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REF: X-4684

Esta invencidn se.refiere a un procedi-

- miento para preparar nuevos antibidticos de polipéptido,
designados A-22082, ¥y otros factores menoreé que se produ-
cen culﬁivgndo una cepa no descrita hasta ahora del orga-

nismo Aspergillus nidulans NRRL 8ll2.

Bs el objeto de esta invencién.propofcio—
nar,ﬁn~nuevo procedimiento para producir una mezcla anti-_
bidtica que comprende el antibidtico A-22082 y otros fac-
tores menores, para sepbarar la mezcla antibidtica que com-
10 .prende el antibidtico A-22082, y otros factores menores y

aislar el‘énéibiétipo A-22082. La mezcla antibidtica se
. _ prodﬁce cultivando una nueva cepa de Aspergillus nidulans
. NRRL 8112 bajo condiciones de fermentacién gerébicé%}éh-
mergida hasta que se produce un nivel substancial defac—
18 tividad antibibtica. ILa mezecla antibidtica se sepaéé-éel
medio de fermentacién mediante extraccién con dsolvg§¢es
orgénicos polares. La mezcla antibiética se purifiga mdi-
cionalmente, y el antibidtico A-22082 se aisla me@%ﬁ?te

‘el empleo de una variedad de técnicas tales como czopato-

20 , : : , ‘e
.grafia. . 7 A e,

. -
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La presente invencidén proporciona un pro-
cedimiento para la produccién de una mezcla antibidtica
que comprende A-22082 y otros factores menores caracteriza-
da por: ' ' .
25
a) el cultivo de Aspergillus nidulans NRRL
8112 en un medio de cultivo que contiene
fuentes asimilables de carbohidrato,.nitrg
geno, y sales inorgénicas bajo condiciones
de fermentacidn aerdbicas sumergida, hasta

30 ) :
que se produce una cantidad substancial de
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actividad antibidtica por dicho organismo
en el citado medio de cultivo; y
opcionalmente, la seperacidn de una mezcla
antibidtica A-22082 del medio de cultivo: ¥
opcionalmente el aislamiento del antibiéti-
co 4-22082.

El nuevo antibidtico A-22082 es un sélido

amorfo blanco; el cual es soluble en metanol, etanol, di-

metilformamida, sulfoxido de dimetilo, acetato de etilo

v en soluciones acuosas que tienen un pH mayor que 7,0;

pero que es insoluble en éter dietilico y ter de petrd-

leoy; ¥y que tiene:

a)

b)

una férmula empirica aproximada de -t

un peso molecular aproximado de 1100, se-

Phdal 4

gin se determina mediante espectrometrid

+ea

. de masas ¥ titulacién; .

una composicidén elemental aproximadaf&b:’
56,52 por ciento de carbonoj 7,29 por.c¢ien-
to de hidrégeno, 8,68 por ciento de IEPEPE -

geno, y 27,09 por ciento de oxigeno;ig.:

-
*s

O51-53879-85"7017-193 T
las siguientes rotaciones especificas:

(3182722 ~449 (0,5, Gl 0
galf§7§25 -;560 (0,5, C;OH)

un espectro de absorcidén infrarroja en dis-
co de KBr con los siguientes miximos de ab-
sorcibn caracteristicos 5béervables:

2,97 (fuerte), 3,30 (débil), 3,76 (resalto),
3,39 (medio), 3,47 (dévil), 5,97 (fuerte),
6,06 (fuerte), 6,45 (medio), 6,53 (medio),
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‘de absorcidén a 225 nm {épsilon 18.000),'

- 38,5, 36,8, 35,2, 33,9, 32,9, 52,6;.30,7,
30,4, 30,2,\28,2, 27,0, 26,5, 23,6, 20,1,
. 19,6, 14,4, y 11,3, ppm; T

.glbicans para deteccidn}

6,83 (medio), 7,78 (46bil); 8,00 (débil),
9,07 (débil) y 11,66 (débil) micras;

espectros de absorcidén ultravioleta tanto

. en metanol neutro como Acidos, con maximos|.

