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FIEMORLA UESCRIFILVA
quea Sa preseanta ]gafa unir a 1a goLicitud
de
PALENTE D H  INVENCLON
formuieaa el 2 de Harzo de 1;9,6"{ ’ con el nf 337.453
an ‘
ESEANA
por VELNVE afos
a nombre de OFFICE DE A HECHERCHE SCTENMIFIQUE BI SH0H
NIQUE OUCRE-MER, estableclmiento phbiico rrancds, esta-
blecido en 24, e Bayard, Yaris, Francia, por: -
MUy PRUGSDIMIENZO PARA TA UBZENCIUN DE UNA NUEVA SUSTAN
CTA FUNGICIDA Y BACTERLGIDAY

-

la. presente invencién se retfiere a 1a obtencién de
un pro.duc'bo bactericida y fungicida, que consta de una
nueva. sustancia. axtraida de une pianta rosicea, y PErti-
cularmente de Busg hojas. fata planta es conoclas particu
larmente por La denominacidn:

Prunus lusatenice (Linnea)

0 Cerasug lusitenica (n) (Miller )

Para los requerimientos de la invencién, pueden uti

lizarse lgualmentea variadades de esie planta, que tiene -
le referencia que se da a continunacién en el Inaice Kewen
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gig Flantarum Zﬂxanerogamanm:z pypnng lusitanica Gueldans;'t.
ox lLadeb. EL. Ross, i:i.,‘ 9=E. laurocerasua lusivanica, lann.
Sp-.".i?l. 473 kurope. austr, ', Faaciculio III, pédgs. 636, 169.4:.
Eata planta se encuentra ;spe-cialmente.' éﬁ Porisugal.

' La. 1nvencidn ha demostrado gue Los extracios de la

plante en cuestidn con disolventes lnorginicos u orgini—

. €08 presentaban una acelln Pungistética y bactericida. Eg

Tos disolventes sonm, por &jemplo, el agua, el tricloroety
ieno, benceno, &ter de petrdleo, &ter esilico, ¢LOTOL oY
mo o etanol, entre otros. Por extraceién con estos disol-
ventes, una clerta cantidad de sugtancls activa pasa en
disolucién de la planta @ Los disolventes. citados, en can
tidad variable segin ilas condiciones de extraceidn, y esen
cialmente segin la naturaleza del disoLvente.

Como iiustracidén, Se nan comparado de manera cuali-
tativa las acclones ejercidas por diversos exitractos en
hongos fitopatdgenos. Con este rin, se ha trabajado segin
un método utilizado en bacterioiogis para los ensgyos de
antagonismo. Se han humedecido respectivamenie pastiiias.
de papel con los extractos sxaminados, y han sido coloca=
dos en cajas de Petri, sembrados en su masa con 108 hon-
gos. ritopatdgenos. Entre los disolventes ensayados, son
aL agua. y el tricloroetileno 108 gque han proporcionado ios
extractos mds activos. Los extractos en vapor de agua y en
tricloroetileno han ca.uéado, eféc-tivamen'ba, las zZonas de
inhibicidén més imporianvtes, al mismo viempo que Se obser-
vé. 1gualmente en el conjunto de La caja de. Petri un efecto
fungicida. Los extractos en benceno, en dter de petrdlieo
y en étenr e:t:ilico ejercen, en el orden indicado, una no-

vabLe &ceidén de inhibicidn, de intensicad variable.
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Segin un modo ventajoso de obtencién de la sustane—
cia ds la invencidn, se muelen.las hojas secadas al aire,
hasbta lg obtencidn de un polvo fino y homdgeneo, se mez=-

cla dicho polve vegetal con agua, se aglta diche mezcla,

se deja macerar durante un tiempo prolongado, despuds del
cual se le somete & un arrastre por vapor de agua o & una
destitacibén. Preferiblemente, .a mezcla comprende aproxi-
mademente. 8 partes. del polvo vegatal y LOO partes de agua.
BL tiempo de maceracidn es, ventajosamente, del orden. de
48 noras..

