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PATENTE DE INVENCION

por VEINTE afios

cuyo privilegio se solicita para Espafia,
sus territorios y plazas de soberanfa, a

favor de:

Nera BELLAVITA née CAGNOLI

de nacionalidad italisna, domiciliada en
Via XX Settembre 2, Perugia, Italia, rela

tiva a:

"METODO PARA PRODUCIR SUBSTANCIAS CON AC-
TIVIDAD ANTIMICOTICA Y/O ANTIBIOTICA"

Prioridad: Solicitud de patente en Italia
ng 9314/70 de fecha 10 Enero
1970,
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MEMORIA DESCRIPTIVA

FUNDAMENTO DE LA INVENCION

Un objeto principal de la invencién es un mé-
todo para la preparacién del extracto etanélico total y
5. para la preparacién de varios compuestos presentes en

dicho extracto. =« = = = =« = = = = = = = = = = = = - -

Otros objetos de la invencidén son métodos pa-
ra la transformacién de por lo menos uno de los compues-

tos que son parte del extracto total, en un compuesto

10, distinto, adn incluido en dicho extracto total. - - - -

Un objetivo de la invencién es le obtencién
de nuevos antibidticos con una elevada accién antibactéri
ca y/o antimicética, por procesos industriales que sean

econdmicamente convenientes, = = = = = = = = = = = = - -



Estos y otros objetivos resultardn aparentes a quie
nes estén versados en la materia, a partir de la siguiente

descripcién de la invencifn., - — = = = = = = - &« — - - - o

La invencién se refiere a wno o mds glucésidos (de-
5 nominados a partir de ahora glucésidos 4, B, C, D, E, ®, G,

H) que tienen la férmula a)

donde R puede ser hidrégeno o hidroxilo y X puede ser un gru-

po cerboxilo (COCH) o un grupo -CH,0H, D)




donde R tiene el significado dadc anteriormente e Y es -CHO o
CH,OH con la condicién que cuando Y es -CH,OH, R es hidrégeno,
y c)

En particular esta invencién 'se refiere at - - - -

5 a) el extracto etanblico total del cultivo del hon-
go Oospora Virescens (Iink) Wallr; asa método de preparacién

y a su actividad antibibtica; = = = = = = = = = = = = - = - =

b) a nuevos glucésidos aislables del exbracto etand
lico total del cultivo del hongo; a métodos para la separa—

10. cién de los mismos y a su actividad antibidtica; = - - - - -

¢) particularmente a dos de estos glucésidos (py
E) con una actividad antimicética pronunciada y a su prepara-

cién semisintética wtilizando los glucésidos A, By F y G, - -

BREVE DESCRIPCION DE LOS PLANOS

15 En los planos las Figs. 1 a 8 muestran los espectros
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de IR de los glucdsidos denominados A a H en la memoria; - -

la Fig. 9 muesira una cromatograffa en capa fina de

los ocho glucdsidos separadosS, = = = = =~ = = = = = = = — = =

Ademds, se ha descubierto que puede obtenerse de
los cultivos del hongo Oospora Virescens (Iink) Wallr, un ex~
tracto etanélico total_con una actividad antibidtica pronun-
ciada del que se han aislado ocho metabolitos de naturaleza

glucosfdica, designados a partir de ahora por las letras A a

PROPIEDADES QUIMICAS Y FISICAS DE LOS GLUCOSIDOS AalH

FORMULAS p.f.  [u) Eo (iones mo- I.Ro
MOLECULARES leculares)

A Cygl,s0q 1308 -42,7¢ — Fig. 1
B CygH, 0, 1100 32,30 — Fig., 2
¢ Cpglya0q 160-2¢  =71,40 — Pig. 3
D CpgHyg0 —  -1230 446 Fig. 4
E Cyelyg0y — 1130 462 Fig. 5
P Cpell,o0g  188-1902  -82,3e _— Fig. 6
G ChgHy0g 1921942 -85,20 — Fig. 7T
H o Cogh, 0 170-2¢  -149¢ 448 Fig. 8

Dichos metabolitos tienem las férmulas estructura~

les siguientes: = = = ~ - = = w o L L L L L L Lo L.
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HO
CHQOH 0 CH2
0
H O
glucésido A R = OH
o H
glucésido B R = H
glucésido C
glucdsido E R = CH
glucdsido D R=H



glucbsido F R
glucbsido G R

‘glucésido H

OH
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Segin un primer aspecto bdsico de la invencidn, és-

ta se refiere, por lo tanto, a un extracto total etandlico
gue es una mezcla de los ocho glucésidos A a H, obtenido por
la extraccién etanflica en caliente del cultivo liofilizado

del Oospora Virescens (Link) Wallr., — — = = = = = = = = = = =

Segin otro aspecto de la invencidn, ésta se refiere
a algunos de los glucésidos (D y E), con una accién antibibti
ca (es decir acciones antibactéricas y antimicdticas asocia-
das), y obtenidos directamente por medio de la purificacién

