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MKM0R1A DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solicitud 

d e
PATEETE D R  IDVEDOIOD

formulaaa al 2. de Marzo da 1.967, con el nP 337.493
a n

E S P A D A  
por VEIETE anos

a. nombra da UFEME DE LA RECBEROBE SOIEnTIElQUE ET TECR 
DIQUE OUTRE-íViER, establecimiento público, francés, esta­
blecido an 24: Fas Rayará., Paria, Erancia,. por:
"Un PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENClUD DE unA nUEVA SUSTAn 
OIA FUnGMIDA Y BACTERICIDA"

La. presenta invención sa refiere a la obtención de 
un producto bactericida y fungicida, que consta de una 
nueva sustancia extraída da una planta rosàcea, y parti­
cularmente de sus hojas. Esta planta es conocida partlcu 
larmente por la denominación:

Prunus lusitanica (Lmneo) 
o Oerasua lusitanica (L) (Miller)

Para los requerimientos da la invención, pueden uti

fizarse igualmente variedades de esta planta, que tiene 
la referencia que sa da a continuación en el Indice Kewen
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sis. Plantarum Phanarogamarumt. "Prunua lusitanica Gueldanat. 
exLadeb. Fl. Rosa. ü ,  9=P. laurocerasua lusitamca, Linn. 
Sp* Pl. 473 hurope. austr."-, Fascículo III, págs. 636, 16^4. 
Bata planta, sa encuentra especialmanta. en Portugal.

la. invención ha demostrado que los extractos da la. 
planta en cuestión con disolventes inorgánicos u orgáni-L 
coa presentaban una acción fungístátlca y bactericida, la 

tos disolventes: son, por ejemplo, el agua, el tncloroeti 
lene, benceno, áten de petróleo, éter etílico, clorofor­
mo o etanol, entra otros. Por extracción con estos disol­
ventes, una oierta oantidad de sustancia activa pasa en 
disolución de la planta a los disolventes.citados, en can 
tldad. variable según las condicionas de extracción, y esen 
cialmenta según la naturaleza del disolvente.

Como ilustración, se nan comparado de manera cuali­
tativa las acciones ejercidas por diversos extractos en 
hongos fitopatógenos. Oon este fin, se na trabajado según 
un método utilizado en bacteriología para ios ensayos de 
antagonismo. Se nan humedecido respectivamente pastillas, 
de papel con los extractos examinados, y han sido coloca­
dos en cajas da Petri, sembrados en su masa con los hon­
gos fitopatógenos. Entre, los disolventes ensayados, son 
el agua y el tricloroetileno los que han proporcionado los 
extractos más activos. Los extractos en vapor da agua y en 
tricloroetileno han causado, efectivamente, las zonas de 
Inhibición más importantes, al mismo tiempo que se obser­

vó. igualmente en el conjunto de la caja de- Petri un efecto 
fungicida. Los extractos en benceno, en éter de petróleo 
y en éter etílico ejercen, en el orden indicado, una no­
table acción da inhibición, da intensidad variable.
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cía ae la invención, se muelen.las hojas sacadas al aire, 
hasta la obtención de un.polvo fino y nomógeneo, se mez­

cla dicho, polvo vegetal con agua,, se agita dicha mezcla,

se deja macerar durante un tiempo prolongado, después del 

cual se le somete a un arrastre por vapor ae agua o a una 
destilación* Preferiblemente, la mezcla comprende aproxi­
madamente 0 partes, del polvo vegetal y 100 partes, de agua. 
El tiempo de maceración. es, ventajosamente, del orden.de 
48 ñoras*.

A continuación se darán, como ilustración los da­
tos sobre las. concticionea da extracción con tricioroeti- 
ieno, asi como por destilación o arrastre con vapor de 

agua*
EJEMPLO 1- Extracción en tricloroetileno*

Previamente, se lavaron con agua cuidadosamente las. 
hojas de "Prunus lusitanicus", y después se secaron. A 
continuación se cortaron en fragnentos pequeños y se ma­