A continuacion se dardn, como ilustracién los da—
tos sobre las condiclones de exfraceidn con tricloroeti~
Lleno, agi como por destilacidén o arrastre con vapor de
agute
EIHIPTO 1= Gixbraccién en tﬁcloroatileno.

‘Previamente se lavaron con sgua cuidadosamente las.
hojas de "Prunus lusitvanicus®, y despuss se secaron. &
c,on.‘c:i.nuac;.én ge- corbaron en ifragnentos pequeiios y se ma~
chacaron en tricloroetileno, hasta la obtencidn de una
pasta muy homogénea, que se fiLtrd a través de papel Len—
t0 a un matraz evaporador, y Se enjuagd con triclorostile
no haste que el liquido fué incoloro. Después se afadid
el filtrado poivo de celulosa, y el fiitrado Se concentrd
bajo vacio en un evaporador giratoric, manteniéndose el
bafio maria a una tempeia‘bura de 3520 aproximadamente. La
avaporacibén se in'uexx"rumpié cuando el extacto quadd seco..
%1 polvo agl obtenido fué eiuldo. con éter de petrdieo
(40-652C) sobra una columna de poivo de celulose. La pri-
niera i’i:‘aécién elulda por el disoivente contenia 'J_a.A sustan-

cla activa, ¥y ara de color amarillo. Le elucidn se inte=—
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rrumpid cuando el. eluido se hizo incoloro. Desgpués de la
avaporacidn del disolvenia, esta fraceidn pl;.d.o ger rehe-~
cha con aceits de vaselina o con agua. Se utilizd en es-
tas dos fomas en los ensayos bioldgicos que sSe describen

més adelante.

BIWMPIO 2= Qbtencidn de la' sugtancia por destilacidn o

arragitre con vapor ds agua.

Se muelen 40 g. de hojas de Prunus lusitanica Seca-
das al aire. Bl poivo obtenido se agita en un mezclador
con 450 ml. de agua, durante diez minusos. Le pasta on-
tenlda Se vierste en un matraz de fonao redondo parae des-—
tilaria o someterla a un arrastra con vapor de asgua. Se
deje macerar 48 noras aprox:i.ma.damen‘isé. EJ. destilado se
recogze después en un recipilente, que sSe mantlene rrio en
un halio de hielo prefsriblemente.

Para la destilacidén =e coloca sobre el matraz, co-
locado en un calentador eléctrico pare maetraces de fondo
redondo, una columna de puntas de Vigreux, orientads és-
ta, con ayuda de un empaime oblicuo, sobré un refrligeran
te. recto. Los vapores condensados pasan, al final de La
des‘ailaciéh, por un tuno acodado que Se ilntroduce en el
racipiente recepior.

&n el caso de arrasire. por vapor, Se une el generg-
dor de vapor (recipiente que contiene agua puesta en ebu~
llicibn) al matrez gue contiense la paste en maceracidn,
por medio de un tubo de caucho proiongado por un tubo de
vidrio acodado que se sumerge hagte el fondo de este ma~
traz. A este mismo recipiente se une, por medio de. un el
palme. acodado, un refrigerante recto en ¢l que se conden

san los vapores que arrastran Le sustancia activa, reco-
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glaa preferihlemente en un reciplente refrigerado, como
anteriormenta.