por cromatografia del extracto total. = = = = = = = = = = = -

Segin otro aspecto de la invencién,'ésta se refiere
a dos de los glucésidos (F y G) con accidn antimicética, en
particular frente al Cryptococcus Neoformans, qué se obtienen
por medio de la cristalizacidén como sales sédicas a partir
del extracto etanflico del cultivo liofilizado de Oospora Vi~
rescens, acidificacién subsiguiente dé su disoluciénracuésa,
y purificacién por cromatograffa; ademds pueden utilizarse co
mo sustancias intermedias para la obtencién de otros glucési-—

dos antibidticos (D F E)e = = = = = = = = ot oo = m = = = = = =

Segtin otro aspecto de la invencidn, ésta se refiere
a dos glucdsidos (A y B) con accidn antimicdtica, que se ob-
tienen por gxtracci6n etanflica del cultivo liofilizado de
Oospora Virescens (Link) Wallr, y por subsiguiente purificé—
cién por cromatograffa; ademds pueden usarse como sustancias

intermedias para la obtencidén de otros glucésidos antibidti-

¢os (Dy E)e = -~ = -~ - B el - - -
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Segin otro aspecto, la invencién se refiere a un mé
todo para la preparacién de dichas ocho sustancias glucosfdi-
cas que consiste en la preparacién y crecimiento de un culti-
vo de Oospora Virescens (Link) Wallr; la liofilizacidn del
cultivo; la extraccidén y el secado de los glucdsidos solubles

en aleohol etflico. = = = = = = = 0 ool e o o

Para la separacibn de los glucdsidos A a H se em—

plea cromatograffa en columna con gel de su sflice. = = ~ = =

Segin otro aspecto, la invencién se refiere a2 un mé
todo para la preparacién de dichas sustancias glucosfdicas,
que consiste en la preparacidén y crecimiento de un chltivo de
Oospora Virescens (Link) Wallr; la liofilizacidén del cultivo,
la extraccién de los glucésidos solubles en alcohol etf{lico;
la precipitacidén por medioc del enfriamiento de las sales sédi
cas (de F y G); su acidificacién para la eliminacidén del so=

dio; y la purificacién por cromatograffa, = = = = = = = = = ~

Segin otro aspecto, la invencidén provee que los glu
cbsidos (A y B) presentes en el extracto etandlico a concen—
traciones elevadas, pueden someterse a una oxieliminacidn pa~-

ra ser transformados en glucésidos activos (DyE)e = = ===

Segin otro aspecto, la invencién se refiere a un mé
todo para la preparacibén de glucésidos, segdn el cual los glu
cbsidos (F y G) se cristalizan del extracto etandlico en for-
ma de sales sédicas, se acidifican y se Separan por cromato-
graffa, se someten entonces a reduccién para obtener glucdsi-

dos (A y B) solubles en etanol; estos dltimos se aislan por



cromatograffa y se someten a una oxieliminacién para obtener

los glucésidos

DyE. -------------------

La actividad antimicética de los glucdsidos mencio-

nados anteriormente se muestra en la tabla siguiente: - - - -

TABLA I
Organismos
de prueba Concentracién inhibitoria minima en pg/ml
A B c D E F G H
Aspergillius
fumigatus 50 50 50 12,5 25 50 50 100
Aspergillus .
flavus 100 100 12,5 100 50 100
Mucor
corymbifer 50 50 50 12,5 ~-- 100 100 50
Penicillium
marneffei | 12»9 25 50 12,5 25 100 30 50
Epidermophyton .
floccosum 50 3,12 25 25 50 100 50 100
Microsporum
Trichophyton
rubrum 25 12,5 25 12,5 25 100 25 50
Candida
albicans 100 100 100 50 6,25 100 50 100
Cryptococcus
neoformans 0,18 0,78 0,09 6,25 0,04 1,36 0,18_ 50
Histoplasma

capsulatum
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_Todos los compuestos A a H tienen un espectro anti~
micético amplio inhibiendo el erecimiento de fermentos patogé

nicos (C. albicans, Crypt. neoformans, etc.), de dermatofitos

(M, canis, E. floccosum, T. rubrum, etc.) y de saprofitos po-

tencialmente patégenos como A. fumigatus y A. flavus, = — = —

De manera general, los productos A, B, C, F, & yH

son particularmente efectivos contra el Cryptococcus neofor-

MANSs = = = = = = o ;e o o e o v o - hm em e e em e e e e . -
Sin embargo, los productos D y E tienen la activi-
dad antifungicida mds fuerte. — = — = = = = = - - u - - - &

En general, el producto D es mds efectivo que el
producto E frente a los hongos filamentosos por el hecho de
que su actividad se produce a menores concentraciones gue con

el Wltimos ~ = = = = = = - = - - - oo — - -

El producto E es particularmente més activo frente

a algunas levaduras patogénicas (sobre todo el Cryptococcus

neoformans) actuando incluso a concentraciones sumamente ba-~

La actividad antifungicida ha sido medida in vitro,
sobre un lfquido de Sabouraud con glucosa mds cloranfenicol

(0,5%) a distintas concentraciones, = = = - - - - - - - -

Dos de los ocho glucésidos (D y E) muestran un am~
plio espectro de actividad tanto in vitro como in vivo inhi-

biendo el crecimiente de hongos pardsitos del hombre y de los



animales; por lo tanto estos productos son bioldégicamente mds

interesantes. = =« = = = = = = = - - - .- - - - .- - - -

Es de particular interés la muy baja toxicidad de

1os glucésidos D J Be = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

5, La DLgg subcutdnea de Den ratones fue 250 mg/Kg. — -
La DL50 subcuténea de E en ratones fue de 250 mg/Kg.