275 nm (épsilon 3.000) y 284 nm (resalto,
épsilon 2.500) y méximos de absorcidn en
metanol bésico a 245 nm (épsilon 16.000)
v 290 nm (épsilon 3.000); ‘
un espectro de rescnancia magnética nuclea]
de 013 en paradeuterometanol con las si-'
guientes caracteristicas:

delta 176,1, 174,3, 173,4, 172,7, 272,4,
169,8, 1584, 132,8, 130,9, 129,6, 129,0,
116,2, 77,0, 75,7, 74, 71,3, 70,9,.69,6,
68,3, 62,4, 58,7, 56,9, 56,1, 52,§£:3§,o,

e e g

a
*e
2

un grupo titulable con un vélor de'éﬁa de
12,7 en dimetilformamida acuosa éi'f E
después de la hidrdlisis, un andlisis de
aminodcido, el cual indieca la presencia
de treonina, hidroxiprolina y otros tres
aminodcidos alin no identificados;

un valor de Rf.de 0,35 en la cromatogra-
fia en capa delgada en gel de silice, uti
lizando un sistema disolvente de benceno/

metanol (7:3) y bioautografia de Candida

K
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A-22082 corresponde especialmente bien con una féfmu;é'empi

- rica de ngﬂé1N7018 °H20° (caleulado: C, 56,24 II;.7,54;

k) los siguientes valores de R, en los siste-
mas cromatograficos en papel se indican a
continuacidn, utilizando bioautografia de

Candida albicans para deteccidn:

Valor de R, ﬁiéﬁema Solvente
0,76 . Butanol saturado con agua
0,69 " Butanol saturado con agua .

mis acido p-toluensulfénico

al 2% ' 7
. 0,75 Metanol:HC1l 0,1 normal (3:1)
. 0,17 Butanol:etanol:agua (13.5: '
15:150) .
0,78 Metanol:citrado de é;éio

0,05 molar a un pH dé°5,7
(7:3); papel tamponéhd?con
citrato de sodio 0,0é‘molar
a un pH de 5,7.  *vven

F1 anilisis' elemental del antibidtice.

N, 8,84; 0, 27,39)..
Se presenta en el dibujo anexo el espec-

tro de absorcidn infrarroja el antibidtico A-22082 en un

disco de KBr.

El antibidtico A-22082 es similar a, pero
tiéne.un espectro diferente de actividad del antibidtico
de pdlipéptido Schinocandin B reportado ﬁor I.Benz y otros,
Heiv. Chim. Acta 57, 2459-2477 (1974).

Uﬁ organiémo.ﬁtil'pafa la preparacidén del

antibidtico A-22082 se clasifica como una cepa de Asper-




10

18

20

25

30

gillus nidulans (Zidam). Wint., el cual estd en el gTu—

/ po de la forma 4Aspergillus nidulans. Esta clasifica-

. cién'se basa en las descripciones de K.B. Raper y D.If
Fennel en "The Genus ispergillus", The Williams and '/il-
kins Company, Baltimore, Md., 1965.

. ‘ Los nombres de color se asignaron de con-
formidad con el método de ISCC NBs (K.L. Kelly y D.B.

- Judd, "The ISCC NBS Method of Designating Colér and a

}Dictionary of Color Names", Departamento de Comercio de

ilog Estados Unidos Circ. 553, Washington, D.C. 1955). Los’

!bloques de color de Maerz y Paul se describen por 4.
Maerz y M.R. Paul en "Dictionary of Color", McGraw-Hill
Book Company, Nueva York, H Y., 1950.

-
- .e

Tos cultivos se desarrollaron a25°C%:-a* me-

“«ae

nos que se especifique de otra manera. ‘ .
GARACTERISTICAS DEL CULTIVO DE A. NID“LAWS
NRRL 8112 'E'
Agar en solucidén de gz_pek ) sea s
Cuando se desarrolla a.25°C. duranté_@és
semanas, el cuitivo obtiene un diimetro de 4,0 cﬁl.ﬁa
colonia es rugosa y tiene un margen fuertemente deg%ado
que consiste de hifas amarillo parduscas profundamente
HSumergidas. A veces se presenta un exudado incoloro que
con el tiempo se transforma en rosfceo. Se presentan gru-
pos miceliales casi reaondeados flojamente tejidos, alea-
toriamente sobre la superficie y en una linea submargi-
nal. A medida que estos grupos maduran, se tejen més
i apretadamente vy se entrelazan con, y eventualmente se en~