La caracterizacidn propiamente dicha de la susten-
cla activa anti-nongos y bactericlda ha sido reallzada

Por cromatografis de capa rins.

las placas para le cromatograrie nan 8100 obteni-
das a bartir de una mezcla de L00 mi. ge una disolucién
O'u2l de acetato de sodlo, ¥ 50 g de gel de silice, dis
ponible en el comercio con Laydenominaelén ue "Kieselgsl

-

G, butas placas hap gico activedas durante. uns nora &
LL0RC.

rars demostrar la pressncila de la sustancia activa,
se nan uvllilzado extractos en triclorcetiienc muy concen
trados (ejemplo 1), 0 disoluciones acuosas obtenidas por
destilacién o arrastre con vapor (ejempio 2). Se deposi-
$6 una mencha de la sustancis en las proximidades del box
de inferior de la placa, después se numedecié el borde in
rerior de la piace con el disolvenie elegido pars La Cro=-
matografia. La vaporizecidn ae une disolucibn de dicloro
(K) iLuoresceins al U‘Z%'en aetanol de 9Y5¢ hizo aparscer
sobra. la placa, despuds de 30 minutos apioxlmadamenme, Yy
an iluz uitravioleta, une menche de color marrén violdceo
go0bre un fondo amarilio ligeramente Tluorescente.

Los Rr de la sustencia asi revelads, caLcuLados pa-

ra cuatro &isolvenmes, se lndican a continuacidn:

-
(1) Zdiver sulfirico 0ty
(2) @ver suLrlirico~tricloroetilenoc 1/2 056
(3) Cloroformo-dcico acético 95/0t5 0122
GA) benceno—amoniaoo N/LU 100(16‘ | vraez2

-
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Se observari que hay identidad total entre Las cae
racteristices de Las manchas obtenidas a partir del ex-
tracto en tricloroetiieno y & partir del destisrado.

Ha de indicarse que es Lo més. recuente que .a sus

~fancie actlve se encuentre precedide de une mancna, amg-

rille & la Lluz visiole, y amarilla fluorescente con un '
borde azul a le Luz vwitravioleta, que, despuds del re-

velado en dlelororluoresceins, sa muestra. de color sma—~
riilo vivo, ¥y e entonces muy ILiluorescente. Los valoras
B caracteristicos de esta Witime. mancna son los siguien

tes, para los cuatro disolvenies qua sa acaban de. eitars

(1) étexr auifirico 096
(2] éter awlfirico~triclorcetiienc 1/2 09z
(1) elorotommo-geido achtica 9v/0t5 V'Yt
(.4‘.) bencenc-amoniaco N0 1UL/10. utds

Para lag a.plicacionea q,f:.e 8e expiican més adelan—

‘&, 8e hen utilizado, o bien la sustancia. propiramente. di

cna, 0 sua disoluciones, es daclir 1os exbractos brutos
prapa.rad’os por tratamienta de las nojas. da Prunus lusdile
tanica. con divarsos disolventes, tales como al agua y
gl tricloroetileno en parvicular, o Las disoluclonesa
acuosas obtenidas por destilacién o por arrastre con
vapor -d'& agut.

La. ac.'bivida.d...an‘ti-nongos da Lla nueve. sustbancis.
expliceds por La invencidén he sido estuulada der modo
slguienta:

Sa ha utilizado, o bien un medio liquido denomi-

nado de (Gzapek-lox, que tiene 1l composicidén que se da.
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asua destilada 1000. m1.

nitrato de sodia ' - - &
eloruro de potasia a's g
fosfato monapotdsico I g

5 aulfato de magnesic 05 &
aulfato ferroso Q'OL g.
glucoss. , 30 &

o tambidn un medioc 8611do.denominade de Sabouraud. LaTe
V Gitimo medio ea un medic de ensayo con meltosa. Fara pre
Rp DAYATLG, sa parte de 1000 mL. da agua destilads y da 10 g.
de peptons, que sa hacen narvir unos minutos. Se le afla=-
den & convinuacién 20 g. de agar-agar y &e deja en repo-
20 en un autactave a 115-12080 durante 45 minutos aproxl
madamente. Por otro Lado, sé..;preparahuna daisoincido da
L2 40 g dé meltosa bruta en uns paqueifia canticad de agua
' degtiiada. caliente, y se aiiade & ia aisolucién de agar
con peptona gue se agca dei autoclave. Despuéa de la agl
sacién del medio, éste ltimo es estiriiizado a 1102¢ du
rente 20 minutos gproximsdeamente, despuéds da lo cual se
20 deja enfriar, y se obtiene el media 86Lido buscado.

