cual la sclucidn del extracto metandlico se separa
del material sélido mediante centrifugacidn, y los s6li-
dos se extraen nuevamente 2 veces del mismo modo con
metanol al 90 %. Las soluciones combinadas del extracto
se concentran hasta 15 litros en un vacio a 30-40°., La
fase acuosa resultante se extrae 8 veces con el mismo

volumen de cloruro de etileno. Cada unc de los extractos

de cloruro de etileno se lava con 5 litros de agua. Las

soluciones de cloruroc de etileno se combinan y luego se
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concentran mediante evaporacién en vacfo a 30-40°. Se
desengrasa dividiendo el residuo dél extracto entre

éter de petrbSleo y metanol al 90 % de tal modo que
después de la disolucién en 2 litros de metanol al 90 %,
se sacude sucesivamente 3 veces con 2 litros de 8ter de
petréleo cada vez (P.E. 30-35°) en tres embudos de sepa-
racibn, después de lo cual las tres fases de &ter de
petrbleo se extraen nuevamente 2 veces sucesivamente con
2 litros de metanol al 90 § cada vez. A las soluciones
metanSlicas conbinadas se les afiaden 3 litros de agua, y
la mezcla se concentra a 30-40° hasta un volumen de dos
litros. El concentrado acuoso se extrae sacudiendo

5 veces con 2 litros de cloruro de etileno; las solucio-
nes de cloruro de etileno se lavan con cantidades de

0,5 litros de agua, se combinan y se evaporan hasta

sequedad en vacio a 30-~40°. El residuo se somete a croma-

tografia sobre una cantidad 25 veces mayor por volumen de

Sephadex LH 20, usdndose metanol como eluyente. El pro-
ducto de la elucidén se recoge en fracciones de 250 cc;

las fracciones que exhiben un efecto antibi6tico contra

Aspergillus niger en el ensayo de difusidén en placas, se

combinan y se evaporan hasta sequedad en vacfo a 30-40°.

El residuo se cromatograffa a continuacidn sobre una can-

tidad 70 veces mayor de 6xido de aluminio (néutro) de

actividad 1, uséndose mezclas de tolueno y acetato de
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etilo para la elucidn. Lasprimeras diez fracciones
(volumen de las fracciones: la mitad de litros como de
adsorbente en kg), eluidas con tolueno conteniendo 15 %
de acetato de etilo, ﬁiimero indican la cantidad mayor
del antibidtico S 7481/F~1, seguido por unarmezcla de

S 7481/F~-1 y S 7481/F-2. Una cantidad adicional de la
misma mezcla, conteniendo una pequefia cantidad de
material extrafio, puede obtenérse medlante suhsigulente
elucidén con tolueno/acetato de etilo (1l:1). El des~
cubrimiento de los antibidticos en las fracciones del
producto de elucibn se efectfia mediante cromatografia de
capa delgada, p.ej. con gel de silice sobre laminas de
"Polygram" y hexano/acetona (l:1) como eluyente. Bl
aﬁtibiético S 7481/F-1 se obtiene de las fracciones com-
binadas conteniendo el antibidtico S 7481/?-1 en forma
homogénea, mediante evaporacibn en vacio a 30-40° y sub-
siguiente secamiento del residuo en alto vacio a 50°. Las
fracciones combinadas del producto de elucidn, contenien-
do la mezcla, también se evaporan bajo las mismas condi-
ciones. Para la obtencidn de una cantidad adicional del
antibidtico S 7481/F-1 y de S 7481/F-2 homogéneo, se
somete el residuo a cromatografia sobre una cantidad
1000 veces mayor de gel de silice, usé@ndose como eluyente

cloroformo conteniendo 2 % de metanol, y procediendo en

forma anéloga a la descrita en el Ejemplo 1.




