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PATENTE DE INVENCIOf

Case 1623*

"Pro ce dimiento para la  producción de substancias 

antibióticamente activas".

o  ̂^
SANDOZ, A.G., entidad suiza, residente en Basl 

lea , Suiza.

La presente invención se relaciona con -  
nuevas substancias antibióticamente activas deno 

minadas en la  presente memoria descriptiva Verru 
carina A, Verrucarina B y Rcridina A, y con un -  

5. procedimiento para su obtención.

M*4.



Esta invención proporciona un procedimien 
to para la  producción de Verruoarina A, Verrucar¿. 
na B y Roridina A, a partir de líquidos de cu lt i­
vo o m icelios de cepas de la  especie de hongo myro 

5. thecium verrucaria (Albertini y Schweinitz) D it -  
mar ex Fríes o myrothecium roridum Tode ex Fríes, 
caracterizado porque se somete la  mezcla a parti­
ción, adsorción cromatografías y cromatografía de 
partición .

10. Se aíslan colonias del hongo myrothecium-
verruoaria y  myrothecium roridum de muestras de -  
t ierra  de diversa procedencia. Morfológicamente -  
todas estas cepas coneuerdan con la s  descripoio -  
nes de la  especie dada, por ejemplo,en Gilman, j .

15. C. 1957, A Manual o f Soil Fungi, 2a e d ., The lowa 
State College Press, Ames, lowa, EE.UU. Algunas -  
veces las colonias individuales del hongo, aun -  
cuando han sido obtenidas de las mismas muestras- 
de tierra , d ifieren  morfológicamente, por ejem -

20. Pío por su mayor o menor tendencia a esporular, -

¿ s í  como fisiológicam ente, por ejemplo en e l  me -  
dio de cultivó requerido para la  producción de -  
lo s  an tib ióticos. ^

Es posible obtener las substancias Terru-
25. carina A, Verruoarina B y  Roridina A, del liquido

de cu ltivo o m icelio de cepas del hongo myrothecium 
verrucaria, y yyrothecium roridum asi cómo del l í ­

quido de cultivo y m icelio de variantes de estos 
organismos.

30. El cu ltivo de lo s  hongos puede llevarse -



K-

5.

10.

15^

20.

25.

a oabo por f  armen tac ion en oultivo está tico  de 

superficie  o por fermentación en oultivo samer 
gido en tanques provistos de agitadores y meca 

ni amos para introducir a ire u oxígeno. Las ce­

pas de myrothecium verrucaria y myrothecium ro 
ridum pueden ser cultivadas en diversos medios 

de cu ltivo  conteniendo substancias nutritivas 
conocidas, por ejemplo glucosa, almidón, dex -  
trina , lactosa o azúcar de caña, como fuente -  
de carbono, peptona, levadura o extracto de -  

carne, sulfato amónico, n itrato amónico o ami­
noácidos, como fuente de nitrógeno y otras sai- 

le s  minerales y ácidos conocidos.

Se ha encontrado ahora que por lo  me -  
nos 8 substancias crista lin a s , puras y un ifor­
mes pueden ser aisladas de la  materia produci -  
da por diversas cepas de myrothecium verru caria . 

y myrothecium roridum. El que se produzca una -  
substancias particular y lá  cantidad que se  —  

produzca depende de las condiciones bajo las -  
cuales se lleva  a cabo e l  cu ltivo . Las substan . 

cías activas pueden ser extraídas del filtra d o  
de cu ltivo  con cloroform o, di cloróme taño o ace 
tato e t í l i c o .  Los extractos resultantes se la ­
van con una solución de hidróxido sódico y -  
agua despuás de haber sido concentrados a un -  
pequeño volumen a Os? s i e l  va lor pH del líqu^ 
do de cu ltivo  i n i c ia l e s  mas de 3. 5, ae lavan- 
loa extractos adicionalmente con ácido clorh í­

drico 2 N. Esto pe imite la  eliminación de impu30.
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rezas coloreadas, Inactivas. Después cíe la  eva 

poración del disolvente, se obtiene un aceite-

en bruto de color amarillo a pardo, del cual -  
es posible obtener un crista lizado en'bruto *- 

5. por medio de la  adición de eter. La cromatogxa
fía  en oapa delgada revela que la  Verrucarina 

 ̂ A es e l  elemento principal, estando también -
presente la  Verrucarina B y en algunos casos -  
la  Roridina B cuando se utilizan cultivos de -  

10: M. verrucaria. En e l caso de cultivos de M.rorji
dum e l  elemento principal del cristalizado en 
bruto resultante es la  Roridina A, la  que gene 
raímente contiene Roridina B, Verrucarina A y 
Verrucarina B. La separación en sus componen -  

15: tes homogéneos se lleva a cabo por medio de la
cromatografía de adsorción, efectuada una o -  
más veces, sobre una columna de óxido de alum  ̂
nio o gel de s í l ic e  y por re cri s ta li zac ión re- 
petlda a partir de mezclas de acetona/éter, mg. 

20í tanol/eter, cloroformo/eter/otar de petróleo y 
diclorómetano/eter; es necesario cerciorarse — 
de la  pureza de las fracciones por medio de la  
cromatografía en capa delgada. Por lo general­
es posible obtener Verrucarina Cy D y B, Rori- 

25¿ dina A y B, puras y crista lin as, de los f i l t r a  
dos de cultivo de M.verrucaria a partir de las 
fracciones eluídas oon cloroformo y cloroformo/íne 
tanol (99:1) y (98: 2), pero e l  producto princ^ 
pal, la  Verrucarina A, no puede ser obtenido -  

30: en forma pura de esta manera y contiene impuro
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zas de Verrucsrina B; esta última, sin embargo, 
puede ser aislada de la  anterior, según descrié 
oión que se dará más adelante.

La Roridina A pura y crista lin a  puede -  
ser obtenida como producto principal y la Rori­
dina B y 0 así como la  Verrucarina A y B como -  

subproductos puros y cr ista lin os , del filtra d o  
de cu ltivo  de M.roridum en foima análoga. Los. -  
elementos oleosos indeseables se eliminan de 
las fracciones de cromatografía por elución con 

benceno.

Se obtiene un producto amorfo de 3as -  
fracciones posteriores por elución con c loro for  

mo/netanol (98 :2 ), (9 5 :5 ), (9 :1 ), (4 :1 ) y (1 :1 ) .

La separación de la  Verrucarina A y B en los  -  
elementos homogéneos se lleva  a cabo por meció -  

dé la  cromatografía, utilizando agua como fase  

estac ionaria y  mezclas de benceno/clorofoim o, -  
saturadas con agua, como fase móvil. Se puede -  
usar tierra  de diatomeas como soporte de la  fa ­
se estacionaria. Puede separarse Verrucarina B 
pura de las primeras fracciones y Verrucarina A 
pura de las fracciones posteriores.

La tabla I indica los compuestos a is la ­
dos de las diversas cepas de M.verrucaria y M. 

roridum.
TABLA I

Myrothecium verrucaria
(a) Cepa S 118: Verrucarina A ...

Verrucarina B



Roridina B
(b) Cepa S 750: Verrucarina A

Verrucarina, B 
Roridina A

(o ) Cepa S 833: Verrucarina A
. Verrucarina B

Verrucarina D
Verrucarina B -

10. Myrothecium roriáum . . .

(a ) Cepa S 973: Roridina A -
Substancia A (no aislada en 

forma pura)
. . (b) Cepa S 1135: Roridina A
15. Roridina B

Roridina C 
Verrucarina A 
Verrucarina B
Substancia A (no aislada en 

20. forma pura)

Cuando se u tilizan  cu ltivos de cepas S 973 y -  
S 1135 de M.roridum, puede descubrirse un com­
puesto adicional por medio de la  cromatografía. 
Este compuesto es denominado substancia A y no 

25. ha sido aislado hasta ahora en forma pura; se 
encuentra mesclado con Roridina A.

La extracción del m icelio  de un c u lt i­
vo de la  cepa S 118 de N.verrucaria con meta -  
nol acuosa, despuós de u lte r io r  purificación  -  

30. del extracto por partición  entre agua y aceta-
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to  e t í l i c o ,  proporciona un producto en bruto del

material soluble en acetato e t í l i c o .  Bate produ^ 
to  en bm to puede ser separado en Verrucarina A 
crista lin a  en bruto (conteniendo Verrucarina B)

y Roridina B, después de u lte r io r  pu rificación  -  
sobre una columna de gel de s í l i c e .

Además de los  métodos c lá s ic o s  para la  -  
caracterización de las substancias crista lin as -  
aisladas de la  invención, se ha encontrado que -  
la  cromatografía en c apa de lgada es muy ú t i l  pa­
ra la  v er ifica c ión  de la  homogeneidad de f  raccio  
nes amorfas y substancias crista lin a s . Un modo -  

particulam ente ventajoso de ap licar este  método 
está descrito detalladamente en e l ejemplo 13. -  
Es muy d i f í c i l  cerciorarse de la  homogeneidad de

por ejemplo Verrucarina A y B sin  la  ayuda de la  
cromatografía.