chacaron en tricloroetileno,. naata la obtención de una 
pasta muy homogénea, que se filtró a través de papel len­
to a un matraz, evaporador, y se enjuagó con tricloroetile 
no hasta que el liquido fué incoloro*. Después se anadió 
al filtrado polvo de celulosa, y el filtrado se concentró 
bajo vacio en un evaporador giratorio, manteniéndose el 
baño marla a una temperatura de 3520 aproximadamente*. La 
evaporación se interrumpió cuando el extacto quedó seco..
El polvo asi obtenido fué eluldo con éter de petróleo 
(40-bíPC) sobra una columna de polvo de celulosa. La pri­
mera fracción elulda por el disolvente contenía la sustan­
cia activa, y era de color amarillo*. La elución se inte—
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rrumpió cuando el.eluido se hizo incoloro. Después de la 
evaporación del disolvente, esta fracción pudo ser rehe­
cha con aceite de vaselina o con agua. Se utilizó en es­
tas dos foimas en los ensayos biológicos que se describen 
más adelante.
EJEMPLO 2- Obtención de la sustancia por destilación o 

arrastre con vapor de agua.
Se muelen 40 g. de hojas de Prunas lusitamca seca­

das al aire. El polvo obtenido se agita en un mezclador 
con 450 mi. de agua, durante diez minutos. La pasta ob­
tenida se vierte en un matraz de í'onao redondo para des­
tilarla o someterla a un arrastre con vapor de agua. Se 
deja macerar 46 ñoras aproximadamente. El destilado se 
recoge después en un recipiente, que se mantiene frío en 
un baño de hielo preferiblemente.

Para la destilación se coloca sobre el matraz, co­
locado en un calentador eléctrico para matraces de fondo 
redondo, una columna de puntas de Vigreux, orientada és­
ta, con ayuda de un empalme oblicuo, sobré un refrigeran 
te. recto. Los vapores condénsalos pasan, al final de la 
destilación, por un tuDO acodado que se introduce en el 
recipiente receptor.

3n el caso de arrastre por vapor, se une ei genera­
dor de vapor (recipiente que contiene agua puesta en ebu­
llición) al matraz que contiene la pasta en maceración, 
por medio de un tubo de caucho prolongado por un tubo de 
vidrio acodado que se sumerge.hasta el fondo da esta ma­
traz. A este mismo recipiente se. une, por medio de un em 
palma acodado, un refrigerante recto en el que se conden 
san los vaporea que arrastran la sustancia activa, reco-



gLaa preferiblemente en un recipiente.refrigerado, como 
anteriormente.

La caracterización propiamente dicha de la sustan­
cia activa anti-nongos y bactericida na sido realizada
por cromatografía de capa fina.

Las placas para la cromatografía han sido obteni­
das a partir ae una mezcla de LOO mi. ae una disolución 
0'02!Mi de acetato de sodio, y 50 g. de gel de sílice, dis 
poníble en el comeroio con la denominación de "Kieselgel 
G". astas plaoas nan sido activadas durante una ñora a

rara demostrar la presencia de la sustancia activa, 
se nan utilizado extractos en tncloroetileno muy concen 
traeos (ejemplo 1), o disoluciones acuosas obtenidas por 
destilación o arrastre con vapor (ejemplo 2). Se deposi­
tó una mancha de la sustancia en las proximidades del boj? 
de inferior de la plaoa, después se numedeció al borde in 
ferior de la plaoa con el disolvente eiegLdo para la cro­
matografía. La vaporización ce una disolución de dicloro 
(R) fluorascelna al ü'2% en ataño! de 95S hizo aparecer 
soora.la placa, después de 30 minutos aproximadamente, y 
en luz ultravioleta, una mancha de color marrón violáceo 
sobre un fondo amarillo ligeramente fluorescente.

Los Rf de la sustancia asi revelada, calculados pa­
ra cuatro disolventes, se Indican a continuación:

lioeu.

(1) Jüter sulfúrico
(2) áter sulfúrico-trlcloroetileno. 1/2
(3) Olorofoimo-ácldo acético 95/0'5 
(¡. ) Lenceno-amoníaoo h/10 100/10 O'22

0*96 
O'56 
O'22

- 5  -



5

- IQ

15

20

25

30

Se observará que hay identidad total entre laa ca­
racterísticas da las manchas, obtenidas a partir del ex­
tracto en tncioroetiieno y a partir ael destilado.

ha de indicarse que es lo más. frecuenta que ia sus 
tancia activa se encuentre, precedida da una mancna, ama­
rilla a la luz visible, y amarilla fluorescente con un ' 
borda azul a la luz ultravioleta, que, después del re­
velado en dlclo rofluoreseeina, se. muestra, da. color ama­
rilla vivo, y es. entonces muy fluorescente, los valores. 
Rf característicos da asta, última, mancna son los alguien 
tas, para, los cuatro disolventes qua se acaban da citar:

Rí
(t) éter sulfúrico O '¡36.
(2J éter aulfúnco-t rielo roetiieno t/2. u'92-
(.3.). cloroformo-ácido acético 95/0'5 O'91
(_4) benceno-amoníaco h/lo tuu/to o '66

Para las aplicaciones que sa expucan más adalan- 
. ta, sa han utilizado, o bien la sustancia propiamenta di 
ona, o sus disoluciones, es decir ios extractos brutos 
preparados por tratámienta da las nejas, da Prunus luai- 
tanica con diversos: disolventes, tales como al agua y 
el trioloroatiieno en particular, o las disoluciones 
acuosas obtenidas por destilación o por arrastra con 
vapor da agua..

l a  actividad anti-nongos da la nueva sustancia 
explicada por la invención h a  sido estuoiada dei modo 
siguienta:

Sa ha utiiiz ado, o bien un medio liquido denomi­
nado de Czapak-Box, que tiene la composición que se da. 
a continuación:

5-4-6? 6 33745!



rio-

15

20

25

30

5-4-67

agua desfilada. 1000 mi.
nitrato da sodio 2L g.
cloruro da potasio 0*5 g.
fosfato monopotásico 1 g.
sulfato da magnesia 0"5 g.
aulfato ferrosa 0*01 g.
gLuoosa 30 g.

o tamoión un medio sólido. aenominaao da Sanouraud. ñs*ca 
último medio as un medio da ensayo con maltosa, Fara pra 
pararlo, aa parca da 1000 mi. da agua destilada, y da 10 g. 
da paptona, que se nacen narvir unas minutos. Sa la aña­
den a conninuación 20 g. da. agar-agar y aa deja en rapo­
so en un autaciava a  115—12030 durante 45 minutos aproxl 
mudamente. For otro lado, aa prepara, una disolución da 
40 g. da maltosa bruta en una pequeña canciaad da agua 
destilada, calienta, y sa añada a la disolución de agar 
con paptona que se saca del autoclave. Después da la agi 
nación dal medio, éste último aa esterilizado a  11020 du 
ranea 20 minutos aproximadamente, después da lo cual sa 
daja enfriar, y sa obtiene el medio sólido buscado.

Si sa utiliza al medio liquido de Ozapak-Dox. an*ces 
citado, sa mezcla la sustancia activa en forma de disolu 
ción con esta medio, sin añadir ninguna sustancia anti­
bacteriana anciblótica, ya que el extracto activo, da. la 
invención posea una actividad, bactericida y bactarioatá- 
tica. Si se emplea el medio sólido da Sabouraud descrito 
antanonnenca, sa hace fundir previamente al agar da ci­
eño medio a una temperatura cercana a  5030 aproximadamen 
*ca, y después sa añada, la sustancia activa en forma de 
disolución, un los dos casos sa colocan ios cubos da en-

33745!
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sayo, de forma conocida, en una posición oblicua, y des­
pués: ae siembran, ios medios: con ayuda de los agentas fun 
gicidas estudiados, y ae oomparan con cultivos testigo o 
de control de dichos agentes. Hay que indicar, igualmen­
te,. que se puede trabajar en cajas de Patria

Una serie de ensayos llevados a cabo de la forma' 
precedente ha demostrado que., a una dosis de sustancia: 
activa que. corresponde a Ib mg. de peso de material vegetal 
seco de partida, por mililitro de medio de reacción, la sus 
tanda sagón la invención, pura o en forma de extractos,, 
inhibía totalmente el crecimiento, de hongos filamentosos, 
y especialmente el de loa parásitos siguientes:
Hongos fitopatógenosí

-folletotrichuBL cof feanum,
-Paatalozzia ooffeicola,,
-Marasmius pemioioaus,
-Eusanum xylarioides,
-Halmintno apo rium. oryzae,
-Botrytla cinérea,.
-Phytophtora palmivora.
El examen sistemático de la actividad fungicida de 

Is sustancia activa de la invención ha sido efectuado por 
medio de ensayos de pulverización de disoluciones acuosas 
del extracto activo* Estos ensayos han permitido demostrar 
una actividad contra.el oidio del trigo causado por ei 
Erisypha gramlnia, y contra la roya de ia alubia, causada 

por ai. Uromyces appendlculatua.
Además, la sustancia de la invención, ejerce una 

acción total de indi ciclón en la dosis de 9. mg/ml., con 
respecto á paso en seco de material vegetal de partida,



5

10

15

20

2-5

30

5-4-6?

so ora loa agentes. pan ó geno a de las micosis numanas, y ta­
p a d a m e n t e  sobra

Epiooccum flocosum
Microsporum cania.
Incnopnyton agi'opnyces
AspergLIIus fumigatusr

Absida corymbifera.
Histopiasma capsulatum.