Los productos D y E se administran mejor al hombre
y animales en terapia -externa en forma de polvo, tintura o po

mada que contenga 500 mg de sustancia activa. = - = = - - = =

10. La pomada contiene como excipiente lanolina o dci~

dos grasos (por ejemplo 4cido undecflico y caprflico). — - -

Ademds D y E pueden administrarse al hombre y a los
animales en dosis orales diarias de varios gramos sin ningin

efecto desfavorable, = ~ = = = = = = @ = = = = = = = = « = =

15. Ias tabletas y las cédpsulas, preparadas segin proce
dimientos bien conocidos, contienen 70 mg de sustancias acti-

vas y 25 mg de 4cido ascérbico y 3 mg de metabisulfito K. ~ -

EL nuevo glucdsido D puede utilizarse contra varias
micosis cutdneas de dermatofitos (alopecia, eczema, herpes,

20. empeine y favo) e histoplasmosis, = = = = = = = = = = = = — -

El nuevo glucdsido E puede usarse en la terapia de

infecciones particulares, que actualmente se denominan gene-



Ademds los gluecédsidos D ¥ E son particularmente in-~
teresantes puesto que reaccionan con un amplio ndmero de leva
duras dermatofitas y patégenas incluyendo la Candida albicans,

5 conocida formalmente como Monilia albicans, gue ha resistide

toda la terapia antifungicida conocida hasta ahora, = = = = -

Los metabolitos D y E tienen también la propiedad
de inhibir el crecimiento in vitro de bacterias Gram-positi-
vas y Gram-negativas tales como Staphilococcus aureus, Baci-

10. 1llus subtilis, Escherichia coli. = = = = = = = = = — o = = =

IABLA IT

ESPECTRO ANTIBACTERICO DE D y E

cI** meg/ml
ORGANISMO glucdsido D glucdsido D
Staphylococcus 5
aureus 4
Bacillus subtilis 3 5
Escherichia coli 10 15
xx CIM = concentracidn inhibitoria mfnima, — — = = = = -

El extracto alcohélico total, que tiene una
DLy gg= 500 ng/kg (subcutdneo)
DL 0= 500 mg/KG (intraperitoneal)

muestra una pronunciada actividad antimicética y antibactéri-
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ca in vitro frente a los agentes antes enumerados, — = — - -

Para la investigacién que ha sido el objeto de este
trabajo se ha utilizado una cepa de deuteromicetos de Oospora
Virescens (IDink) Wallr de la familia de las Monilifceas, que
es naturalmente rara, aislada de las ramas muertas de mora
—seleccionada en malta de agar de una colonia diferenciada de

las demds por una esporulacidén mds rdpida e intensa, - - - -

Caracteristicas de cultivo, morfolégicas y fisioldgicas del

hongo

Sobre medios orgénicos sélidos o lfguidos basados
en malta y extractos vegetales con o sin glucosa (granos de
trigo, granos de malz, granos de avena, zZanahorias o semillas
de alubiaz, etc.) las colonias del hongo son redondas, con un
perfil ligeramente ondulado primeramente plano y blanco, des—
pués subido; cambian con el grado de desarrollo hasta volver—
se verdes con el tiempo, con un tono verde oliva oscuro y as—

pecto aterciopelado, = = = = = = = = = - - - -- - - - -

El color verde resulta del color de la capa que lle
va las esporas y es mds intenso cuando la esporulacién es

abundante. = = = = = = = = = - ~ = - = - - - -

El micelio vegetativo consiste en comillas divididas,
remificadas hialinas, de alrededor de 2,5p de ancho, que sopor
tan numerosas conidioforas que llevan abundantes esporas enca
denadas, producidas en una sucesidn basipetal en cadenas muy

largas flexuosas, = = = = = = = = = = = = = « « ~ - - - -
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Las conidioforas son sencillas, hialinas, erectas o
dobladas de 30-40p de longitud, ligeramente hinchadas en la

base y estrechadas hacia la punta, = = = = m = = — — o o - _

Las esporas son fusiformes, lisas, de unas T-8p de
longitud y 2,5~3p de anchura de color verde o verde oliva en

la masa, = = = = = m w e el L e L L

En los medios antes mencionados, el hongo a menudo

produce un pigmento marrén difusible. = = = = = - = o m = — _

En medios sintéticos (Czapek, Veindeling) el hongo

crece poco sin fructificacidn., = = = = = = = o o = o m o _

El crecimiento de Oospora Virescens es lento a una

temperatura de 10°C, Sptimo a 23-259C, mientras que no se ob-

serva ningin crecimiento a 302C, = = = = = — — @ @ - = — _ _

En cultivos sumergidos (medios lfquidos agitados
magnéticamente) el hongo crece muy lentamente sin esporula-

cién: los ocho glucdsidos A a H no se producen, =~ = = = - «

Por lo tanto, el método superficial sobre cultivos
estacionarios (es decir no agitados) se utiliza como en los

ejemplos siguientes: = = = = = = w m m o Lo L - - o . _

Ejemplo A (Cultivos estacionarios sobre medios lfquidos sin-
téticos) = ~ - — - = e e e e e e e e e e e o e o

1) Lfquido de Czapek modificado (pH 6-6,5 despdes de la este-

rilizacién) - - - — = -~ — o - o o e e - -



Se

10.