Las substancias aisladas puedes* caracte­
rizarse como sigue:

( i )  Verrucarina A.

Después de re cr is ta liza r  a partir  de mez 
cías de metanol/éter o acetona/éter o clorofoim o/
é te r /é te r  de petróleo, la  Verrucarina A forma lá  
minas rectangulares, incoloras, que no funden -  

por debajo de 360a. A aproximadamente 28oa lo s  -  
cr ista les  empiezan a tom arse de co lor  amarillo 
y pardo áL in iciarse  la  descomposición. Son lnso 
lubles en agua, éter d ie t í l i c o ,  éter d iisoprop í- 
l io o  y en hidrocarburos líqu idos saturados (por 
ejemplo pantano, hexano, heptano o ciclohexano),
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siendo solubles en cotonas de peso molecular ba. 
jo  (por ejemplo acetona o cetona m e t ile t í l ic a ) , 
en alcoholes de peso molecular bajo (por ejem -  
pío metanol, etanol o propanol), en dioxano, en 
hidrocarburos halogenados de peso mole oular ba­

jo  (por ejemplo diclorómetaño, cloroformo o te -  

tracloruro de carbono), en p irid ina, benceno y
en tolueno) Rotación e s p e c if ica b a .!  ^  = 4 206a

 ̂  ̂ 22 ** ** D
í  2a (cloroform o) = 4- 208a ¿  2a (dioxa^
no). El análisis elemental dá los  valores s i -  
guien tes: C: 64 .5; 64.7; 64.2%. H.: 6 .9 ; 7 .0 ; -  
6.7% y O: 29.0; 28.4; 28.7%. La Verruosrina A -  
está exenta de nitrógeno, azufre y  halógeno. La 
determinación de l peso molecular de acuerdo con 

Rast (a lcanfor) indicó un peso molecular de 517 
y la  microdeterminación term oeléctrica un peso 
molecular de 527. El peso molecular calculado -

de 520, determinado en la  radioactividad del —
,  , 1 4compuesto a ce t ilico  producido con anhídrido C-

a cético , concuerda con las dos determinaciones
del peso molecular antes mencionadas e indica -
que la  fórmula empírica probablemente es O H O

27 34 9
(502.5). El especio de absorción u ltrav io leta  -  

en etanol indica  un máximo a 260 m̂t ; l o g í  = 4-25 

(calculado sobre un peso molecular de 502.5). -  

El especio in frarro jo  de una solución del an ti­
b ió t ico  en diclorometano indica bandas a 3540.­

.9 7 .. m i . 1613, Í2S , 1 4 7 5 , H65.  1213, 
1190, 1186, 968, 878 y 820 cm (la s  bandas mas 
importantes están subrra^adas). Este especio es30.
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tá ilustrado en la  figura 2 de lo s  dibujos adjun
tos. En estado sólido (suspensión en N ujol), pue

den reconocerse bandas a 3560-3580. 2930, 2570,

1709. 1673. 1631. 1587, 1457, 1377, 1275, 1213,
1195, H 23, 1103, 1085, 1053, 1032, 1023 , 975, -  

-1
967, 887, 832 cm . La Verrucar ina A esta exenta

de radicales metoxllo, oontiene 5.5% de radica -  
les  C-metilo (de acuerdo con Xuhn-Roth), 0.17-0.25% 
de hidrógeno activó (Zerewitinoff), absorbe 3 mo
léoulas-grsmo de hidrógeno durante la  microhidm 
genación, no dá una coloración amarilla con te -  
tranitrometano en cloroform o, descoloriza inme ­
diatamente las soluciones de permamganato potás^
co en acetona y bromuro en cloroform o. Lae reac -  
clones de acuerdo con Tollens, Fehling, Mólisoh, 
Legal, Zimmermann y  Liebermann son negativas. La 
Verrucarina A es asi un compuesto neutro, lip oso  

lu b le .
( i i )  Verrucarina B.

La V erru caria  B tiene propiedades muy -  
sim ilares a las de la  Verrucarina A y a  menudo -

c r is ta liz a  con la  miama. C rista liza  a p a rtir  de 
acetona/éter en agujas que no funden por debajo 
de 360a. Los crista les  empiezan a tom arse de -  
co lor  amarillo y pardo a aproximadamente 280s , -  
lo  cual indica descomposición. Son insolubles en 
agua, éter d ie t í l ic o ,  éter d iiaoprop illeo y en -  

hidrocarburos líquidos saturados, (por ejemplo -  
pantano, hexano, heptano o ciclohexano), pero -

son s o lu b le s  en cetonas dB peso m olecu lar b a jo ,30
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(por ejemplo acetona o cetona m e tilo t i lic a ) , en 

alcoholes de peso molecular bajo (por ejemplo -  
metanol, etanol o propanol), en dioxáno, en hi­
drocarburos halogenadós de peso molecular ba jo - 
(diclorómetaño, clorofoim o o tetracloruro de -  
carbono), en pirid lna, benceno y en tolueno. -  
Los valores de la  rotación e sp e c ífica  sorpren
dentemente dependen de la  naturaleza del d iso l-

23 - - :
v e n t e = 4- 94s 4- 28 (cloroform o), -

22 D 23
*s 4- 101a 4- lá (dioxano) y M  = 4- 147̂ 4  ̂ 29 

D "  D
(benceno). El an á lis is  elemental dá los  siguien"
tes valores: C: 65*4 y 64.7%; H: 6.5 y 6.4% y -
O: 28.1 y 28.9%. La Verrucsrina B está exenta -

de nitrógeno, azufre y halógeno. Dos detem ina-
oiones del peso molecular de acuerdo con Rast -
(a lcanfor) dan va lores de 629 y 645 y la  m icro-
determinación term oeléctrica un valor de 490. -
De estas c ifra s  pueden deducirse una fórmula em

p írica  de O H O (500.5) o posiblemente -  
27 32 9

O H O (662.7) o C H O (664.7). El espec 
36 38 12 , 36 40 12 "

tro de absorción u ltrav io leta  en etanol indica
ún máximo a 259 mu : log  6 = 4.35 (calculando -  
para un peso molecular.de 490). El espectro in - 
fra ro jo  de una S3lueión en diclorómetaño indica 
bandas a 2880, 1736. 1701. 1670. 1623. 1584. -  ^
1419, 1240, llOp, 1080, 1038 , 995, 965 y 887 cm . 
Este espectro está ilustrado en la  figura  1 dé­

los  dibujos adjuntos. En estado só lid o  (suspen­
sión en Nujol) las bandas están situadas a: 2930
2885, 1736. 1712. 1675. 1631. 1590 .1460. 1378,30.



1263, 1200, 1104, 1087, 1038, 970, 892, 825, 740
y 646 cm**\ El compuesto está exento de radios -  
le s  metoxilo e hidrógeno activo (Zerew itinoff).
Durante la  microhidrogenación se usan 3 molécu -  

5. las-grano de hidrógeno (calculado sobre un peso 
moleoular de 670) o 4 moléculas-gramo (calculado 
sobre un peso molecular de 490). Contiene 2.9 % 
de radica les C-metilo (de acuerdo con Khhn-Roth).

La Verrucarina B es un compuesto neutro, 

10* liposolub le .
í i i i )  Verrucarina C y D.

Solo se forman cantidades muy pequeñas — 
de Verrucarina C y no se forma en todos los  cul­
tivos ,

15. A partir de metan c l /e te r  o aoetona/éter
e l  compuesto cr ista liza  en forma de prismas inco 
loros oon un punto de fusión de 223-224-s. Igual­
mente se forman solo cantidades muy pequeñas de 
Verrucarina D y éstas aqí mimo no se forman bas- 

20, jo  todas la s  condiciones de cu ltivo . C rista liza
a p artir  de éter/éter  de petróleo en forma de -  
agujas con un punto de fusión de 127-1289.
(iv ) Roridima A.