' vuelven en, colulas de envoltura. Los desarrol‘os inicia-

les varian de blanco a color de ante, transforméndose en




10

18

20

25

30

._.7_

verde-amarillo pélido (ISCC;NBé 12 y Maerz y Paul 10-i-1).
En dos semanas, el desarrollo se hace amarillo—anaraﬁja—
do pélido (I3CC~-NBS 73 y Maerz y Paul 10-3-3). Despuds
de tres semanas, las cabezaé de los conidios serdisemi—
nan ampliamente, presenténdose a veces en parches, son
de blanco a amarillo claro inicialmente, haciéndose des-
puéé amarillos griséceos obscuros (ISCC-NBS 91 y Maerz

y Paul 13-11-1). No se deéprende pigmento §olub;e.rLa
colonia ligeramente curvada cambia inversamente de blén—
co a caté claro (ISCC-NBS 57 y Maerz y Paul 5-A-10) y
se obscurece con la edad a matices plirpura obscuros.

N

Las cabezas de conidios son al principio

radiadas, pero se hacen cortas y en columnas con la edad.

.

Las cabezas redondeadas jévenes pueden ser hasta de un

L)

di&metro de 70 micras, pero promedian 60 micras. Las ca-
. - A » L]

LI

bezas en columnas son de 75 micras a 125 micras de'Tdn—
gitud y de 30 micras a 65 micras de ancho y promedian 95

r
ro>m g

micras x 47 micras.

' i . A .
Los conididforos, vesiculas y fialidas-son

de pared uniforme y de color café pélido. Los conidib—~

A

" foros varian en longitudes de 38 micras a 56 micras; pero

pueden obtener 85 micras. Son de un ancho de hasta 5 mi-

¢cras.
Las vesiculas son de subredondeadas a hemis-
féricas y pueden aplastarse terminalmente. Son general-

mente de 8 micras a 1l micras de di&metro, pero prome-

dian 9,6 micras.

Los esterigmatos son biseriados, y los es-
terigmatos secundarios estén frecuentemente en pares. Los

esterigmatos primarios son casi cuneiformes. Varian en
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A m1cr=s a 7 9 micras y promedian 6,2 micras.

longitud de 3,2 micras a 6,3 micras ¥y pror.edian 4,4 mi~
cras. En su punto mds ancho son de 2,8 micras. Los es-

.terlgmatos secundarios adontan la forma de matraz T son
alargados. Son de 3,4 micras en su punto més ancho y se

ahusan a una anchura de 1 micra. Varian de longitud de 4,7 .

Los conldlos son rugosos, redondeados, de

amarillo a verde en masse, y varian de 1,6 micras a 4,6

- micras de didmetro, promediando- 2,5 micras.

; - El estado ascégeno se incrustd en las célu- .

[las de ernvoltura en la superficie de la colonia pero pue-

s -

i de también encontrarse a niveles por debajo de la super-
ficie. Las células de envoltufa son hialinas y pueden ha-
cerse de roshceas a parduscas a medida que se desékgb-
1la la clestotecia. Las células de envoltura son ﬁé‘re-
dondeadas a subredondeadas o de ovaladas a alargéiaéﬂy,
son en general de 14 micras a 13 micfas de diémetrbn Las
clestotecias son redondeadas, de pared delgada y-sof hia-
linas cuando son Jovenes y plrpura obscuro cuande_ es$an
tota}mente maduras. Varian de 185 micras a 320 miq;gs de
didmetro y promedian 200w-micras. ool

Las ascas son hialinas, de redondeadas a ova-

~1adas, y pueden desintegrarse antes de que la cleistote-~
cia madure. Las ascas redondeadas son de 12,6 micras de
didmetro. Las ascas oéaladas promedian 14,1 micras x 11,1
micras y varian de 12,6 micras a 17,4 micras de longitud
v de 9,5 micras a 12,5 micras de ancho.