15.

20.

25,

K2HPO4 tl....l..‘..‘l...... 1 g
MgSO4Q7H20 208800 000C0CGSISESISIE 0’5 n
KC]. 20680000 0LeeOOBOOEOSOEES 0,5 "
FeSO4 S 0868880000080 004cn0sse 0,01i'
NaN03 ¢ 000N 0OB SIS SERIOEINPIDAESSSO 2
Glucosa ® P09 QS S OCRPENSODREOOCODPOES 20 "

agua desionizada hasta completar 1 litro

2) Liquido de Veindeling (pH 4,5-5 después de la esteriliza-

NH4OCO(CHCH)ZCOONH4 ovseaes 2 &
KH POy esoesssccscccccacens 1"
MgS0,+THy0 soseossceceonens 1 "
GlUCOSE seessvevscsccoeses 25 "
MicroelemM. SOL voeescescess 1 ml

agua desionizada hasta completar 1 litro

Los medios de crecimiento, repartidos (150 ml/bote-
1la) en botellas Roux de 1000 ml y esterilizadas a una presién
de 24 p.s.i. (aprox. 1,7 kg/cmz) durante 3-4 minutos, se ino-
culan con 2 ml de una suspensidn azcuosa estéril de abundantes

esporas, preparada a partir de cultivos de Q. Virescens, de

20 a 40 dfas, bien esporulados sobre planos inclinados de agar

de aVeNd, = = = = = = o= = - - o mm em em e e e ww am . . e wm em e e

Después de la inoculacién, el hongo se hace crecer
en un cultivo estacionario a temperatura ambiente de 23-25¢C

ala luz del dfae = = = = = = = = = = = = — = = = = = - — - -
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En los medios antes.mencionados (1 ¥ 2) el hongo

crece mal y no esporula; los metabolitos A a H no se producen,

Ejemplo B (Cultivos estacionarios sobre medios lfquidos orgd

nicos sin glucoSa) = = = = = ~ = = - - - - - o -
Extractos 1lfquidos (en agua desionizada) de = = = = = = = = =

1) Zanahorias (250 g/l pH alrededor de 6 después de la esteri

lizacidn)= = = = = il R e T T T

2) Granos de trigo (150 g/1 pH alrededor de 6 después de la

esterilizacifn) - = = = = = = ¢ & & Ll ol DL Dl .

3) Granos de mafz (200 g/l pH alrededor de 6,4 después de la

esterilizacj_dn) _____________________

4) Semillas de alubias (100 g/1 alrededor de 6,2 después de

la esterilizacifn) - — = = = = = - ¢ o mm e D Moo Lo

5) Semillas de guisantes (100 g/1 alrededor de 6 después de

la esterilizacifn) = - = = = = = « = - e - -

6) Semillas de lenteja (100 g/l alrededor de 6 despuds de la

esterilizacidn) = « = = = = ~ e T T T T U

7) Patata (200 g/l alrededor de 5,5 después de la esteriliza-

Los medios son repartidos, dispuestos en autoclave,

inoculados ycultivados como en el Ejemplo A, = = = = « = — o

El crecimiento vegetativo es mds o menos sbundante
¥ la esporulacién es buena o moderada; los metabolitos AaH

N0 S€ ProdUCEIle = = = = = s ov o = oo - o - o - e o o e



10,

15.

20.

R ' 1D g0
— 18 — R T -Eﬁ»ﬁzl‘ﬂl
TR

¥ ﬁ [i‘;‘ii)'

:\ w
¥ "f" 2 ’v\;\ﬁh“; 4;‘!!-\}
t Y

Ejemplo ¢ (Cultivos estacionarios sobre medios lfquidos orgd

nicos con azdcares)s = = = = = = = = = - = ~ = =

Caldos (en agua corriente) de: = = = = = = = = = = = = = —

1) Extracto de malta (polvo) (15 g/l; Bé 1,6; pH alrededor de

6 despuds de la esterilizacibn) — — = = =~ ~ = = — - — - =
2) Extracto de levadura con glucosa (2%4) (3 g/1; pH alrededor

de 7,8 después de la esterilizacidn) = = - = - - - - -

Extractos con glucosa (2%), preparados como en el Ejemplo B

(1-7), de: -------------------------

3) Zanahorias (pH alrededor de 5,5 después de la esteriliza~

4) Granos de trigo (pH alrededor de 5,8 despuds de la esteri-

1i28Ci6N); = = = = = = = = = — . — —— e m e — - - -

5) Granos de mafz (pH alrededor de 5,5 despuds de la esterili

2aC10N); = = = = = = . — e e e e e e = - -

6) Semillas de alubias (pH alrededor de 6 después de la este-

rilizacifn); = = = = = = =~ = = = - - - - - - - - - -~ ~

7) Semillas de guisantes (pH alrededor de 5,8 despuds de la

esterilizacidn); = = = = = = = = = = . = - — - - - -

8) Semillas de lentejas (pH alrededor de 6 después de la este

1ilizacibn); = = = = = = ~ _ - - - - - - - - - - - - -

Q) Patata (pH alrededor de 5,5 despuds de la esterilizacién).