La Roridina A se obtiene a partir  de —  
25. acetona/éter en forma de crista les  incoloros que

funden a 198-2043. Son fácilmente solubles en -  * 
ce tonas de peso molecular bajo (por ejemplo aceto 
na o cetona me t i le  t i l i c a ) ,  en alcoholes de peso 
moleoular bajo (por ejemplo metanol, etanol o -  

30, propanol), en dioxano, en hidrocarburos halógena
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dos de peso molecular bajo (por ejemplo d ic lo ro - 
metano, clorofonao o tetracloruro de carbono) y 

p irld in a . El compuesto e s  difícilm ente soluble -

en agua, éter d ie t í l ic o , éter d iieoprop ílico  y -  
en hidrocarburos líquidos saturados (por ejemplo 
pentano, hexano, heptano, ciclohexano, benceno y

r i 22
tolueno). Rotación esp ecífica : ¿a-J = 412941a

D
(en clorofoim o). El an ális is  elemental dé lo s  s i 

guientes va lores: C: 65.1; 66 .0 ; 65.4%; H: 7 .4 ;
7 .7 ; 7 .7 ; y O: 27.4; 26 .9 ; 26.9%. La determina -  
cién d e l peso molecular'de acuerdo con Rast (a l­

canfor) dé valores de 459 y 503, la  microdetermjL 
nación term oeléctrica e l  va lor de 543. A ra iz  de 
estas determinaciones, la  Roridina A puede tener 
la  fórmula empírica (406.5?, ^27^38^ **
(490.6) ó CgpH ^^Og (533.6-535.6). El espectro 
de absorción u ltrav io leta  en etanol indica un má 
ximo a 263 mĵ  ; l o g ¿  = 4.27 (calculado para un 
peso molecular de 533.6). El espectro in fra ro jo - 
de una solución en diclorometano contiene bandas 

a: ^236. 2970, 1721-24. 1296, M U . i6 g g ,-
1180, 1123, 1100, 1085, 1035, 1008, 970, 927, -  
843, 813 y 650 cm"\ En estado sólido (prensado 
en KBr) hay bandas intensas situadas a 3470. 2970 

2860, 1742. 1704. 1634, 1594. 1482, 1418, 1335,- 

1170-80, 1135, 1103, 1082, 1037, 972, 815, 755,- 
y 650 cm**1. Este espectro esté indicado en la  -  

figura 3 de lo s  dibujos adjuntos. La Roridina A 
es un compuesto neutro, liposolu b le .

(v) Roridina B.30.
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Después de recrista lizar a partir  de aoe- 

tona/clorofom o/m etanol se obtiene la  Roridina B 
en forna de agujas u hojas incoloras de un punto- 

de fusión de 143-149^. Los cr ista les  son fácilmen 
te solubles en cotonas de peso molecular bajo (por 

ejemplo acetona o cetona e t ilm e tílica ) , alcoholes 
de peso molecular bajo {por ejemplo metanol, sta ­

n d  o propanol), hidrocarburos halogenados de peso

molecular bajo (por ejemplo diclorometano, cloro­
formo p tetraoloruro de carbono), dioxano, bence­

no y en p irid in a . La Roridina B es dioioilmente -  
soluble en agua y en hidrocarburos líquidos satura 
dos (por ejemplo pentano, hexanc, heptano, o o i -
clohexm o). Rotación e s p e c íf ica ]^  -123^4 2a -  

-  ps D
(c lo ro fom o) y[<M = -126842S (benceno). El ané- 

D
l i s i s  elemental dé lo s  siguientes resultados: C: 
83. 8 ; H: 11.1 y O: 4.8%. La determinación del pe­
so molecular de acuerdo con Rast (a lcanfor) dé un 
va lor de 318 y la  microdeterminación term oeléctii 
ca e l  v a lo r  de 426. Basándose en estos resultados 

es posible una fórmula empírica de Cg-jH^C (300.
5) ó CggH^gO (398.6). El espectro de absorción u l 
travioleta  en etacol es negativo. Se pueden v e r  -  
bandas en e l  eqpectro in fraro jo  (prensacb en EBr) 

a 3400-3450. 2950, 2860, 1655. 1605. 1460, 1370, 
1068, 1040, 985, 970, 833 y 804 cm"t. Se absorben

4-5 moléculas-gramo de hidrógeno (calculado sobre 
un peso molecular de 318) durante el curso de la  
mi erohidrogena ci ón.

La V erruoarina A tie n e  un fu e rte  e fe c to  -30



inhibidor sobre diversos micro-organismos. La ac­
tividad de inhibición del crecimiento de la  Verru 
carina A es determinada por e l  método de dilación 
que gene raimen te ae usa con este f in .  Para cada -  

5. germen se determina la  menor concentración d e l —
compuesto que produce una inhibición to ta l o por 
lo  menos una fuerte inhibición  parcial del c re c i­
miento en una sdlueióin nutritiva  adecuada. Se usa 
ion concentraciones de ensayo de 10*4*3 a io*^*3

A Q
10. ó ÍCT a id "  , Los resaltados de loe  diversos en­

sayos están compendiados en la  tabla siguiente.
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-lo g  de la  menor con­
centración que tiene 
una acción inhibidora

C 3 ^ C Ím ÍQ R ^ O  *
Organismo de ensayo -

to­
ta l

par­
c ia l

Duración 
de la  in 
cubacióñ 
en horas

Saccharomyces cerevisiae 5.8
5.8 
5,3

6.3
6.3 
5,8

6
20
40

Candida albicana 5,o 5,5 20

Candida albicana cepa Clí 
nica Dermatológica, Univer 
ai dad de Zürich No. 1101 A*" 5,5 6,0 20

Candida tropicalia cepa — 
Clínica Dermatológica, -  
Universidad de Z&rich No. 
169/61.

6.3 
5,8
5.3

7,8
6.3
6.3

6
20
40

Candida krusei cepa In sti­
tuto tío p ica l médico Lon -  
dres No.270.

6.3
6.3
6.3

6,8
6,8
6,8

6
20
40

Torulopsis glabrata cepa -  
CBS No. 138 4,0 5,0 20

Absidia lichtheimi cepa -  
CBS-Lendner 5,0 5,5 20

Aapergillus fumigatus 5,5 6,0 20

Blaatomycea brasiliensla 5,5 6 ,0 20
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Organismo de ensayo t o -  par- de la  in
ta l c ia l  cubaoión 

en horas
f  ......'*

Trichoph. gypseum 4,3 5,3 3
7

Achorin quinikeapum cepa 
i  C lín ica Dermatológica, 

Universidad de Zúrich 
No. 964

4,3 5.3
4.3
4.3

3
7

14

r Serratia marcesoens 4 .3
4.3

6
20

Proteus m irabilis  cepa 
' NCTC 5887

4.3
4.3

6
20

Pseudomonas aeruginosa
-L .............

4.3
4.3

6
20

A= hongos de levadura u Soluci ones nutritivas
otros fuera de B Caldo nutritivo Di Feo

(excluyendo Saccharo- 
myees cerev isiae ; Cal 
do de Maltosa B Sabou 
raud; Torulopsis gláe 
brata)

B = hongos de la  p ie l Agar Maltosa Sabouraud 
20. C = gérmenes, gramo Caldo Nutritivo Difeo

La efectividad de la  Verrucarina A, Ve— 
rrucarina. B y  Roridina A sobre tumores en anima­

le s  se ha establecido en ratones y ratas que han 
sido inoculados con tumores experimentales. Los— 

25. tumores en animales, sobre lo s  cuales pueden e je r

cer in fluencia  lo s  compuestos, son el tumor ascjC 
t ic o  de Ehrlioh, e l  sarcoma 180, e l  sarcoma 37 

del ratén y e l sarcoma Yoshida de la  rata. Las -  
tablas siguientes indicar la  efectividad de la  -  
Verrucarina A, Verrucarina B y Boridiná A sobre 
tumores en animales.

30.



Tumor

Dosis -  Dura- % de Tolerancia 
una vez clon inhi No. de muer- 
a l día dias b i -  anima- tes
mg/kg ción le s  so

m e t i­
dos a 
ensayo

As c i  t i  co de -  
ERrlioh -  ra­
tón 0,38 7 94 6 0
Sarcoma 180
ratón 0,125 7 23 6 0

Sarcoma 37 -
ratón 0.75 7 43 6 1

1 .0 8 33 6 0
Sarcoma Yoshi
da rata 0.05 14 35 6 0
— — — —

Verruoarina B

A scítico  de -
Ehrlich-raton 1 ,0 6 84 6 0

3,0 7 95 6 1

Sarcoma 37 1 .0 7 23 6 0

Roridina A

Sarcoma 37 0.5 8 l8 6 O
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La Verrucarina A, Verrucarina B y Roridi­

na A también tienen ana acolín  pronunciada en e l -  
cultivo de células. La acción sobre cultivos de -  
flbroplastos embrionarios del ave de corral da -  
los siguientes resultados: Después de haber actúa 
do la  Verrucarina A durante 6 horas, la  BD̂ p (co& 
cen tracion que inhibe la  mitad de la  mito s is ) es 
de 0,0025 %4al. A esta concentración y  a una con­
centración mil veces mayor, las células sin d ivi­
d ir  no son cambiadas morfológicamente. Por otra -  

parte, las células que se dividen, se desintegran 
bajo la  influencia de la  Verrucarina A. Aunque la  
accióó de la  Verrucarina B ea cualitativamente si 

milar a la  de la Verrucarina A, es sin embargo al 
go más déb il; ED50 *  0,C1 \m /l. La acciái de la  -  
Rori dina A es cualitativamente la misma que lá  de 
la Verruoarina A. BD^p s* 0,003 A l .