10

15

20

25

- 21.~ 100-4106

EJEMPLO 3:

500 litros de una solucidén nutritiva (de la
cual cada litro contiene 40 g de glucosa, 5 g de
peptona de caseina, 5 g de SO4Mg . 7 HZO’ 2 g de

PO H2K, 3 g de N03Na, 0,5 g de C1lX, 0,01 g de SO4Fe,

4
y agua desmineralizada) se inoculan con 50 litros de

un cultivo previo de la cepa NRRL 8044, y se incuba 2n

un fermentador de acero a 27° durante 13 dfas con agita-
cién (170 revoluciones/minuto) y aeracidén (1 litro de
aire/minuto/litro de solucidn nutritiva).

k 500 litros del liguido de cultivo se desmenuzan
con un aparato Ultraturrax y se extraen varias veces
con cantidades de 500 litros de 1,2-dicloroetano. La fase
orgénica se separa, se seca sobre su;fato de sodio y se -
concentra mediante evaporaclén en vacfio. El residuo de la
evaporacién se cromatografia sobre una cantidad 100 veces
mayor de Sephadex LH 20 con metanol. Las frac-
clones que son actlivas contra Aspergillus niger se com-

binan, y la mezcla se cromatografia sobre una cantidad

100 a 200 veces mayor de 6xido de aluminio néutro

(actividad 1). Se efectfa la elucibén con tolueno al que

se le han afladido 10-50 % de acetato de etilo. Primero
se eluyen principalmente productos laterales, luego

S 7481/F~1, y finalmente S 748l/F-2. El descubrimiento

de los antibidticos avtivos en las fracciones se efectla
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nuevamente examinando la actividad contra Aspergillus
niger; la pureza se examina mediante cromatografia de
capa delgada sobre placas de gel de silice con
cloroformo/metaﬁol {(96:4) , haciéndose visibles los anti-
bidticos con vapor de yodo. Las fracciones puras se com-
binan y se trituran con hexano, con lo cual-se obtienen
los antibidticos S 7481/F-1 y S 7481/F-2 en forma dé un
polvo blanco, amorfo, el que se seca en alto vacfo a 350°.

El cultivo previo usado como material inicial
se obtiene como sique: .

La suspensién de esporos y micelio, usada. para
la inoculacibn, se produce a partir de un cultivo de la

cepa NRRL 8044, aislada originalmente, que se cultiva

- durante 21 dias a 27° sobre un medio de agar (del cual

cada litro contiene 20 g de extracto de malta, 20 g de
agar, 4 g de extracto de levadura, y agua desminerali-
zada). Los esporos y el micelio de este cultivo se re-
cogen en una solucidn fisioldgica de sal comln.

Esta suspensién se usa para la inoculacidn de
50 litros de una solucidn nutritiva con la misma composi=-
cidn como el contenido del fermentador de acero de
500 litros, y se incuba en un fermentador de acero a 27°
durante 3 horas con agitacién (200 revoluciones/minuto)
y aeracidn (1 litro de aire/minuto/litro de solucidén

nutritiva). Esta solucidn de fermentacidn se usa como mate-

rial de inoculacidén para el fermentador de acero de 500 litros.
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Los antibidticos S 7481/F-1 y S 7481/F-2
exhiben propiedades farmacolégicaé, por ejemplo inhiben
el desarrollo de Aspergillus niger.

Ademds, los antibidticos exhiben un efecto
inhibidor de la artritis, tal como lo demuestran las
pruebas usuales, por ejemplo por un efecto inhibidor de
inflamaciones en la prueba del periodo latenté de la
artritis por adyuvante de Freund en ratas y en la prueba
de la terapia de la artritis por adyuvante de Freund en
ratas. |

Por lo tanto, el uso de los antibidticos
estd indicado como agentes inhibidores de la artritis.