' . Las ascdsporas son de paredes uniformes,

anaranjadas, y estan adornadas con dos crestas ecuatoria-

les paralelas delicadamente plegadas, las cuales son con-
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tinuas y son de un ancho de 0,8 micras. 5i la cresta es

ecuatorial, esta estd a través del eje longitudinal de

‘una ascdspora lenticular que es de 4,3 micras a 5,1 mi-

cras de longitud y.de 2,7 micras a 3,5 micras de ancho
y promedian de 4,5 micras a 3,2 micras. Si la cresta es
periférica, la ascbspora aparece redondeada, y el cuerpo

tiene un didmetro igual a la longitud de la vista lenti-

cular.

T Cuando se desarrolla a 2500., el cultivo se
desarrol}a éépidamente, logrando.un didmetro de 5 cm. én
digz dias y de ﬂaéta 7 cm, en tres a cuatro semanas. Las
colonias son vellosas, amarillo verdosas. Al séptimo dia

tter

se presentan pequefios aglomerados blancos de-células de

envoltura aleatoriamente sobre la superficie y en una

- -
.

banda submarginal. ios agloﬁerados de célula de eﬁf@itu—
ra‘se hacen de un color amarillo obscuro con la edad. La
periferia de la colonia dentada, éonsisfe de hifdg-safé
amarillentas profundamente éumergidas. En general};ig su-

e

perficie es verde olivo moderado (ISCC-HBS 125 y Méé%z'y
Paul 24-~I-1), y el inverso de la colonia es de céibﬁ oli-
vo moderado (ISCC-NBS 107 y Maerz y Paul 15—1—4).

' Loé estados de conidios y los estados ascd-
genos son similares a gquellos del agar de la solucidn

de Czapek con varias excepciones. Las vesiculas son més
pequefias, variando de 6,3 micras a 11,0 micras de dié-
metro & promediando 8,7 micras. Las ascas redondeadas son

de 11,0 micras de didmetro y las ascas son de 11,1 micras -

 a 12,6 micras de longitud y de 9,5 micras a 10,3 micras

_ de ancho, promediando 11,3 micras x 10,1 micras, Las as-
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césporas promedian 4,0 micras x 3,2 micras.
_ Ciertas caracteristicas de la cepa produc- |
tora del antibidtico A-22082 de Aspergillus nidulans

NRRL 8112 difieren de las caracteristicas del organis-

mo descrito por Raper y Fennel, anteriormente. La cepa

productora de A-22082 produce conidioféras mis peque-
ﬁas& conidioé y'células de-énvoitura, pero siendo las
cabezas de los conidios liéeramente més grandes y los
esterigmatos secundarios. La cepa productora de A~22082
produce un exudado, ﬁieﬁtras que el brganismd descrito
por Raper x_ﬁénnell no lo hace. Todas las otras carac-
teristicas se conforman con aquellas de la descrip-
cibén publicada y confirman la ideéntificacién del S?ga-

nismo que produce A-22082 qom3 una nueva cepa de hé@er—

gillus nidulans (Eidam) Wint. ' . vas
El cultivo de Aspergillus nidulans Gtil -

-

para la produccién de la nueva mezcla antibidtica’ ghe

comprende'antibiético A-22082 y otros factores nenv=:
res se ha depositado y forﬁa parte de la colecci6gfée
cultivos de muestra del Nortﬂern Regional Researéh)ﬁa;

boratory, Departamento de Agricultura de los Estadgé Uni-

dos, Agricultural Research Service, Peoria, Illinois

61604, El cultivo de Aspergillus nidulans es disponibie
al piblico bajo el niimero NRRL 8112,

El compue;to conocido de esterigmatocistina
se produce por Aspergillus nidulans NRRL 8112, Durante
el procedimiento de recuperacidn, la esterigmatocistina
se extrae junto con las mezclas antibidticas mediante
extraccidén de los medios de fermentacidn con disolventes

orginicos polares. Las mezclas antibidticas se separan
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de la esterigmatocistina mediante técnicas de precipita-
'S4 .
cidn. .
La separacidén de la mezcla antibidtica

que comprende el antibidtico A.22082 y otros factores me-—

nores de los otros componentes de los medios de fermenta-

eién utilizan la adsorcién en una columna del gel de sili-

ce y la elucidn con acetonltrllo agua (97 3). El antibid-
tico A-22082 se aisld de los otros factores menores medlan
te,separacién‘c?omatografica en una columna de gel de si-
lice con elucidn con acetonitrilo:agua (97:3).