La inhibición de ^ m u ltip lica c ió n  de las 
células in  v i  tro (células del mastocitoma del rap­
ten P-815) da los  siguientes resultados:

En una solución nutritiva adecuada estas
células tumorales se m ultiplican hasta 4 a 5 ve -
cea su número original dentro de 40 horas. La -
ED,- (la  con cent raed, ón que inhibe este aumento en 5v
un 50%) de la  Verrucarina A para estas célu las es
de 0,0006*'(/ml (= 1:1,600,000,000).

La ED^p de la  Verrucarina B para estas cé 
lu las es de 0,003 A l  Y de le  Roridina A 0,001 
-XA1.

Se examinó la  toxicidad de la  Verrucarina A,
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Verrucarina B y Roridina A, especialmente sobre
lo s  ratones. La toxicidad aguda DL_, se determi50 **
no por administración intravenosa de lo s  compuse 
to s .

Verrucarina A DL 50 i . v . 1 ,5  mg/kg
Verrucarina B DL 50 i . v . 7 mg/kg
Roridina A DL 50 i .v . 1 mg/kg

Además, la  Verrucarina Ases adecuada pa
ra e l  tratamiento de enfermedades de la  sangre
(por ejemplo leucemia mieloidea o l in fá t ica )  y - 
de enfermedades del sistema lin fá t ic o  (por ejem 
p ío  linfogranuloma de Hodgkin y linfosarcom a).

Cuando se tratan perros intravenosamente 
una vez a l día con dosis de 0 ,1 mg/Tsg de Verru- 
carina A, puede establecerse una marcada reduc­
ción en e l  número de leu cocitos  en la  sangre pe 
r ife r ic a  después de una serie de inyecciones.

Ejemplos: antea del tratamiento después del -
-_____________ '______ tratamiento

Perro A 8900 leucocitos/ínm^ 2900 leucocitos 

Perro B 1250 " " 100

Perro C 9300 " " 5000 "
La Verruoarina A, Verrucarina B y R ori-

dina A pueden usarse como medicamentos, por ejem 
pío en forma de composiciones farmacéuticas. Es­
tas composiciones contienen una mezcla de lo s  -  
compuestos arriba indicados y un soporte orgáni­

co o inorgánico adecuado para la  administración 
entérica , parentérica o lo c a l . Son compuestos de 
soporte adecuados aquellos que no reaccionan con 
las substancias activas, por ejemplo gelatina, -30,
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° 284372
lactosa , almidón, estearato magnésico, ta lco , -  
aceites vegetales, alchoholes b en cílicos , goma, 

g lico le s  polia lqu ilón icos, Vaselina, ooleaterí -  
na y  otros so portes farmacéuticos bien conocí -  
dos. Las composiciones farmacéuticas pueden pro 

duoírse, por ejemplo, en forma de tabletas, gra 
geas, polvo, cremas, supositorios o en forma l í  
cuida, por ejemplo soluciones, suspensiones o -  

emulsiones. Cuando e s  necesario son e s te r il iz a ­

das y /  o contienen compuestos auxiliares, por 
ejap lo agentes de conservación, esta b ilización , 
humectación o em ulsificación. Además, pueden " -  
contener otros compuestos de valor terapéutico.

En lo s  siguientes ejemplos no lim ita ti­

vos todas las temperaturas están indicadas con­
le tra  en grados centígrados. Las proporciones -  
en e l  caao de lo s  disolventes se refieren  a pro 

porciones por volámen.
EJEMPLO 1: Producción y aislamiento de Verruca- 

rina A. Verrucarina B v Verrucarina 

E en bruto.
Se inoculan 100 cu ltivos agitados (ma -  

traces Erlenmayer de 500 mi, conteniendo cada -  
uno ICO mi de solución nutritiva ) conteniendo -  

solución nutritiva de Richard, modificada de -  
acuerdo con O. Luz, 1934: Phytopathol, Z. 1,589: 

(la solución nutritiva  modificada consiste de -  
50,0 g de glucosa p u r is s ., Pharmacopeia Eelvéti 
ca V, denominada de aquí en adelante Ph.H.V., -  
así como las siguientes sales analíticamente pu
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ras: 10,0 g de nitrato amónico, 5 ,0 g de fosfa to  
potásioo primarlo, 2 ,5 g de ailfacto magnésico -  
(x 7 HgO), 0,02 g de cloruro fé r r ic o , y  es com -  

pletada hasta 1 ,0  l i t r o  con agua dísmineralizadaj. 
con una suspensión de conidios de la  cepa 3 833 
myrothecium verrucaria. Después de incubar duran 
te 9 días a 27SC sobre un artefacto  agitador con 
movimiento amplitud a l (frecuencia: 100 movimien­
tos por minuto), se separa e l m icelio  por f i l t r a  
ción con succión y se  sacude el f i ltra d o  de cul­

t iv o  claro dos veces, cada vez con 1 l i t r o  de -  
acetato e t í l i c o .  Los extraios se lavan una vez 
con ácido c lorh íd rico  2N, una vez con una solu -  
ción 2N de hidróxido sódico y por último con 
agua, yse evaporan en un v a c ío . Se obtienen 115 

mg de un producto en bruto de co lor  pardo que, -  
en la  cromatografía de capa delgada [[soporte: gel

de s í l i c e ;  agente de elución : cloroformo/netanol 
(9 7 :3 ); coloración de la s  manchas en una atmósfe 
ra de iodo (amarillo-pardo) [[ind ica  2 manchas -  

que corresponden a la  Verrucarina A y B. Se cro­
matografía la  mezcla sobre 6 g de ge l de s í l i c e -

con fin es  de mayor pu rificación . Se requieren -  
12 mi de disolvente por fracción  para la  eluoión. 
Las fracciones l-5 [e lu íd as con benceno, c lo ro for  
mo y clorofoim o/ketanol (99:1) J rinden 3,6 mg de 
material amorfo (desechado). Las fracciones 6 y 
7v [[26 mg eluídos con cloroformo/metanol (99:1)J 
rinden 8 mg de Verrucarina A crista lin a  m bruto 
(conteniendo aún Verruoarina B) a partir  de éter.
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Las fracciones: 9 y lO ^eluídas con clofonao/me- 
tanol (99:1)^ rinden 13 mg de Verrucarina E cris  
ta lina  en bruto a partir  áe é ter . En la  cromato 
grafía  áe capa delgada la  Verrucarina B indica- 
una mancha ro jo -v io le ta  en una atmosfera de io ­
do después* de 10 minutos. Las fracciones 16-24 

¡eluídas con clorofonno/netanol (99:1) y (98:2)J 
rinden 15 mg de material anoifo desechado. 

EJEMPLO 2: Producción y obtención de Verrucarina 
A y Verrucarina B en bruto.

La cepa S 833 se oultiva en 10 l i t r o s  -

de la  solución nutritiva  descrita en e l  Ejemplo 

1 en un termentador de 14 lit r o s  (New Brunswick 
Co., New Brunswick BE.UU tipo FS 314) durante 6 

dias a 27s, efectuando e l  agitador 450 revolucio

nea por minuto y  aerándose la  mezcla a razón de 
10 l i t r o s  de aire por minuto. Se f i l t r a  1 l i t r o  
deLliquido de cu ltivo a través de una capa de -  
t ierra  de diatomeas (C e lite ) y  s e extracta en -  
fi ltra d o  claro dos veces, cada vez con 1 l i t r o  
de acetato e t í l i c o .  Los extractos en acetato -  
e t í l i c o  se lavan una vez con 100 mi de ácido -  
c lorh ídrico  2N dos veces con una solución 2N de 
hidróxido eódioo, cada vez con 50 mi, y dos ve­
ces con agua, cada v e z  con 50 mi, y luego se -  

evapora: ennun vacio. Se obtienen 277 mg de un 
extracto en bruto de co lor  pardo, e l  que indica 
3 manchas en la  cromatograf ía  de capa delgada, 

las que corresponda! a  la  Verrucarina A, B y E. 
Se cromatografía e l  extracto en bruto sobre 14 g
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de gel de s í l i c e ,  requiriéndose 30 mi de d iso l­
vente por fracción  para la  e lación . Las fra cc io  

- **
nes 1-11 ¡f lu id a s  con benceno, cloruro m etiléni 

oo y cloruro me t  ilénico/iaetanol (99:1)3  ilM en 
127 mg de material amorfo, e l  cual, de acuerdo- 
con la  cromatografía de o ^ a  delgada, contiene 

Verruoarina A y B. Las fracciones 12 y 13 [ l l  mg 
élu ídos con cloruro metilénico/metanol (99:1)3  

rinden 3,5 mg de Verrucarlna E crista lin a  a par 
t i r  de éter. Las fracciones 14-22 ^eluídas con­

cloruro metilénico/Taetanol (99:1)3 rinden 30 mg 
de material anorfo. Se combina e l  material amor 

fo  de las fracciones 6-11 y 14-17 con e l  líq u i­
do madre de las fracciones 12 y 13 (125 mg) y -  

se cromatografía la  mezcla sobre 13 g de gel de: 
s í l i c e .  Las fracciones se eluyen con cloruro me 
tilén ico/m etanol (99 ,5 :0 ,5 ) y rindai un tota l -  
de 3 mg de Verruoarina A crista lin a  en bruto, -  

que contiene un poco de Verruoarina B después -  
de re cr is ta liza r  a partir de éter.
EJ3MPL0 3: Produoción y obtención de Verruoarina 

A y Verruoarina B en bruto .