Si me utiliza el medio Liquido de Czapek-DoX. antes
citado, sa mezcle la suatancia act:.vé. en rorma de disolu
cibén con este medio, sin afiadir ninguns sugtancia antii-
bacteriane antinidtice, ya que el axtracto sctivo de la

25 invencién posea uue actlvidad bactericida y pvacteriogti-
tica. 51 se emplea el medio s86iido de Sebourand deacri-io
antveriormentva, Sa hece rundix previa.meii‘se al agar de di-
ciio medic a ung temperatura. cercana & 508 aproximadamen
ta, y deapués se afiade La sustancia activa en forma de

30 digolucién. kn los dos casoa Se colocan Los tupos de en—

5;4-5'( | - - 3 3 7 4 5 3
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sayo, de forma conocida, en una ﬁo.éieién oblicua, y des~

puésr ge siembran los medios. con ayuda de los agentes fun
gicides estudiados, y se comparan con cultivos testigo o
de control de dilchos agentes. Hay que indicar, iguaimen
5 te, que se puede trabajar en cejas de Petri.
Una serie de ensayos llevados a cabo de Le forma
pracedente ha demostrado que, & una dosig de suatancia;
activa gue. ebrraspoude a L6 mg de peso de material vegeteal

gsaco de parbida por mililitro de medio de rsaceidn, ia sug

0" vancie segin la inveneidn, pura o en forma de extractos,
SN inhibia totaimense el crecimlento de hongos filamentosos,
i ¥ especialmente el de los pardsitos eiguientes:
. Hongos fitopatdgenoss
’ —Gollatotmcm coffeanum,
15 -Pe.a:calqzzia ‘cofreicolay

~Marasmiung perniciosus,.

~Fusarivm xylarioides,

—ﬁalmin‘bho.aporﬁ.um. oryzaa,

-Botrytis. cinérea,,

20 ’ ~Phytophtore palmivorea.

Bl examen sistemético de La actividad rungicide de
la sustancia aative de la invencidn ha sido erectuado por
madio da ensayoa.- de pulverizacidn de cisoluclones acuosasg
del extracto activo. Eatos ensayos han permitido demostrar

25 une actividad contra. el oidio del trigo causado por el
hrisyphe graminis, y contra la roya. de la alubia, causada
por el Uromyces appendiculatug.

'V Ademés, la sustancia de la invencidn ejerce uns
aceidn total de inhibleldén en la dosis de Y mg/Ml., con

30 respecto & peso en seco de materiel vegetal de partida,

. 337453
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sobra los agentes paudgenos de Las micosis humanas, y wa—
peciaimente sohra
dipleoccun fiocosum
Bicrogporum canls
a 71CR0pAY 0N BErOPAYTEL.
Aspergiliug fumlgatus
Absivia corymbifers
Histoplasma capsulatum
_ Dal mismo modo, & una dosls 8uperior que corresponde
,LO & 28 mg/ml. de materiel vegetal seco de partius, se onser
ve le inhiblelln del desSarroL.l0 de Levaduras, y especiai=
meice de la del Candida alblcang. L
Ln 108 engayog con animeles vived, Lz accldin de la
suatancia activa de la invencidn sobre la tina del conejo
L5 da lnuisg y sonre La candiclagis del prepucio del conejo
de Indias eg muy réplda.
For otro Lado, l& Sustancla presenta uns aceidn an-
Tipgctariaus muy exteonsa. 9@ han ereciuado eongayos, como
ejemplo, con. cuatro bacterias que e UUlllzan corrientvemen
20 te para la dositricacidn de Los antibibticos y en la inves-
tigacidn de sustancias activas contra las bacterias patd—

genas, es declr doa becterias gram posivivas y dos bacteriss
gram nega.‘bivaa; "
Hay inhibicién total del uesarrolLio, en medlo gbéirdo