T ‘El medio de cultivo empleado para desa.
rrollar A. nidulans NRRL 8112 puede ser cualquiera de un
niimero @e medios. Para economia en la producc1on, ﬂendl—.

"!

miento 4ptimo y facilidad de aislamiento de productq, sin

.

embargo, se prefieren ciertos medios de cultivo. De esta

manera, por ejemplo, una fuente de carbohidrato prefé}ida
en la fermentaclon en gran escala en la sacarosa, aunque
PoT e 3

pueden emplearse la glucosa, la maltosa, el gllcerol,y pro

>“

-ductos similares. Las fuentes de nitrbgeno preferldas son

la caselna hldrollzada con enz1ma y el licor de 1nfusion

- -
‘b
-

Pueden incorporarse sales inorginicas nu-

.tritivas en el medio de cultivo, Estas incluyen las sales

golubles acostumbradas capaces de producir sodio, mag-
nesio, calecio, amonio, cloruro, carbonato, sulfato, nitra~
to e iones similares. Los elementos en huellas esencia-
les para el desarrollo y crecimiento del organismo, ne-
cesarios, deben también ser incluidos en el medio de cul~-
tivo. Dichos elementos en huellas se presenﬁan cominmente -

como impurezas en otros constituyentes del medio en
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cantidades suficientes para'cumpiir con los requerimien-
tos del creciente del organismo.

Puede ser necesario agregar pequefias can
tidades (esto es 0,2 ml/1l) de un agente antiespuménte tal

como poliprovilenglicol a los medios de fermentacidn en

gran éscala, si la espuma se transforma en un problema.

Para la produccidén de una cantidad subs-
tancial de antibiético A-22082, se prefiere la fermen-

tacidn aerdbicd sumergida. Pueden obtenerse pequefas can~

tidades antibidticas A-22082 mediante cultivo en matraz

agitado.’DeBido al retraso de tiempo en la produccidén an- .
tibidtica, comfinmente asociado con la inoculacién de gran
des tanques con la forma de espora del orgaqismo{%é:prg
ferible emplear un -indculo vegetativo. El indculo N?getar'
tivo se prepara inoculando un pequeilo volumen dej- madio

de cultivo con la forma de espora o fragmentoé miqélia—

les del organismo para obtener un cultivo del orggq%smo

fresco activamente en desa;rollo. El indbculo vege@g@ivo

L

se transfiere entonces a un tanque mads grande. El me-
dio dti}izado para el desarrollo del inéculp vqgeééti-
vo puede sér el mismo que aquel utilizado para féiﬁen—
taciones mayores,Aéero pueden emplears tambien otros me-
dios.

El A, ’'nidulans puede desarrollarse a tem
peraturas entre aproximadamente 20°¢. y aproximadamente
40°%¢, La produccién bptima de A-22082 parece ocurrir a
temperaturas de aproximadamgnte 25—50°G.

Como es usual en los procedimientos de
cultivo aerdbico sumergido, el me@io.de cultivo se airea

mediante rociado con aire esteril mientras se agite meca-
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nicamente a través de impulsores de turbina convencio- .

nales en un recipiente totalmente provisto de desviacio=

nes. La produccidén antibidtica eficiente se obtiene .

cuando el contenido de oxigeno disuelto del medio se
mantiene en, o-superior a 35 por ciento de saturacidn
de aire.

' La produccién del antibiético A-22082 pue-
de seguirse durante la fermentacién mediante el proba-

do de muestras de extractos aldohélicos_del caldo ente-

i o en cuanto a actividad antibidtica contra un organis— -

| mo que se conoce es sensible al antibibético. Un organis-

mo de ensayo Util para probar la presencia del antibid-

Y

tico A-22082 es Candida albicens. El bioanilisis se lle-
AT

va a cabo convenientemente mediante andlisis de distco---
* yna

-

papel sobre placas de agar.