Se incuba la  cepa S 833 bajo la s  condi­
ciones indicadas en e l ejemplo 1 en solución nu 
tr it iv a  de Weindling R. Weindling, Phytopathol. 

24. 1155, R. Weindling y A. Emerson, ibid* 26, -  
1068 consistiendo de 25,0 g de glucosa p u riss ., 
Ph. H. V ., las siguientes substancias en estado

analíticamocte puro: 2,0 g de tartrato amónico,r 
2 ,0  g de fos fa to  potásico primario, 1 ,0  g de sul

-  23 -



fa to magnésico (x 7 H2O), 1 ,0  mg de sulfato de -  
h ierro (x 7 HgO), 0,15 mg de sulfato de cobre -  
(x 5 HgO), 1 ,0  mg de sulfato de zinc (x 7 HgO), 

1 ,0  mg de sulfato de manganeso (x HgO) y 0 ,1  mg- 
de manganato sódico, completándose la  mezcla has 
ta 1 .0  l i t r o  de agua desmineralizada. Se extrao­

ta un l i t r o  de líquido de cu ltivo con acetato -

e t í l i c o  en forma análoga en la  descrita en e l  -  

ejemplo 2. Se lavan los  extractos dos veces , ca^ 
da vez con 50 mi. de una solución 2N de hidróxido 

sódico y 2 veces cada vez con 50 mi de agua y -  

luego se evaporan en un va cio . Se obtienen 142 -  

mg de extracto en bruto que indica 3 manchas en 
la  cromatografía de capa delgada, de las cuales 
2 corresponden a la  Verrucarina A y  la  Verrucari 
na B. Se cromatografía e l  extracto sobre 7 g de 

gel de s í l i c e  oon fines de mayor p u rificación , -  
utilizándose 15 mi de disolvente o fracción  para 
la  elueión. Las fracciones 1-8 f lu id a s  con b en ce 
no, cloruro metí Iónico y cloruro metilÓnico/iaeta 

nol (9 9 :l f ]  rinden 54 mg de material amorfo (de­
sechado). La fracción  9 ^6,5 mg eluidos con c lo ­

ruro metilónico/ínetai o l  (99:1)^ rinde 0,5 mg de 
Verrucarina A cr ista lin a  (que aún contiene Verru 
carina B) a partir  de é ter . Las fracciones 10-14 

f lu id a s  con cloruro metilónico/metanol (9 9 :lQ
y 15-20 [eluídas con cloruro metilónico/metanol 
(98:2)^  rindas 28 mg de material amorfo, en e l  -  
qpe se pued^i comprobar cantidades adicionales -  
de Verrucarina A y B por medio de la  c romatogra-



EJEMPLO S  Producción v  ai Rlamiento óe Varrucarí 
na A y Verrucarina B en bruto.

Se incuba la  cepa S 118 bajo las conái -  

5. clones indicadas en el ejemplo 1 en la  solución

nutritiva de Weindling, descrita en e l  ejemplo 3. 
Con e l  fin  de separar e l  m icelio , se  filtra n  890 
mi del líquido de cu ltivo , se sacude e l filtra d o  
claro dos veces, cada vez con 1 l i t r o  de acetato 

10. e t í l i c o ,  se  layan los  extractos una vez con agua,

dos veces con una solución 2N de hidróxido sódi -  
co y nuevamente dos veces con agua y se  evapora-

en un v a c ío . Se obtienen 428 mg de un producto -  
en bruto de color amarillo, el que indica dos -  

15. manchas en la  cromatografía de capa delgada (pro 

cedimiento d escrito  en e l  ejemplo 1) las que co­
rresponda! a la  Verrucarina A y Ver rucad na B. Se 
cromatografía e l  producto en bruto sobre 2$ g de 

g e l de s í l ic e  con fin es  de mayor pu rificación . -  
20. (Procedimiento análogo al d escrito  en e l ejemplo

1 ). Se obtienen 3,5 mg de Verrucarina A c r is ta l !  
na en bruto (que aún contiene Verrucarina B). 
EJEMPLO 5: Producción y comprobación de la  Verru 

carina A v Verrucarina B.
25. Se incuba lacepa S H 8  bajo las condicic

nes descritas en e l  ejemplo 1. La extracción y -  
u lter ior  preparación de 780 mi de líquido de cul­
tiv o  se lleva  a cabo en forma análoga a la  des -  
crita  en e l  ejemplo 1. Se obtienen 44 mg de ex -  

30. tracto en acetato e t í l ic o  en bruto (de co lor  par
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do) que indica do a manchas en la  cromatografía -  
de capa delgada (procedimiento descrito en e l  -  

ejemplo 1 ) , la s  que corresponden a laV erru oart- 

na Á y Verrucarina B.

EJEMPLO 6: Producción y aislam iento de la  Verru­

carina A. Verrucarina B y Roridina A 
en bruto.

Se cu ltiva  la  cepa S 750 en un fom enta­

dor de 7 l i t r o s  (New BrunsstdLck Co., New Brunswick 
EB.UU., tipo PS 307) con 5 l i t r o s  de solución n& 
tr it iv a  (solución nu tritiva  de Richard, descrita

ene 1 ejemplo 1 ) , mientras se somete a aeración 
y se agita (300 r .p .m .) a 27sC. Después de sepa -  
rsr e l  m icelio  por f i l t r a c ió n , se extractan 4,1 -  
litro s  de fi ltra d o  de cu ltivo  de co lo r  am arillo- 
claro tres veces, cada vez con 5 l i t r o s  de aceta 
te e t í l i c o ,  se lavan los  extractos combinados una 

vez con 1 litr o  de agua y se concentran a 500 mi 
en un vacío . Luego se lava la  solución concentra­
da tres  veces, cada vez con 100 mi de una solución 
2N de hidróxido sódico y tres veces, cada vez con 
100 mi de agua a Oe y se evapora en un v ao io . Se 
obtienen 680 mg de un producto en bruto de co lor  
am arillo. Este se p u rifica  por cromatografía sobre 
30 g de gel de s í l i c e .  Se requieren 60 mi de d isol 

vente por fra cc ió n  para la  elución . La fracciones 
1-10 (eluidas con benceno y cloroformo) rinden -  
318 mg de aceite  (desechado). La fra cc ión  11 ¡J31 
mg eluidoe con cloroformo/metanol (99:1)J rináe -  
34 mg de Verrucarina A crista lin a  a partir  de éter,30.
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la  cual es  homogénea de acuerdo con la  cromato -  
graf j[a de capa delgada (descripción en e l  e jem -  

pío 1 ). Se crista lizan  11 mg de una mezcla consis 
tente de Verrucarina A y Roridina A a partir  de 

éter del l i c o r  madre. Lae fracciones 12-16 f l$ 2 -  
mg eluidoa con olorofoimo/metanol (99:1)3  rinden

6 l mg de una mezcla crista lin a  a p artir  de é ter , 
la  cual de acuerdo con la  cromatografía de capa -  
delgada, oonsiste principalmente de Verrucarina A, 

pero aún contiene Verrucarina B y Roridina A. Los 
lico re s  madres combinados de las fracciones 11-16 

(125 mg) aún contienen aproximadamente 30 mg de -  
Verrucarina A y 30 mg de RoBidina A. Las fr a c c io ­
nes 17-23 felu ídas con cloroformo/metanol (99:1)

(98:2) y (1 :1 ) rinden 79 mg de material amorfo. -  
(Desechado).