Los medios son repartidos, dispuestos en autoclave,

inoculados y cultivados como en el Ejemplo A, = = = = = = = =
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El crecimiento vegetativo y la esporulacién son vi-

A oL
Kok 323 4
Gk sy

1
f
i 4L g l b

gorosos y abundantes sobre los medios de malta (1), zanahoria

con glucosa (3), trigo con glucosa (4) y mafz con glucosa (5).

El crecimiento es bueno pero con escasa esporula~
5. cidn en los medios de levadura con glucosa (2), alubia con
glucosa (6), guisantes con glucosa (7), lentejas con glucosa

(8) ¥ patata con glucosa (9)s = = = = = = = = = = = = = — - -

En los medios antes mencionados, pero en particular
en malta, zanahoria, mafz y trigo, con la excepcidn de pata-—
10, ta, el hongo produce los metabolitos A, B, C, F y G en el

transcurso de 10 a 30 dfas de crecimiento. = = = = = « = = —

Ejemplo D (Cultivos estacionarios sobre medios 1fquidos orgd

nicos con glucosa a distintos niveles de pH). ~ -

Los medios de zanahoria con glucosa y mafz con glu-

15. cosa (como en el Ejemplo C, 3) y 5)), que mostraron ser los
me jores para el desarrollo del hongo y la produccién de algu~-

nos metabolitos, se ajustan a los siguiéntes valores de pH,

después de la esterilizacifn: = = = = = = = = & - o - - o o

1) a— Extracto de zanshoria con glucosa, pH alrededor de 5
20, b- Extracto de zanahoria con glucosa, pH alrededor de 7

c

Extracto de zanahoria con glucosa, pH alrededor de

8,6-8,8

2) a~ Extractos de granos de mafz con glucosa, pH alrededor de

5

25. b— Extractos de granos de mafz con glucosa, pH alrededor de

7
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c—- Extractos de granos de mafz con glucosa, pH alrededor
de 8,6-8,8

Los medios se preparan, inoculan y cultivan como en

el Ejemplo As = = = = = = o e e e e o d e e - oo

Generalmente, en 1)a,1)b y 2)a,2)b, el valor del pH
inicial del medio ajustado, independientemente de la presen-
cia del hongo, se mantiene constante mientras que en 1)c y 2)c
cambia lentamente, en el transcurso de 50 horas, hacia valo-

res NeUbr0Sce= = = = = 0 - o - o e e o e e e e e =

Después de una incubacién de 20 - 30 dfas, la asimi
lacién de glucosa en los medios 1)a y 2)a es lenta y el pH

inicial aumenta hacia valores neutros, = —= = = = =« = = = = =

En los medios 1)b, 1)c y 2)b, 2)c, la asimilacién

de la glucosa es mds rdpida y la reaccidn del medio tiende a

En los medios 1)b, 1)c y 2)b, 2)e, el crecimiento y

la esporulacién son mds rdpidos y abundantes, = = = = = = - =

En 1)c y 2)c, despuds de una incubacién de 15 dfas,
se producen los metabolitos A, B, C, F y G; después de 30
dfas también se producen Dy E y He = = = = = = = = = = = =~ «

S86lo 1)c es el mejor medio para la produccién de D
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Extraccidn, separacidén y purificacién de los metabolitos

Extraccién y separacién por cromatograffa: - - — -

3 litros de cultivos de hongo Oospora Virescens (Link) Wallr
gse liofilizan y extraen en Soxhlet con etanol. Del extracto |
etanflico, por enfriamiento lento precipitan F y G bajo la
forma de sales sédicas; el extracto etanélico, filtrado y se-
cado al vacfo se affade a una columna de gel de sflice (KIESEL
GEL 0,05 -0,2 mm Merck) y el cromatograma Se revela con una

mezcla de cloroformo~metanol, = — = = = = = = = = = — = = = -

Las fracciones que contienen 250 mg de glucésido D
se eluyen pfimeramente ¥y después en el orden siguiente: —~ = -

50 mg de C, 300 mg de H, 300 mg de E, 2000 mg de B, 4000 mg

La disolucidn acuosa de 5000 mg de sales sédicas de
Fy G se acidifican con 4cido clorhfdrico N dando F ¥y G gque
se purifican por cromatograffa en columna siendo el eluyente

cloroformo-metanol, = = = = = = = — = « = & — - & o L - o - _

Bajo condiciones ideales para el crecimiento del

hongo la produccidén de metabolitos D y E es siempre limitada.