23 ‘ de Sabouraud y enm medio Liguido de Fanassay, de La especle

Kicbgiella., cepa del Inatituto Pasteur 52 H3..23, en ao=— |

slg de 23 mg/mL.;del BacilLius subtilig, oépa del Inatituto

Pasteur N¢ 5,262; de la Sarcina iu.‘uea, cepa N 5.345 del

In&'bitu‘co.i’asteur,, v del Hgcharichia colil, cei:,a. Ne a4.u27
30 del Ingtituvo Pasteur, en dosig de 36 mg/mi de peéo de ma

337453
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terial vegetal seco de pa.r‘cidé..
la presente sollcitvud que corredponde & la presentas

da en. i‘rancia., con fecha 3 de Narzo de L.968, bajo el -

mero EY. 51.943, se acoge & Llo8 beneficios del articulo 5L

del vigeunwte lgtatuto sobre Propiedad Inoustrial.
N 0 T A

Lod puntos de invencadn propia y nueva que S6 pre~
sentan. para. que: fean objeto de La presente solicivud de
Pasente de Iunvencién en. Bspare, por VhIwiy afios, son Lo
s:i.guisntea.. | '

l.=- Un procedimiento para La obtencidén de una nueva.
sustancia fungicida y bgo;terlclda, caracterizado por S0—
neter la plantac rosdces "Prunus lusitanlce, y en parti-
cular a sus hojas, & ,una_* extraccldn por ai;olvem:ea 0rgh—
nicogs 0 inorginicos, pudiendo ser especlalmenis eatos dle
golventes el agua, el tricloroetileno, el bencenc, el é&isxr
de petrdlec, el &ter etfiiico, el cLoroformo ¢ el etancl.

2.- Un procedimiento segin Le reivindicacién L,
caracterizado por poner en contacto intimo con ague & no=-
jas prev:i.amen‘l;; gecadas y molidas rinamente de “Prunus
lugitenica®, y someter le mezecla acuose asi obtenida &
una destu.;.cién 0 & un arrastre. con Vapor us agua.

3.~ Un procedimiento Segin las:reivindicaciones L
¥ 2, caracterizado por mezclar aproximadamente & partes
del poLvo vegetal molido con 10U partes. de agua.

4.~ Un procedimiento segin las rsivindicaciones L
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& 3, caractarizado pof dejar macerar"l negzcla duranis.
gproximadaments. 48 noras, antes de gometerla al arras-
tre con vapor de agua 0 & Lla destlLacidn.

He= Un procedimiento segin La reivixlcii;cacién 1,
caracterizado por pouner en coutacto fntimo con triclo-
roetileno, nojas de "Frunus Lusitanirca' previamente ig
vadas con agua y n:'inr:l.men“ca molidas, :l:ii“srar la pasta
de hojas asi obveniue enjuagindola con tricloroetiLenc
hasta que el filtrado se hace sensiblemente incoloro,

y concenirar el riitrado pajo vacio, después de la adi
clén de polvo ce celulosa, uLasta Lla optencidén de un ex-
Tracto seco.

be.~- Un procedimiento segin las reivindicacilones.

1 8 H, caracberizado por etluir el extracto seco con &ter
de petréleo sovre una colwmme de DPolvo ue celulosa, con-
tenlendo la primera rraccidén elulda ia sustancia active
buscada, despuéds.de lo cual, Liegado el caso, se Iorms
de nuevo La rraccidn citada con agua o un acelve.

To= Un procedimiento pare la obtencidn de unz nuee
va sustencia fungicida y bactericida.

Tal y como se ha descrito en L Memoras que anie-—
ceda y para loé iines especiticados.

rete Memoria conste de once hojas, escritas & mb-
quine por una Sola de sus caras. f‘ wﬂ
Madrid,

P. A
Alb d
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