EJEMPLO 7: Producción v aislamiento da Roridina A.
Se cu ltiva  la  cepa S 973, myrothecium ro - 

ridum, en un f  aumentado? (New Brunswick Co., New 

Brunswick EE.W. tipo FS 307), conteniendo 5 l i  -  
tros de solución nutritiva  consistente de 20 g -  
de glucosa puriss, Ph.H.V., 2 ,0  g de extracto de

malta, Swiss Ferment L td ., 2 ,0  g de extraoto de -  
levadura D ifeo, 2 ,0  g de peptona Cudahay, 2 ,0  g 
de fos fa to  potásico primario, 2 ,0  g de sulfato -

magnésico (x 7 HgO), 0 ,2  g de su lfato  de hierro -  
(x 7 HgO) mientras se somete a aeración (5 l i t r o s  
por minuto) y mientras se agita (300 r .p .m .). Des 

pués de separar e l m icelio  por fi ltr a c ió n , la  so­
lución clara  de color amarillo que queda, la cual
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tiene un va lor pH de 6, se  extracta tres vece?, 

cada vez con 5 l i t r o s  de acetato e t í l i c o .  Se la  
van lo s  extractos combinados una vez con 1 l i  -

tro de agua, se concentran a 700 mi en un v a c ío  
y se lavan tres veces , cada vez con 80 mi de -  

una solución 2N de hidróxido sódico y dos v eces  
cada v ez con 80 mi de agua a Os y luego s e eva -

pora. Los 5,7 g de producto amarillo en bruto -  
que se obtiene, rindai 105 mg de Roridina A cris  
ta lin a  con un punto de fusión de 190-195S a par 
t i r  de acetona/óter. (Homogénea de acuerdo con- 
la  cromatografía de capa delgada). Se cromatogra 
fían  lo s  lico res  madre (5,6 g ) sobre 250 g de- 

gel de s í l i c e ,  requiriendo se 250 mi de diso Iven

te per fra cc ió n  para la  elución . Las fracciones 
1-10 [e lu ídas con benceno, cL oro formo y c lo ro fo r  
mo/metanol (99 .5 :0 .5 )?  rinden 2,32 g de produc­

to oleoso (desechado). Las fracciones 11-21 -

[?,45 g eluidos con clorofoxmo/metanol (99:1)? -
rinden 1,2 g de Borní dina A crista lin a  en bruto 
a p a rtir  de doroformo/metanol (97 :3 ), la  cual 
de acuerdo c on la  c romatograf ia  de capa delgada, 

aún contiene algo de Verrucarina A y una substagt 
c ia  A queno pudo ser identificada. Después de -  
c r is ta liza r  a partir de acet ona/éter/eter de pe­
tró leo , se obtienen 428 mg de Roridina A crista ­
lin a , de un punto de fusión de 191- 196S, 166 mg 
de Roridina A crista lin a  que aún contiene tra  -  
zas de substancia A, asi como 218 mg de una mez­
cla  cristáLina de Roridina A y substancia A en -
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la  proporción de 1:1.

La Roridina A se obtiene en foima da pris 
mas incoloros de un punto de fusión de 191-196a

deg)ués de is o r is ta liz s r  a -  

partir  de acetona/eter.

EJEMPLO 8 : Producción y aislamiento de Verrucari- 
na A. Verrucarina B y Rori dina A en -  
bruto.

Se cu ltiva  la  cepa S 1135 (saltante de la  
cepa S 973) en la  solución nutritiva descrita en 
e l  ejemplo 7 en un fermentador de 50 l i t r o s  (s is -  

tena Ultramix tipo FU 005, Hch* Bertrams L td ., Ba 
s ile a , Suiza) mientras se agita (1450 r .p .m .) y -  
se somete a aeración (50 l i t r o s  por minuto) a una 
presión de 1,4 atmósferas. Luego s e  f i l t r a  e l  l i ­

quido de cu ltivo  (50 l i t r o s )  después de la  adi -  
ción de t ie rra  de diatomeas (6 e 1 i t e ) como auxi -  
l ia r  de f i ltr a c ió n , se extracta e l  filtra d o  de -  

cu ltivo olaro de co lor  amarillo se is  veces , ca la - 
vez con 40 l it r o s  de acetato e t í l i c o  y se lavan -  
los  extractos con agua. La mezcla de m icaLio/tie­
rra de diatomeas se homogeniza después de 3a adi­
ción de agua y se  agita tres veces, cada vez con 
10 l i t r o s  de acetato e t í l i c o .  Los extractos que -  
se obtienen después de f i l t r a r  y lavar con agua, -  
se combinan con lo s  extractos en acetato e t í l i c o  
del f iI tra to  de cultivo y  se concentran en un va- 
o ió  hastaun volumen de aproximadamente 5 l i t r o s .  
Deg)uós de lavar una vez con 1 l i t r o  de una s o lu ­

ción 2N de hidróxido sódico y dos veces, cada —
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vez con O ,? l itr o s  de agua, se evq?ora la  mez -

ca hasta sequedad en un v a c ío . El re ai dúo resul 
tan te (206 g )  rinde 78 g de cristalizado en bru 
to después de la  adición de éter, e l  cual, de -  
acuerdo con la  cromatografía de capa delgada -  

(procedimiento d escrito  en el ejemplo 1 ), consis 
te esencialmente de Roridina A, aunqce ésta aun 
contiene Roridina C, Verrucaiina A y Verrucari- 
na B. Quedan 128,5 g de residuo I  del l i c o r  ma­
dre. Se recoge e l  crista lizado e l  bruto (78 g) 
en metanol y se f i l t r a .  Las prociones que son -  
insolubles en metanol (2,5 g) representan un -  

crista lizado que esencialmente consiste de Rori 
dina C, aunque aún contiene Verrucarina A, como 

impureza. Las porciones que son solubles en me­
tanol se evaporm y e l  residuo se  re cr is ta liza -

fraccionadamente a partir  de m etanol/éter, pro­
porcionando los compuestos siguientes; 1 $ 33,9 
g de Roridina A cr ista lin a , pura, 2) 26,0 g de- 

Roridina A crista lin a  que aún contiene algo de 
Roiidina C, Verrucarina A y compuesto A, y 3) -  
15,6 g de residuo I I  de l i c o r  madre. Los com -  
puestos 2 y 3 se combinan con e l residuo I de -  
l i c o r  madre (144 g) y se disuelven en 520 mi de 
una mezcla de clorofoxmo/benceno (3 :1 ). Se cro - 

matografían 260 mi de esta, solución (correspon­
diendo a 72 g de residuo de l ic o r  madre) sobre 
3,77 kg de gel de s í l i c e  en forma análoga a la -  
descrita en e l ejemplo 1 . Se obtiene 1.2 g de -  
Verrucarina A crista lin a  pura de las fracciones
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eluidas con cloroformo/lnetanol (95:5) por cria - 
ta lización  a partir de éter.
EJEMPLO 9: Producción y aislamiento de Roridina 

* A. Roridina B. Roridina C. Verrucari
na A y Verrucarina C.

Se incuba la  cepa S 1135 myrothecium ro 
ridum en un fermentador de 10 l i t r o s  (sistema -  
Ultramix, tipo FU 001, Hch. Bertrams Ltd ., Bas^ 
le a , Suiza)^ sometida a aeración con 10 l i t r o s  
de aire por minuto a una presión de 1,4 atmósfe

ras y a una temperatura de 27sC en la  so lu ción - 
n u tiltiva  siguiente: 30,0 g de glucosa p u r iss ,-  
Ph.H.V., 1,0 g  de extracto de levadura D ifeo, -  

4 ,0  g  de nitrato amónico, 2,72 g de fosfa to  po­

tásico  primario, 1,23 g de sulfato magnésico -  
(x 7 HgO), 0 ,0  28 g de su lfato  de hierro ( I I ) -  
(x 7 HgO), 0,003 g de su lfa to  de zinc (x 7 HgQ).
Se f i l t r a  e l  líquido de cu ltivo  (10 l i t r o s )  a -  
través de úna capa de tierra  de diatomeas (Cé l i t e )  
y se extracta e l  filtra d o  dé cu ltivo claro de -  
co lor amarillo, tres vece a, cada vez con 10 l i ­
tros de acetato e t í l i c o .  Se lavan los  extractos 
con 1 litr o  de agua y se  evaporan completamente 
en un vacío. Se disuelve e l resicho en un l i t r o  
de cloroformo y se  lava la  solución tres veces, 

cada vez con 100 mi de una solución 2N de hidró 
xido sódico y cuatro veces cada vez oon ICO mi. 

de agua. Degsués de evaporar la  eolución c lo ro - 

fórmica lavada, se obtienen 12,0 g de producto- 
en bruto de co lo r  am arillo, que se cromatogra -
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fían  sobre 250 g de g e l de s í l i c e  con fin es  de -  
mayor separación.

Cromatografía I : Se requieren 500 mi de 
disolvente por fracción  pira la  elución . Las -  
fracciones i  y 2 (eluídas con benceno) contienen 
7,88 g de ace ite  (desechado). Las fracciones 3-6 
(482 mg eluidos con clorofoxmo) rinden a p a rtir  

de éter  o éter de petróleo, 23, mg de Roridina B 
cr ista lin a  de un punto de fusión de 140-1479: la
que de acuerdo con la  cromatografía de oapa del­

gada ea homogénea. Las fracciones 7 y 8 ^eluídas 
con cloroformo/metanol (9 9 :1 )] rinden 101 mg de 
material amorfo (desechado). Las fra ccion es  9 y 
10 ¡,1.48 g eluído con cloroformo/metanol (9 9 :1 )]

rinden 646 mg de cr is ta le s  de un punto de fusión 
de 122-1433 a partir de é ter . Después de recr is ­
ta liza r  a p a rtir  de acetona/eter ,se obtienen 400 
mg de crista lizado consiatente de Roridina A, -  
oontieniendo Verrucarina A y Roridina C y  tenien 
do un punto de fusión  de 130-1389. La u lte r io r  -  
separación del crista lizado se lleva  a cabo por 
medio de la  cromatografía II  (ver ab a jo ). La 

fracción  t i  j] 305 mg elu idos con oloroformo/meta, 
nol (99:1)] rinde lo6 mg de Roridina A crista lin a  
a p a rtir  de éter , la  qa.e aún contiene trazas de 

impurezas. La u lte r io r  purificación  de la  Rorid^

na A sé lleva  a cabo por medio de la  cromatogra­
f ía  I I I  y la  de los  lico re s  madre por medio de -  
la  cromatografía I I .  Las fracciones 42-20 f e l u l -  
das con cloroa*rmo/metanol (99:1)(98 :2) y (1 :1 )]



no rinden cr ista les . La u lte r io r  p u rifica d  ¿n de 

las fracciones 12 y 13 (330 mg) se lleva  a cabo- 

per medio de la  cromatografía U .