Un ulterior desarrollo de la invencidn consiste en
la produccidén semisintética de los metabolitos D y E partien-

do respectivamente de los productos mfs abundantes B, Gy A,
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Produccidn semisintética de D

1) El metabolito B, por tritilacién, acetilacidn,
destritilacidn, oxieliminzcidén con el reactivo de Doering, y
subsiguiente desacetilacién con metéxido sédico en metanol da

un 50% de Do ------------------------

2) EL metabolito G por reduccidén con LiAlH4 y trata

miento subsiguiente como en (1) da Do = = = = = = = = = = = —

Produccidn semisintéiica de E

1) E1 metabolito A por tritilacién, acetilacién,
destritilacién, oxieliminacién con el reactivo de Doering y
subsiguiente desacetilacién con metdxido sédico en metanol da

E con un 40% de rendimiento. = = = = = = = = = = = = = = = =

2) El metabolito F por reduccién con LiAlH4 y trata

miento subsiguiente como en (1) da Be = = = = = = = = = = = -

PARTE EXPERINENTAL

Preparacién del medio de cultivo para el crecimiento y esporu-

lacidén del hongo Oospora Virescens (ILink) Wallr.

(Ejemplo D, 1c).

El medio se prepara con un extracto de zanahoria en
agua desionizada (250 g/1) obtenido en autoclave a una tempe—
ratura de unos 1209C durante 2-3 minutos. El extracto se fil-
tra utilizando algodén en rama, se enriquece con glucosa (2%)

¥y se reparte (300 ml/botella) en botellas Lepin de 3000 ml
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(con una seccién rectangular) y se pone en autoclave a una

temperatura de 1202 durante unos 3—4 minutoSe — = = = = ~ = —

Después de enfriar, el medio se ajusta a un pH de
8,6-8,8 con una disolucidn estéril de hidréxido sddico normal
¥ se inocula con 5 ml de una suspensién acuosa estéril de
abundantes esporas; las condiciones de inoculacidn y de culti

vo son las del Ejemplo Ae = = = = = = = ot o ;e oo e e -

El crecimiento y la esporulacidén son vigorosos y
abundantes. Después de 15 dfas de incubacidén se producen los
metabolitos antibibticos A, B, C, F y G; después de 30 dfas
los metabolitos D, Ey He =~ = = = = = = o o m o e e o = = o

Los glucésidos A a H estdn contenidos tanto en el

micelio como en el licor de fermentacidn, —= — = = = — = — — -

Purificacién del extracto total etandlico.

Se extraen exhaustivamente con etanol 3 litros de
un cultivo liofilizado (D, 1c) (10 botellas Lepin) en Soxhlet
¥ se concentran a 2/3; después de enfriamiento lento cristali
zan 5 g de sales sddicas de F y G; la mezcla se filtra Yy evapo
ra al vacfo hasta sequedad (12 g). El extracto crudo (12 g),
que contiene los metabolitos A, B, C, Dy Ey H, se cromatogra
ffa en una columna de 250 g de gel de sflice (KTESELGEL G
0,05-0,2 mm Merck). La columna se eluye con una mezcla de clo

roformo-metanol (93:7). Se eluyen progresivamente: — — — — =

D - 250 mg : soluble en etanol, metanol, cloroformo, acetato
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C =50 mg :

- 24 -

gl
t = el
1387672 i

de etilo; precipita amorfo de disoluciones de ace

tato de etiloe = = = = = - - e - - -

o7 12;0 = 1232 (¢ = 0,96; metanol);

CogHyg0g (M7 = 446)

El espectro de ultravioletas a 258 mp (2 = 60003
etanol) ELl espectro de infrarrojos muestra picos
a las siguientes longitudes de onda expresadas en
inversa de centimetros cuando se determind en wun
disco de KBr: 3401, 3077, 2959, 2924, 2899, 2874,
2833, 2817, 1681, 1639, 1471, 1460, 1439, 1429,
1383, 1370, 1344, 1325, 1292, 1274, 1221, 1178, ,
1138, 1091, 1047, 1015, 1000, 961, 952, 930, 909,
893, 885, 868, 856, 826, 813. = = = = = =~ = = « =

ﬂc.c.fc Rf == O, 65 marlcha plirpura ————————

soluble en etanol, metanol, cloroformo, cristali-

zable de acetato de etilo, p.f. 160-1628, - = = -
20
Yo'y - ~71,42 (¢ = 0,98; metanol); CogHy 07

El espectro de ultravioletas no muestra ningin mg

ximo de absorcidn entre 220-400 mp, = = = = = = -

El espectro de infrarrojos muestra picos a las si
guientes longifudes de onda expresadas en inversa
de centfmetros cuando se determiné en un disco de
KBr: 3584, 3401, 3086, 3058, 2976, 2950, 2907,
2865, 2825, 2801, 1709, 1681, 1667, 1639, 1490,
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H -~ 300 mg :

E - 300 mg :

1471, 1460, 1449, 1439, 1425, 1412, 1387, 1364,
1342, 1330, 1311, 1290, 1266, 1250, 1230, 1214,
1176, 1156, 1143, 1138, 1114, 1105, 1095, 1072,
1026, 1008, 980, 963, 951, 945, 909, 886, 873,

869, 853, 839, 806, 749, T4le = = = = = = = = =

*c.c.f. Rf = 0,52 mancha roja. - = = = = = - ~ —

soluble en etanol, metanol, cloroformo, cristali

zable de etanol p.f. 1702~1722, = = = = — = = -

20
[/ 5 =-149¢ (¢ = 0,72; metanol);

+
CoglyOg (M™ = 448)