Los antibidticos exhiben un efecto inmuno-
supresivo con poca actividad citostdtica, como lo indican

las pruebas siguientes usando S 7481/F-1:-

a) Hemdlisis local en gel in vitro, prueba de Jerne:
La inhibicidén de las zonas de hemdlisis en % en
comparacidén con los controles es de 99 % a una dosis
de 2 x 60 mg/kg i.p., de 90 % a una dosis de 1 x 150
mg/kg p.o., y de 99,5 % a una dosis de 3 x 200 mg/kg
p.o. Se inhibe la formacién de anticuerpos inmuno-

globulina M y anticuerpos inmunoglobulina G.

b) Prueba de hemaglutinacién en ratones:

Se detectan los anticuerpos formados contra
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los eritrocitos de ovejas. La inhibicidn se expresa
en el indice supresivo (IS), indicdndose los contro-
les no tratados por 1,00; IS = 0,3 después de 5 x

200 mg/kg p.o.

Prueba de trasplante de piel en ratones:

La prolongacidn del periodo de supervivencia del in-
jerto de piel en ratones compatibles con histoina H-2
es aumentada considerablemente después de una dosis
de 10 x 200 mg/kg p.o., al coﬁpararse con los anima-
les de control no tratados: aprox. 16 dias mds que

los controles.

Encefalomielitis alérgica experimental (EAE) en

ratas:

Los dafios a los tejidos nerviosos, inducidos experimen-
talmente paralizan a 8 de 10 animales en Jos animales
de control no tratados, pero en el caso de un nimero
igual de animales de ensayo tratadés con 13 x 25 mg/

kg i.p., se obtiene una proteccidén del 100 %.

Prueba de la oxazolona en ratones:

Lia reduccidén de la hinchazdn de la oreja se expresa

como indice supresivo (IS); IS = 0,6 después de

6 x 75 mg/kg p.o.
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£) Citopénias en la médula dsea y en la sangre:
La alta aplicacién oral de 6 x 500 mg/kg no muestra
una depresién significante de las células formado-
ras de sangre en la médula dsea ni tampoco hipoleuco-
citosis en la sangre el primer, tercer y sétimo dia

despuds de la ltima aplicacidn del compuesto.

Por lo tanto, el uso de los antibidticos
estd indicado ademds en el tratamiento 'de enfermedades
autoinmunizantes, por ej. en el tratamiento de la repul-
sién provocada por los trasplantes de piel.

Para todos los usos arriba indicados, una
dosificacidén diaria indicada es de aprox. 50 a aprox.
900 mg, aplicados convenientemente en dosis divididas
2 a 4 veces por dia en forma de unidad de dosis que con-
tiene desde aprox. 12 hasta aprox. 450 mg, o en forma de
preparacién de accidn prolongada.

La presente invencién también proporciona
una composicidn farmacéutica que contiene el antibidtico
S 7481/F-1 o S 748l/F-2 en forma pura o como concentrado,
bruto, farmacduticamente aceptable, en asociacién con un
diluyente o soporte farmacéutico. Tales composiciones
pueden elaborarse empleando las técnicas usuales y pue-

den presentarse en forma de una solucién o de una tableta.
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Tabla

vatoe del espectro 013 de S 7481/F-1; 260 ;mg:enil,és cec de CDCL H ‘
Bruker HX-3CE; alcance de la curva descrita 6000.¢iclos por éeg-undo.

% Seflales registradas de CDC1

3

'y resorancias.