Cromatografía H : Los residuos de los  1^ 

5. cores madre de laB fracciones 9,10 y 11, y las -

fracciones 12 y 13 se combinan, dando un to ta l -  
de 1,39 g de compuesto, y se  cromatografían con 
7C0 g de tierra  de diatomeas/agua (1 :1 ) como la  

fase estacionaria y con lo s  siguientes disolven-

10. tes saturados con agua (200 mi por fra cc ión ) co­
mo la  fase m óvil. Las fracciones 1-19 (eluidas -

con benceno y ben ceno/clorof o nao (95:5)]] rinden 

269 mg de material amorfo (desechado). Las fra c­
ciones 20-25 ¡,91 itg eluidos con benceno/clorofor 

15. mó (95 :5)1  rinden 13 mg de Verrucarina B pura y 
crista lin a , a partir de éter. Las fracciones 26- 
-3 0  ¡]eluiáas con b en cen o /c loro f oim o (9 5 :5 ))  rin 
den 62 mg de material amorfo (desechado). Las -  

fracciones 31-38 ^130 mg elu idos con benceno/clo 
20. roformo (95:5)1 rinden 12 mg de Verrucarina A -  

cr ista lin a  y pura, a p a rtir  de é te r . Se obtienen 
20 mg de Roridina C crista lin a  y pura, de un pun 
to de fusión de 117-121S de lo s  lico re s  madre -  
por medio de la  c r is ta liza c ió n  con ó ter . Las frac 

25. clones 39-43 ^60 mg eluidos con benceno/clorofor
mo (95:5)]] rinden 28 mg de Verrucarina A pura y 
crista lin a  y  17 mg de Roridina C pura y  c rista l ^ 
na después de re cr is ta liza r  fraccionadamente a -  
p r t i r  de éter . Los lico re s  madre contienen Verru 

30. carina B yi Roridina O. Las fracciones 44-75
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[269 mg eluidos con benceno/cloroformo (95:5) -  
(9 :1 ) y (4 :1 )1  rinden 48 mg de Verrucarina A y 
crista lina  después de c r is ta liz a r  fraccionada -  
mente. Los licores  madre contienen Verrucarina 

B y Roridina C. Las fracciones 76-125 [elu idas 
con benceno/olorofoimo (1 :1 ) y cloroformo]] rin­
den 526 mg de material amorfo (deaechado). Las 
fracciones 126-133 [350 mg eluidos con cloroftr. 
mo/aoetato e t í l i c o  (9 :1 )]  rinden 305 mg de Ror¿ 
dina A pura y c r is ta lin a , de un punto <te fusión 

de 194-202$, a p artir  de éter. Las fracciones -  
134-159 f lu id a s  con cloroformo/acetato e t í l i  -  
co (9 :1) (4 :1 ) y acetato e t í l i c o 1 rinden 278 -  
mg de material amorfo (desechado).

Cromatografía I I I :  Se cromatografía: -
80o mg de la  mesóla cr is ta lin a  de las f  raccio -  
nes 9-11 de la  cromatografía I ,  sobre 80 g de -  
óxido alumínico. Se requieren 100 mi de disolven 
te por fracción  para la  elución. Las fracciones 
1 -U  (eluidas por cloroformo) rinden trazas de 
material amorfo (desechado). Las fracciones 12-21 
L eluidas con cloroformo/ínetanol (9 9 .5 :0 .5 ) ] -  
rinden. 200 mg de una mezcla crista lin a  de Rori­
dina A y Roridina C a partir de éter. Las frac­
ciones 22-51 [eluidas con cloroform o/^tanol -  
(9 9 :1 )] rinden 432 mg de Roridina A crista lina  
y homogénea, a partir de eter. Las fracciones -  
52-67 [eluidas con cloroformo/metanol (95:5) -
(9 :1 ) y (4 :1 )]  rinden 46 mg de material amorfo 
(desechado).

- 3 4 -



EJIMPLC 10: Producción y aislamiento de Verrucari- 
ma A y Verrucarina B en bruto así como 
de Vermcarlna C y Roridina B.

Se incuba la  cepa S 118 como cu ltivo está- 
5. t ico  de superficie en matraces Brlenmeyer de 500 -  

mi, conteniendo cada uno 100 mi de la  solución nu­
tr it iv a  descrita en e l ejemplo 7 y conteniencb 

además 3,0 g de cloruro amónico por l i t r o ,  a 27ec. 
Se separa e l  m icelio d e l l io o r  de cu ltivo  por f i l ­

io .  tración. Extractando de 30 l i t r o s  de l i c o r  de cul­
tivo con acetato e t í l i c o ,  se obtienen 14 g de ex -  
tracto en bruto. Se disuelven 12,7 g de este ex -  
tracto en 1,5 l i t r o s  de doroíbnnO y se lava la  so 
luoión tres veoes, cada vez con 150 mi de una solu

15. ción de 2N de hidróxido sódico y 2 veces cada vez
con 150 mi de agua a Os y  se  evapora. Se obtiene -
9,5 g de producto en bruto , neutro, que se cromato 
g r ^ la  sobre 250 g de gel de s í l i c e ,  requiri endose 
400 mi de disolvente por fracción para la  elución. 

20. Las fracciones 1-10 [eluidas con cloroformo y c lo -
roformo/metanol (99.5 :0 .5)1  rinden 1,46 g de mate­
r ia l amorfo (desechado). Las fracciones 11-20

¡¡4,324 g eluidos con clorofoimo/metanol (99:1)1 rin 
den 200 mg de Verrucarina A crista lina , en bruto,-  

25. la  que aún contiene Verruoarina B. Las fracciones 
2i - 3 0 j[eluidas con dorofoim o/^etanol (98:2) (9:1)1 
rinden 4,21 g de material amorfo (desechado). Loa­
re^, dúos de los  licores  madre de las fracciones -  
11-20 (3,56 g ) se oromatografían sobre óxido alumí 
nico neutro de actividad I I  (descrito en Broohmann30.
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Ohemisehe Berichte V ol. 74 p. 73# 1941) con fines 

de mayor pu rificación . Se requieren 400 mi de di­
solvente por fra cc ión  para la  elución . La fracción  
1 j/1,54 g  eluido con eloroformo/benceno (4 :1)3 rin 
de 25 mg de Terrucarina A crista lin a  en bruto (con 

teniendo aún Verruoarina B) a p a rtir  de éter. Las 
fracciones 2-19 f lu id a s  con cloroformo/bencen o -  
(4:1)# cloroformo, clorofoimo/^netanol (99 :1 )(98 :2 ) 
y  (95:5)3 rinden 1,54 g de material amorfo (deae -  
chado). La fracción  2 O j^6t mg eluídos con c lo ro fo r  
mo/^aetanol (3 :1 ) 3 rinde 8 mg de cr is ta les  de un -  

punto de fusión de 226-228$ a partir  de m etanol/éter. 
Después de re cr is ta liza r  a partir de acetona/éter,

se obtiene Terrucarina C pura en forma de prismas-

de un punto de fusión de 223-2248.
Extracción d e l m ice lio : Se extrae e l  mice­

l i o  que ha sido secado, tre s  veces, cada vez con -

2 l i t r o s  de metanol y tres veces con 200 mi de agua 
durante e l trasmcurso de 45 minutos a 40-50$, se -  
f i l t r a  y se evapora. Luego se divide e l  residuo -  
(12,8 g) entre 500mi de agua y 1 l i t r o  de acetato 
e t í l i c o  y se sacude la  fase acuosa otras tres veces, 
cada vez  con un l i t r o  de acetato e t í l i c o .  Los ex -  

tractos en acetato e t í l i c o  evaporados rinden 5,20 
g de aceite  parto, e l que se cromatografía luego -  

sobre 120 g de gel de s í l ic e  en foima análoga a la  
descrita arriba. Por medio de la  cr ista lización  a 
partir  de éter, se obtienen 41 mg de Roridina B pu 
ra y c r is ta lin a  en foima de agujas de un punto de­

fusión de 147- 1526, a p a rtir  de la s  fracciones30
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(157 mg) eluidas con c lo ro f oimo/hetanol (99.5:0 .5)* 
De la s  fracciones posteriores eluidas con o loro for  