El especiro de ultravioletas no muestra ningén

mdximo de absorcién entre 220-400 mp, = — - - -

El espectro de infrarrojos muestra picos a las
siguientes longitudes de onda expresadas en in-
versa de centimetros cuando se determiné en un
disco de KBr: 3534, 3448, 3086, 3040, 2959, 2950,
2924, 2899, 2865, 2817, 1689, 1681, 1639, 1471,
1447, 1429, 1412, 1381, 1337, 1206, 1186, 1124,
1084, 1058, 1047, 1026, 1000, 921, 811, 790, = -

*2.c.1f. Ry = 0,42 mancha pirpura, = = = - « - =
soluble en etanol, metanol, cloroformo, acetato
de etilo; precipita amorfo de una disolucidén de

acetato de etilo/éter de petrdlecs ~ = = = = = -
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20
Lo /py ==1132 (¢ = 0,97; metanol);
+
CopH3807 (MT = 462)

El espectro de ultravioletas tiene un mfximo de

absorcién a 258 mp (4 = 6000, etanol)s — — - — -

El espectro de infrarrojos muestra picos a las
siguientes longitudes de onda expresadas en in-
versa de centfmetros cuando se determind en un
disco de KBr: 3401, 3077, 2959, 2915, 2874, 2841,
2817, 1695, 1639, 1449, 1431, 1414, 1387, 1372,
1342, 1179, 1149, 1089, 1058, 1000, 926, 910,
885, 862, 826, — = = = = = = - - - - m o - -

%, c. 1. Rf = 0,36 mancha parda, = = = = = = -~ —

soluble en etanol, metanol, cloroformo, precipi-
ta amorfo de una disolucidn de acetato de etilo,

p.f., alrededor de 1102, = = = = = - = = = = = =

20
[ 7 p = =32,3° (¢ = 1,05; metanol)
Cagty 207+

El espectro de ultravioletas no muestra ningén

miximo de absorcidn entre 220-400 mp, = = = = =

El espectro de infrarrojos muestra picos a las
siguientes longitudes de onda expresadas en inver
sa de centimetros cuando se determiné en un disco
de KBr: 3401, 3086, 2924, 2874, 2817, 1639, 1447,
1425, 1412, 1383, 1372, 1330, 1294, 1285, 1267,
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1215, 1143, 1138, 1086, 1015, 1000, 966, 952,
9091 879, 856, 833, 8309 ------------

*Coc.t, Ry = 0,34 mancha parda, = - - = = = =~ =

A - 4000 mg : soluble en metanol, etanol, cloroformo, precipi-
5e ta amorfo de acetona, acetato de etilo, p.f. al-

rededor de 1302, = = - ~ = - e e . -

20
Lo p = —42,79 (e = 1,03; metanol)
Co6ty208
El espectro de ultraviocletas no muestra ningdn

10. médximo de absorcién entre 220-400 mpe = - — — -

El espectro de infrarrojos muestra picos a las si
gulentes longitudes de onda expresadas en inver-
sa de centimetros cuando se determind en un dis—

co de KBr: 3401, 3086, 2959, 2907, 2825, 1637,

15. 1451, 1443, 1425, 1414, 1383, 1372, 1156, 1138,
1070, 1010, 966, 941, 934, 909, 883, 832, 829,
782. ——————————————————————
*c.c.f. Rf = 0,16 mancha verde, = = = = = = = = =
x

La cromatograffa en capa fina se hizo sobre placas de gel
20. de sflice (KIESELGEL H Fluka) activadas durante 60 minutos a
1102 y eluidas con una mezcla de cloroformo-metanol (85:15);

deteccidn : 4cido sulfdrico al 50% a 1102 durante 5 minutos.



Separacién de los productos F y G

Se disolvieron 5 g de sales sfdicas de F y G en 200 ml de HQO,
y se les afiadid con agitacidn 4cido clorhfdrico N, dando F y
G. EL precipitado se recogié por centrifugacién, se secé al

5. vacfo resultando unos 4 g, que se purificaron por cromatogra-
f{a en columna con 100 g de adsorbente (decide silfcico/celita
3:1), eluyendo con una mezcla de cloroformo-metanol (90:10);

G y F se eluyeron progresivamente. = = = « « = = o - = = = =

G -~ 1400 mg : soluble en metanol, etanol, cloroformo, precipi-

10, ta amorfo del etanol p.f. = 1929-1942, = = = -~ -

20
[T p = -85,2¢ (¢ = 1,1; metanol);
C26t4008

El espectro de ultravioletas no muestra ningin

méximo de absorcidén entre 220 ~ 400 mp, = - - -

15. El espectro de infrarrojos del éster carboximeti
lico de G muestra picos a las siguientes longitu
des de onda expresadas en inversa de centfmetros
cuando se determiné en un disco de KBr: 3425,
3086, 3003, 2959, 2950, 2933, 2924, 2865, 2849,

20, 2833, 1745, 1639, 1468, 1449, 1437, 1412, 1383,
1350, 1299, 1230, 1220, 1142, 1095, 1086, 1078,
1056, 1046, 1011, 1010, 992, 943, 900, 881, 858,
847, 840, 806, 781c = = =~ = = = = = = = = = = =