4 .

En términos generales, la actividad antibid-
tica es detectable en el tercer dia de la fermentacidn.
La produccién mixima de la actividad antibidtica’Usdal-

mente ocurre entre aproximadamente el cuarto y el.lséxto

K
’

dias. con A. nidulans. i S e

e

El antibidtico A-22082 es un égentd=an§ifﬁn—

glico. La actividad antifungica del antibidtico A-22082

5e demostrd mediante pruebas in vitro. La actividad anti-
fungica se midid a trqvés del método convencional de di-

fusidn en disco (se sﬁmergieron almohadillas de 6 mm. en

soluciones que contienen antibidtico A-22082; las al-

mohadillas se colocaron en placas de agar sembradas con

" el organismo de prueba). El cuadro II resume la concen-

tracidn inhibitoria minima (CINM) por disco a la cual el

antibidtico A-22082 inhibid los organismos representati-
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- ' CUADRO II
‘Organismo de prueba ] : CINM (meg/disco)
Candida albicans S 0,625 |
" Trichophyton mentagrophytes - - 0,078
‘Candida tropicalis R 3,12

" tico A-22082 se demostrd adicionalmente en pruebas in vi- |

da albicans en ratones, fueron de 30 mg./kg. (admigibfra—

cuténea). ‘ s

14

VOS. . T -

Las pruebaé.de difusidn en disco in vi-
tro indica tambidn que el antibidtico A-22082 inhibe

Geotrichum candidum y cuatro especies de Microsporum.

™

La actividad antifungica del antibid-

vo. Cuando se administraron dos dosis de antibidtico -

A-22082 a ratones-infectados con Candida albicans,. g pro-

29 7%

bé la proteccién contra C. albicans. Una medida de la

proteccidén producida es el valor de DE5O é-la dosis,efgc-
tiva en mg./kg. que protege el 50% de los ratones;‘yﬁg
W. Wick y otros., J. Bacteriol. 8L, 235%-23%5 (1961)7. Los

valores de DESO para el antibidtico A-22082 contra Capdi-

w s *

v

cibén iﬁtraperitoﬁeal) y de 50 mg/kg. (administraciénfgub;
No hubo senales de toxicidad aguda cuan-
do'e} antibidtico A-22082 se administrd intraperitoneal-
mente (ip) o subcuténeamente (3C) a ratones a 100 mg/kg.
dos veces por dia durante tres dias (un total de 600
mg/kg). Tampoco hubo seflales de toxicidad aguda cuando el
antibidtico 4-22082 se administrd intraperitonealmente
a ratones a 200 mg/kg., tres.veées durante 24 horas (un
total de 600 mg/kg.).

Cuando se utilizd como un agente antifungi
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co, el antibidtico A~22082 se administrd parenteralmen-
te, y cominmente se administra junto con un portador ‘0
dlluyente farmaceutlcamente aceptable., La d031s del an-

tibidtico A-22082 dependeri de una varledad de factores;

tales. como la naturaleza y la severidad de la infeccidn

partlcular 1nvolucrada. _
' ‘A fin de 1lustrar mas completamente la ope-
racién de esta invencidn, se proporcionan los siguientes
ejemplos. |
EJEMPIO 1
A. Fermeptqcién en matraz agitadd de una mezcla antibid-
rtica que comprende el antibidtico A-22082 y otros fac-
tores menores, utilizando A. nidulans NR RL 8112

“"17

Se prepard un cultivo de Aspergillqunidu-

lans NRRL 8112 y se mantuvo en un sesgo de agar qﬁé’tiehe

la siguiente composicidn: ' s e,
Ingrediente Cantidad ’fﬂ
Pasta de tomate _ : 2 por cientorss
Harina de avena para bebd 2 por cienﬁgfj
Agar. ' . 2 por,cién%bhz
Agua desionizada : ‘ .- 94 por cientQ;E

El sesgo se inoculd coh Aspergillus nidu-

lans NRRL 8112, y el sesgo inoculado se incubd a 25°C.