Del mismo moco, a una dosis superior que corresponde 
a  26 mg/ml. de material vegetal aeoo de partida, se ooser 
va la inbiblción dei aesarrono ue ie.va auras., y aapeoíal— 
menta de la del oandda. albicans.

En. los ensayos con animales vivos, la acción de la 
sustancia activa de la invención sobre la tiña del conejo 
da Indas y so ore la candí dasis. del prepucio aei conejo, 
da Indias as muy rápida*.

Por otro lado, la sustancia presenta una acción an- 
tioactariana muy extensa, de nan efectuado ensayos, oamo 
ejemplo, con. cuatro bacterias que se utilizan cornentemen 
te para la dosificadón de ios antioióticos y en la invea—  
tinción de sustancias activas contra las bacterias pató­
genas, es decir dos bacterias gram positivas, y dos bacterias 

gram negativas*

Hay inhlbidón total del desarrollo, en medio sólido 
da Sabouraud y en medio liquido de Panaasay, de la especie 

Klebsiella., capa del Instituto Pasteur na 53*156; su R°*** 
ais de 23 mg/ml. ;del Baciiius suhtilis., cepa dei Instituto 
Pasteur NS- 5.262; de la. Barcina lútea, cepa HP 5*345 del. 
Instituto Pasteur, y del Eacnarícñla coii,., cepa. HS 54.12? 
dei Instituto Pasteur, en dosis de 36* mg/ml de peso de ma

337453
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tanal vegetal s.eco de partida*
La. presenta solicitud, que corresponde a la presenta­

da en. Francia, con lacha 3_ de. Marzo de 1 .96H, oaja el Nú­
mero PY 51.943.) se acoge a los beneficios, del artículo 51 
del vigente ls.tatu.to sobre Propiedad Industrial.

Loa puntos de invención, propia y nueva que se pre­
sentan para qpa sean objeto de la presente solicitud de 
Patente de Invención en. i'spana,, por Yh'InUi anos, son loa 
siguientes*.

1 .- Un proeedimiento para la obtención de una nueva 
sustancia fungicida y bactericida, caracterizado por so­
meter la planta rosàcea "Frunus lusitanica", y en parti­
cular a sus nojas., a una extracción por disolventes orgár* 
niooa o inorgánicos,, pudendo ser especialmente estos di­
solventes el agua,, el tri cloro et ileno, el benceno, el éter 
de petróleo, el éter etílico, el cloroformo o el etanol*

2. -  Un procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado por poner en contacto intimo con agua a no- 
jaa previamente secadas y molidas finamente de "Prunus 
lusitanica!', y someter la mezcla acuosa asi obtenida a 
una destilación o a un arrastre con vapor ce agua.

3. - Un procedimiento según las* reivindicaciones 1 
y 2, caracterizado por mezclar aproximadamente U partes 
del polvo vegetal molido con 10U partes, de agua.

4. - Un procedimiento según las reivindicaciones 1

li O T. A.
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a 3, caracterizado por aojar macerar la mezcla curante, 
aproximadamente.48 ñoras, antes da someterla al arras­
tro con vapor de agua o a la destilación.

31- un procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado por poner en contacto intimo con triclo- 
roetlieno, nojas de "Prunas lusitanioa" previamente la 
vadas con agua y finamente molidas,' filtrar la pasta 
de hojas asi obtenida enjuagándola con tricloroetiieno 
nasta que el filtrado se hace sensiblemente incoloro, 
y concentrar el filtrado oajo vacío, después de la adl 
ción de polvo aa celulosa, nasta la obtención de un ex­
tracto seco.

b.- un procedimiento según las reivindicaciones.
1. a 3, caracterizado por eluir el extracto seco con éter 
de petróleo soore una columna de polvo ae celulosa, con­
teniendo la primera fracción eluíaa la sustancia activa 
buscada, después.de lo cual, llagado el caso, se forma 
de nuevo la fracción citada con agua o un aceite.

7.- un procedimiento para la obtención de una nue­
va sustancia fungicida y bactericida.

Tal y como se ha descnto en ia Memoria que ante­
ceda y para los fines especificados.

asta Memoria consta de once hojas, escritas a má-
3 4 Ñ & 3 Rquina por una sola de sus caras. .. '

Madrid,

F. A.
Atbend) de Etzabap

337453
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