mo/metanol (9 9 ;l ) ,  crista lizan  16 mg de Verrucari­
as A en bruto (que aún contiene Verrucarias B), a 
p a rtir  de éter.
EJEMPLO 11: Producción y aislamiento de Verrucari­

as A. Verrucarias B y Roridina B en -  

bruto.
Se incuba la  cepa S 118 en la  solución nu­

tr it iv a  descrita en e l  ejemplo 10, en un fermonta­

dor de 50 l i t r o s  (ejemplo 7) mientras se agita 
(1450 r .p .m .) y bqjo constante aeración (0 ,8  l i  -  
tros por minuto por l i t r o  de solución nu tritiva ) -  
durante 63 horas. Después de añadir t ie rra  de día­

teme as (Ce 1 i t e )  se extracta e l  l i c o r  de cu ltivo  
con un to ta l de 22 l i t r o s  de acetato e t í l i c o  (sepa 

ración de la s  fases en una centrífuga). Después de 
concentrar lo s  extractos en un v a cío  hasta¿ cuatro- 

l i t r o s ,  se lava la mezcla 4 veces, cada vez con -  
400 mi de una colución 2N de hidróxido sódico y 3 
veces, cada vez, con 300 mi de agua y luego se  eva 
poca. Se obtienen 19,5 g de extracto en acetato -  
e t í l i c o ,  purificado. Por crista lización  a partir -

de éter  se obtienen 2,31 de Verucarina A crista liza  
en bruto (conteniendo aún Verrucarina B ). Los lico  
res madre (17,2 g) se cromatografian sobre 850 g -  
de gel de s í l i c e ,  requiriéndose 1,7 l i t r o s  de di— 

solvente por fracción  para la  elución . La fracción  
1 [7 ,0  g eluidos con benceno) rinde 19 mg de cris ­
ta les  de un punto de fusión de 237-239c (no identi



ficados) a partir  de éter/eter de petróleo. Las

fracciones 2-6 (4.15 g eluidos con clorofonno)- 
rinden 60 mg de roridina B criste l ina en forna- 
de agujas de un punto d e fusi ón de 139-1432 a -  
partir de éter/éter de petróleo. la s  fracciones 
7-10 [eluidae con cloroformo/metanol (99:1)1 -

rinden 1,09 g material amorfo (desechado). -  
Las fracciones 11-18 [3 ,25 g eluidos con cloro - 
fonmo/netanol (98:2)1 rinden 2,18 g de Verruca- 
rina A crista lina  en bruto (conteniendo aún Ve- 
rrucarina B) a partir de éter. Las fracciones— 

restantes se desechan.
EJBHPLO 12, Producción y aislamiento de Verruca 

lina.A..Verrucarina B..y Verrucarina

Se incuba la  cepa S 833 en forma de cul 
tivo agitado en un medio conteniendo por l i t r o -  

de mezcla 30 g de azúcar de ca&a, 2,5 g de c lo ­

ruro amónico, 1,0 g de fosfa to  potásico prima -  
r io , 0 ,5  g de sulfato magnésico (x 7 HgO), 0,5 
g de cloruro potásico, 0,01 g de sulfato de hie­

rro (x 7 E C) y agua, en forma análoga a la  des 2
crita  en e l ejemplo i .  .Se extractan 900 mi de -  
l i c o r  de cu ltivo con 2 l itr o s  de acetato e t í l i ­
co. El extracto rinde 243 mg de productos oleo­
sos en bruto después de layar con agua, una so­

lución 2 N de hidróxido sódico y agua y después 
de evaporar en un vacío . luego se cromatografía 
e l  producto en bruto sobre 12 g de gel de s í l i ­
ce. Después de 3e crista lizar  las fracciones, -
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eluidas con cloroformo, se obtiene a partir de 
éter/éter de petróleo, 2 mg de Verrucarina D -  

para en fonaa de agujas de un punto de fusión 
de 127-1288. En la cromatografía de capa d elgg, 
da la  Verrucarina D y la  Verrucarina A fluyen 
a aproximadamente la  misma velocidad. Se obtie 
nen 38 mg de Verrucarina A cristalian  en bruto, 

que aun contiene Verrucarina B, de las fraccio  
nes siguientes que se eluyen con dorofonno/Sne 

tanol (99:1).
EJEMPLO H f Separación de Verrucarina c r is ta l!

na en bruto (conteniendo Verxucari 
na B) en Verrucarina A y Verrucari 
na B pura. .

9,35 g de Verrucarina crista lina  en-

biuto (conteniendo Verrucarina B) se someten a 
cromatografía de partición sobre 5,4 hg de tie  
rra de diatomeas/bgua (1 :1 ). Los disolventes -  
requeridos para la  elución se saturen con agua 
(1,2 litr o s  por fracción ). Las fracciones 1-20

f lu id a s  con benceno y benceno/clorofonno (95:%)¡í 
rinden 445 mg de material oleoso (desechado).
Las fracciones 21-34 í 1.20 g eluido con bence- 
no/cloroformo (95:5)j  rinden 747 mg de Verruca­
rina B cristalina y pura (homogénea de acuerdo 
con la  cromatografía de capa delgada) a partir 
de acetona/eter. Las fracciones 35-37 [l72 mg 
eluidos con benceno/cloroformo (9 5 :5 )j  rinden- 

126 mg de mezcla cristalina conteniendo aproxi 
malamente 50 % de Verrucarina A y aproximada -
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mente 50 % de Verrucarina B, a p a rtir  de aceto 
n a /éter. Las fracciones 38-40 [e lu idas de bence 
no/cloroform o (95 :5)] rinden 406 mg de compues­
to , consista!te principalmente de Verrucarina A 
(producto principal) y 3 a 4 sub-productos no -  

id en tificab les . Las fracciones 41-84 [8 ,6  g e lu i 
dos con benceno/cloroformo (9 :1 ) (8 :2 ) (3 :2 ) -

(7 :3 ) y cloroformo^ rinden 6,13 g de Verrucari­
na A crista lina  y pura (homogénea de acuerdo con 

la  cromatografía de capa delgada) a p a rtir  de -  
acetona /eter..
EJEMPLO 14: Cromatografía de caca delgada de -

las  Verrucarinas v Roridinas.
La cromatografía de capa delgada se He 

va a cabo de acuerdo con métodos conocidos.

3
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Valores Rf

Compuesto Valores Rf 
1) 2) 3)

Reacción 
cromática 
con iodo

Color en 
luz u ltra­
v io le ta .

Verrucarina A 0,70 0,28 0,59 am arillo-
pardo.

claro

Verrucarina B 0,83 0,47 0,69 am arillo-
pardo

claro

Verrucarina C 0,74 0,28 0,59 ¡amarillo-
pardo

claro-lumi­
noso

Verrucarina D 0,70 0,28 0,59 am arillo-
pardo

Oscuro

Verrucarina B —  — 0,91 Violeta Oscuro
Roridina A 0,70 0,18 0,55 Amarillo-

pardo
Oscuro

Roridina B 0,55 0,36 0,41 Verde-ne­
gro

Oscuro

Roridina C —  — 0,42 Amarillo-
pardo

Oscuro

1) Soporte: oxido alumínico Agente de elución:
cloroformo/met anol (98:2)

2) Soporte: gel de s í l i c e  Agente de elución :
clorofonno/^netanol (98:2)

3) Soporte: gel de s í l ic e  Agente de elución:
cloroformo/metanol (97:3)
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Descrita suficientemente la  naturaleza -  
del invento, a s í como la  manera de rea lizarlo  en 
la  p ráctica , debe hacase constar que las disposi -  

5. clones anteriormente indicadas, son susceptibles

de modificaciones de d eta lle , en cuanto no a l t e ­

ren su princip io  fundamental. También se hace -  
constar que e l  invento corresponde a una a o lic i -  
tud de Patente presentada si Suiza con fecha 12 -  

10. de enero de 1962, baje e l  na 360/62, acogiéndose, 
por lo  tanto, a lo s  beneficios que conceden lo s  -  
Convenios Internacionales en v igor y siendo lo  -  
que constituye la  esencia del referido invento y 
por lo  que se s o l ic i t a  patente de Ivención por 20 

15. años, en España "Procedimiento para la  producción

de substancias antlb i  ó t i camente a ctivas", carao te 
rizándose por lo  siguiente:

18. "Procedimiento para la  producción de 
substancias antibióticamente activas" a partir de 

20. líquidos de cu ltivo  o m icelios de cepas de la  es­

pecie de hongo myrotheoium verrucaria (A lbertin i 
y Schweinitz) Dltmar ex Fríes o myrothecium ro r i-  
dum Tode ex Fríe a, caracterizado porque s e  somete

la  mezcla a partición , adsorción cromatográfica -  
25. y cromatografía de partición .

2e. "Procedimiento para la  producción de­

substancias antibióticamente activas," ta l y como 
queda substancialmente descrita en la  presenteMemo 
ria .

30. Esta Memoria con sta  de 43 h o ja s  e s c r it a s
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