Frecuencia _ o
Direccién "/ciclos por '3/ ppm_7 Intensidad
segundo_/
1268 3915.5273 173.08237 184
1264 3909.6679 172.:7648 192
1293 2867.1875 174.8876 91
1299 . 3858.3984 178.4992 215
1312 - - 3839.3554 169.6577 247
‘1317 3832,4312 169.3341 268
1937 2923.8281 129.2¢14 228
1992 2843,2617 125.6412 225
2745 1740.2343 76.8994 ¥
2785 1681.6486 74.3182 : 165
3p27 1327.1484 58.6455 187
3842 1385.1757 '57.6745 - 223
3847 - 1297.8515 57.3569° . 253
3851 1291.9921 57.8928 4 %
3481 1248.8468 55,1581 844
3159 1133.7898 58.1811 172
3184 1897.1679 "48.4828 566
3189 - 1$89.8437 48,1592 276 -
3239 1416.6815 44.9227 2p6
3385 . 919.9218 48,6585 ; 158
3327 887.6953 39,2264 - ‘192
3332 880.3718 38,9028 222
3357 843.7588 137.2845 167 .
3363. 834.9689 . 36.8961 38 x
- 3388 818.8585 3547957 567
3387 799.8£46 35.3426 . 3P4
3411 . 76446484 . " 33,7891 . 182
3449 788.9843 31.3294 167
3454 881.6681 31.4857 518
3475 670.8984 29,6464 544
3478 666.5439 29.4522 179
3486 65447851 28,9343 818
3543 571.2898 25,2447 . 287
. 3549 .562.5088 24.8563 631
3553 556.6406 24.5974 843
3566 537.5976 ° 23,7559 1448
3574 525.8789 23.2381 762
3582 . 514.1601 22,7282 58 %
3596 - 493.6523 21.8148 686
3607 477.5398 21.1424 231
. 3622 455.5664 28.1318 - 165.
3628 1 446.7773 19,7427 254
3645 421.8758 18.6422 . 285
3658 - 414.55@7 18.3186 314
- 3654 - 4p8.6914 18.8597 “278 -
3658 4f2.8328 17.8487 277 .
3674 - 379.3945 16,7651 224
3688 358.8867 15.8588 o2
3781 - 222,6562 9,8389 139 - vl
3932 .- Bppes B.p000 111 3 tetrametilsilano
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La estructura de S 74B1/F-l es segln

se detalla:
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NOTA
Descrita suficientemente 1la natura-
leza del invento, asi comu la manera d:o r«7nliz(\:|;'lo
en la p;ébtica, ciebe hacerse constaf que las diéposi—
5 : ciones anteriormente indicadas, son susceptibles de
modificaciories de detalle en curnto no alteren su
principio fundamentalj; también se hace constar; que
el invento. corresponde a nolicitudes de patentés, pre-
sentadas en Suiza, bajo los nimeros 17111/7), dé fecha
10 - de 6 de diciembre de '1-973, y 14043/74, de fecha de

21 de octubre de 1.97k, acog%éndose por lo tanteo a

los beneficios que conceden los Convenios Int;fnécio;

‘nales en vigor, siendo lo que consfituye la esencia

del referido invento Y por lo que se solicita Patenté
15 ) 'de Invencion por 20 afioa en Espaﬁa, sobre. PROCEDI-
| MIhNTQ PARA LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS; caracte=
riz&ndoée:por lo_siguienté: - . L

12, - Pfocedimiento para la p%oduccibn

de antibibticos Aenominados, s 7#81/?-1, de férmula in-
dic.ada anteriormente; s 'kal/F-Z,f) 8 7481/F-1 y STW81/R1
teniendo el antibibtico.S 7481/F~1 las caracteristicas si
gulentes: ' . -
Polvo amorfo, inclororo; P.F, 137-140¢C (descomp.);
L@"cjzgz '.,2369- (CHCL,.; .c = 0,5);
25 ' EspectrP ultravioletd [EHBOH; ¢ = 1,063 g/l d = 0,01

' cm_7 tal como se indica en 1la fiéuru 1 de los dibu36§
que se acompsafan; o
Espectro infrarrojo 4-052012;7 tal c;mo se indica en
la figura 2 de 105'di5ujos que se acoﬁpaﬁan;

30 * Esgpectro de resonancia hagﬁéfica nuclear de protones.

/90 megaciclos por segundo;'bD013_7tal como se indica
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en la iigura 3 de los dibujos que se acompafan; .
Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono
13 [ 250 mg en 1,5 cc de cucl alcance de la curva

Adescrita 6000 meqac1cloo por seqﬁndoﬁ? tal como se

indica en 1la Tabla que se acompaﬁa,rr

. Espectro de masa de alta resolucién - laceloracxdn

de 'iones 4 kv- ﬂemperatuva fuente de iones '?qnac'

-presién,s,lo -6 Yim nqu Fico de 1a maSa més alta )