durante aproximadamente 7 dias. El cultivo al sesgo ma-

duro se convirtid a suero de carne y se raspé con un la-

zo esteril para aflojar las esporas. La suspensidn re-
sultante se liofilizd en seis pildoras. |

Una pildora lloflllzada asi preparada se
wtilizé para inocular 50 ml. de un medio vegetativo que

tiene la siguiente composicidn:




—1g -
Ingrediente : Cahtidad (por ciénto)
' 'Glucosa 1,0
Glicerol ) 1,0
Harina de orujo de al-
5 godén . 2,5
I '_ CaCo; 0,1
Agua 95,4
El medio vegetativo inoculado se incubb en
- un matraz Erlenmeyer de 250 mle. a 25°C. duranter48 ho-
1 E ras, en un agitador que gira a través de un arco de cin-.
° co cm. dé didmetro a 250 RPM.
' I B. Ferm;nt;cién en tanque de mezcla antibibtica que
\ comprende el antibidtico A-22082 y otros factores
nenores whilizando A. nidulsns NRRL 8112 ..
15 A fin de proporcionar un gran volumehzﬁe
inbculo, se utilizgron 10 ml. del medio vegetatiéégih—
cubado desprito anteriormente, para;inocular 200 ﬂ%. de
un médio de desarrollo vegetativo de segunda etapa-gue
tiene la misma compos;cién-que aquella &el medioiyége-
20 tativo. Dicho medio de segunda etapa se incubé‘engq%
: matraz Erlenmeyer de boca amplia de 2 litros, a-£§?§.
durante 48 horas en un agitador que gira a través d;
"un arco de 5 cm., de diémetro a 250 RPM.
El medio vegetativo de segunda etapa in-
25 | cubado (800 ml.) prepérado como se describid antes, se
utilizé para inocular 100 litros dermedio de produc-
cibén esteril que tiene la siguiente composicidn:
Ingrediente Cantidad (por.ciento)
’ Sacafosa ' 2;0'
730 . ~Maltosa _ 1,0
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Extracto de malta - 1,0
Melasas 0,5
Licor de infusibén de maiz 0,5

Hidrolasa enzimitica de ca-
. seina 0,2
Agua : - o, 5
N-Z-Case, Sheffiel Chemical Co., Norwich, N.TI.
EL pH del medio fue de 7,1 después de la

. esterilizacidén mediante tratamiento en autoclave a

120°¢. durante 30 minutos a una presidn de 6, 8 9,0 kg.

de pre516n. El medio de produccidn inoculado ‘se dejd

fermentar en un tanque de fermentacidén de 165 litros
durante cinco dias a una temperatura de 25 °a. 1 medlo

de fermentacidén se aired con aire esterll al reglmen
%% e

de 0,4 V/V/M y se agitd con agitadores oonven01ondles

2 9
*
o e 7.

a 250 RPM. . L

- EJEMPLO 2 v

VAT O }

Separacién de la mezcla antibiética que comprende an-
*?

>
]
35 o

tibidtico A~22082 ¥y otros factores menores.

Vhb

) " El caldo de fermentacidn entero (200“’itros)

obtenido como se describid en el ejemplo 1, se filty

uwtilizando un filtro ayuda (Hyflo Super-cel, una tierra

de diatomeas, Johns Manville Products Corp). Los mice-
lios separados se extpajeron con metanol (100 litros).
El extracto metanélic$ sé concentrd bajo vacio a un vo~
lumen de aproximadamente 50 litros. El extracto de meta~
nol concentrado se acidificd a un pi de 3,5-4,0 median-
te la adicién de &cido clorhidrico. La solucibn re-
sultante se extrado dos veces con W2 vollmenes de clo-

roformo. Los extractos oloroformicos se combinaron y
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: se concentraron a un volumen de aproximadamente un'li-
tro. '

. Se agrégd una porcidén de este concentra-
do de cloroformo (250 ml.) a acetonitrilo (100 ml.). La:

% solucién resultante se f£iltrd, y el filtrado se concen~
“tré bajo vacio a un volumen de.aproximadaménte 150 ml. Es=
te filtrado concentrado se aplicd a una columna de gel de
1silice (5,5 x 54 cm.; gel de silice WOeim). La columna se
%eluyé can acetonitrilo: agua (97:3) a un régimen de flu