= m/e 1183,831 /2o, 004¢7 dortespondidnte a

Cgoll 109 110, que puede rédonocerse como prOuucto

de- allmlnaC16n de agua de C, N..,O

26 lll 1l 1“'
Anélisis elemental C 61,8, H 9,4, N 13,0, 0 15, 7

en concordancia con la férmula empirlca C(? 111 110 lq.
y 11berac16n de los amlnoéczdos alanina, Acidd &K=

aminobutirico, N—met11—1euc1na, N-metil-q11c1nu y

' vallna al reacc1onarse con. éczdo clorhidrlco ACV08sO
6 normal al reflujo; 9.5

teniendo el antibiético S 7481/F-2 las caracteristi-
cas sigulentes. . '
Polvo amorfo, 1ncoloro, F.F, 127-1302C (dcscomp.),

Lan_] = =432 (€161, ¢ = 0,5);

' Espectro nltravioleta épu OH; ¢ = 1,062 q/1; A =

0,01 cmd7 tal como se indlca en la F;qura 4 de los
dibujos que se’ acompaﬁan-

Bspectro infrarrojo /i CH,C _7 tal como se indica
en la Flgura -de los dlbuaos que sé acompaﬂan'
Espectﬂo dé resonancia magnétzca nuclear de protones

'f[ 30 megaciclos por segundo; CD013“7 tal como se in-

dlca en la Flgura 6 de los dibujos que se arompaﬁan°
bspectro de masa de alta resolucidn é acelcracién de
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iones 4 kv; tomporatura fuente de iones LIV,
. . =6 : .
presibn 5.10 ° mm Hg_J pico de 1a masa m&s alta

mn/e 1169,815 (- 0,006) correspondiente a Gt 107 11"

el producto de la eliminacién de agua de Cgqll 109%11%%

3 | | | "
~ Anflisis clemental hallade C 61, 7, H 9,1, N 13.1,

0 16,5 % en concordancia con la £érmula empiricd
061H109N11012; caracterlzédo porque scrcultlva_una
cepa productora de s 7481/F-1, S 7481/F-2, o §
7481/F-1 y § L/F-z ¢e la .especie de honqos

fvllndrocarnnn lucidum Booth o Trichoderma- polyﬂporum

(Link ex Pers.) Rifai en contacto con un medlo nutrl—j

tivo y porque se aisla § 748L/F-1 S 748L/”-L

S 7481/F-1 y § 7481/F-2.
22,- Procedimiento-segﬁn la reivine-
dicacién 12, caracterizado porque la cepa es una

cepa de Cylindrocarpon lucidum Booth,

32,- Procedimiento segin 1la reivin-
dicacién 22, caracterizado pPoraue la copa ¢5 NRRL
5760 un equlvalonte ‘taxondmico . obv1o de la mlsma,
o!una mutante o variante de la misma,

: 43,- Procedlmlento seqﬁn la reivin-~
dlcac16n 32, raracterlzado porque la cepa es NRRI

-.5760 0 un equivalenta taxonémlco obvio de la misma,

2, - lrocedlmlentn seqin la reivin—

dlcac16n 1la, caracterlzado porque la cepa es una

cepa de Tyichodorma Qplygporum {Link ex Pers.) Rifai.

, 2,- Procedlmlento seqiin la reivin-
d1cac16n 52, caracterizado porque la cepa €s NRRL

8044 o un equxvalente taxondmico obvio.de 1a mxama,
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0 una mutante o variante de la.misma.

7%.- PPocedimiento seqin la reivin-

.dicacién 62, caracterizado porque la cepa &s NRRL

8044 o un equivalente taxonémica_nbﬁio de ld misma.
82,- Frocedimiento para la produc-
cibn de antibidticoss tal y como quedansustancialmgn-
te descrito en la presente Memoria e iluStrado en fos
dibujos adjuntos. | -r_i , .
S Esta Memoria consta de 31 hojas es-
critas a miquina por una sola para.'
' Madrid, €5 fGg o
© SANDOZ,, A.G. ’
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