Vﬁo.de 5 ml. por minuto, recogiendo las fraéciones que
;tienen un volumen de aproximadamente 10 ml. La elucidn se .
revisé mediante cromatografia en capa delgada con gel de
silice, utilizando un sistema disolvente de bgncen§§@éta-
nol (7:3). La presencia de -la mezcla antibidtica q&e com
prende el antibidtico A-22082 y otros factores meﬁ?r?s,

se detectd mediante bioautbgréfia utilizando Candida, al-

bicans. Las fracciones de la columna 136-190, contuyzeron

7

la mezcla antibidética. Estas fracciones se combinarce y

2, ,v

se evaporaron bajo vacio para dar 453 mg. de .ia mezcla an

! >

tibidtica. U
I, @

7 EJEMPLO 3
Aislamiento del Antibidtico A-22082

Se cromatografiéd una porcidén de la mez-
cla antibibtica que comprende el antibidtico A-22082 y
otros factores menores (200 mg.), obtenidos como se des;
cribid en el ejemplo 2, en una columna de gel de silice
(1,5 x 6,0 cm.; gel de silice Woelm). La columna se elu-
y6 con acetonitrilo: agua (95:5) a un régimen de flujo
de un ml. por min. recogiendo fracpiones de 5 ml, ILas

fracciones se revisaron como -se describid en el ejemplo
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2. Las fracciones 1-3 gque contuvieron el antibidtico

. A=-22082 se combinaron y se concentraron bajo vacio a

un aceite. Este aceife se cromatografid nuevamente so-
bre una columna de gel de silice (1,5 x 12 cmy gel de .
sflice Woelm), eluyendo con acetonitrilo:agua (97:3).

Se combinérqn las fracciones 15~20 que contuvieron anti-
biético A-22082 y se concentraron bajo vacio a un acei-
te. Este aceite se disolvid en metanol (2ml.); la solu=
cién de metanol se agregb a éter dietilico (20 ml.).

El preéipitadb que se formb se sepéré mediante fil- '
tracién y se secd para dar 35 mg. del antibidtico-

A-22082.

En resumen, la Patente de Invencion.gue

“spa8

se solicita, deberéd recaer sobre las siguientes: -

239
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REIVINDICACIOIES

l.- Un procedimiento para la produccidn

. de una mezcla antibidtica, que comprende antibibtico

A-22082 y otrog factores menores, caracterizado por:

a)” 8l cultivo de Aspergillus nidulans NRRL
8112 en un medio de cultivo que contiene
fuentes asimilables de carbohidrato, ni-
trégeno y sales inorgénicas bajo condi-
ciones de fermentacidn aerédbica sumergi-
da hasta que se produce una cantidad:subs—-'

,‘ . tancial de activi&ad antibibtica mediante

dicho organismo en el citado medioc de cul-

tive; ¥ Slae
L, o, 2.
b) opcionalmente, la separacién de la mezcla
N o5 a
antibidtica 4-22082 del medio de cultivo;
rhda
. )

. 2 3
y : o e
339
c) . opcionalmente, el aislamiento del antibid-
e
23529

tico A-22082.

> L

. . Do P
2.- ELl procedimiento de la reivindicacién

1, para la produccién del antibidtico A-22082 dardcte-

2

rizado por: e e
a) el cultivo de Aspergillus nidulans NRRL;
b) , la separacién de la mezcla antibidtica

A-22082, del medio de cultivo; ¥y
e) el aislaﬁiento del antibidtice A-22082.

3. Se reivindica por ultimo como objeto so-
bre el que ha-de recaer la Patente de Invencidén que se -
solicita: UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE UNA MEZ
CLA ANTIBIOTICA. ’

quo conforme queda descrito y reivindicado
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en la presente memoria descriptiva que consta de veinbi-~

-~una paginas mecanografiadas y dibujos que se acompaiian.

' Madrid, 30 de Septiembre 1.976
UNGRIA

2
027013

. ) v
\ 20
9457
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