¥C.c.f. Ry = 0,32, mancha parda, - = = = = = = -
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F ~ 2000 mg : soluble en metanol, etanol, cloroformo; precipi-

ta amorfo de etanol, p.f. = 188-1909, — — — — —

20
YA- Y4 p = -82,32 (¢ = 1,13; metanol); C26H4009
El espectro de ultravioletas no muestras ningin

miximo de absorcién entre 220-400 mp, — = ~= = =

El espectro de infrarrojos muestra picos a las
siguientes longitudes de onda expresadas en in-
versa de centimetros cuando se determiné en wn
disco de KBr: 3546, 3401, 3086, 2967, 2950,
2899, 2865, 2833, 2817, 1730, 1667, 1639, 1471,
1451, 1414, 1389, 1372, 1319, 1282, 1227, 1152,
1136, 1081, 1000, 961, 951, 934, 917, 893, 855,
826, 8136 = = = = = e e e e e e .

*c.c.f, Re = 0,18 mancha verde, = = =~ = = = — ~

La cromatograffa en capa fina se hizo sobre placas de gel
de sflice (KIESELGEL H Fluka) activadas durante 60 minutos a
1102 y eluidas con una mezcla de cloroformo~metanol ~Zcido acé
tico (80:15:5); deteccibn: 4cido sulfdrico al 50% a 1109 duran

te 5 minubtos, = = ~ = = = = - o e e e e - e - - -

Produccidén semisintética de D y E

Produceidn de D

1 D) Se agita 1 g de B con 1 g de trifenilclorometano y 4 ml

de piridina durante 72 horas a temperatura ambiente; cuando la
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mezcla se enfrfa a 02C, se afinden 6 ml de piridina y 6 ml de an
hidrido acético. Después de 24 h a temperatura ambiente la mez
cla se vierte sobre agua helada y se recoge el precipitado. El
producto crudo se cromatografia sobre gel de sflice (KIESELGEL
G 0,05-0,2 mm Merck), se eluye con bencenoacetato de etilo
(90:10); despuds de la evaporacién del disolvente se obtiene un

rendimiento de 2,2 g de producto monotritilado y acetilado, = -

La destritilacién del producto se logra con dcido acg
tico (80%) a 1102; después de la separacién por cromatografia
el derivado tetraacetilo obtenido (1,2 g) se somete a oxielimi
nacién con el reactivo de Doering (SO3-piridina-DMSO y trieti-
lamina) para dar el derivado triacetilo de D (0,9 g). Este ¥l
timo, por desacetilacién con metdxido sédico en 2 ml de meta-
nol (1 g de sodio disuelto en 100 ml de metanol) durante 15 mi
nutos a 602 seguida durante 45 minutos durante los cuales la
disolucién alcanza la temperatura ambiente, da 500 mg de D.

2 D) Se disuelve 1 g de G en THF, se le afiade 1 g de LiAlH, du
rante 60 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se trata de
manera convencional y después de la purificacién por cromato-—

graffa se obtiene 1 g de B. Este producto tratado por el proce

dimiento descrito anteriormente (1), da 500 mg de D. - - ~ = -

Produccidn de E

1 E) 1 g de A tratado como se describe anteriormente en (1D) da
E (400 mg)om = = = = = = = = = e m e e e e - - - - -

2 E) 1 g de F tratado como se describe anteriormente en (2D) da
E(A00 mg)e = = = = = = = m m m e e m = = - - -
Referirse a la descripcidn de D reemplazando B por A, G

POT F YD DPOY Eo = = = = = = = = m e e e s e = = == -
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Se declaran de novedad y propiedad para Espafia, sus

territorios y plazas de soberania, las siguientes: - = - - = -

REIVINDICACIONES

1.~ Método para producir substancias con actividad
antimicdtica y/o antibidtica, caracterizado porque se produ

ce una mezcla en etanol que contiene compuestos de la férmuls

/”\

H H

en donde R puede ser hidrdégeno o hidroxilo (compuestos A, B,

FyG); de la férmula
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en donde R tiene el significado dado anteriormente y Y es
~CHO 6 -CHZOH con la condicién de que cuando Y es —CHQOH,

R es hidrégeno (compuestos D, Ey H); y de la férmula
NG

por medio del cultivo de una cepa productora de glucdsidos
de Oospora virescens (Link) Wallr en un medio de decoccidén
orginico con glucosa a una temperatura de 10 a 252C, duran
te un periodo de por lo menos 10 dfas en cultivo estaciona
rio, siendo elegido dicho medio de decoccidén orgénico del
grupo compuesto por malta, glucosa-levadura, glucosa-zanaho
ria, glucosa-trigo, glucosa-mafz, glucosa-alubias, glucosa-

-guisantes y glucosa-lentejas y teniendo un pH bdsico, lio-

filizar y extraer con etanol. =« = = = = = =« = =~ « = = = = = -

2.- M&todo segin la reivindicacién 1, caracteriza-

do porque la temperatura es de 23-258C, - = = = = = = = = - -

3+- Método segiin la reivindicacién 2, caracteriza-

do porque el medio es de decoccidn de glucosa-zanshoria. - - -

4,~ Método segliin la reivindicacién 1 § j, caracte-

rizado porque el pH es de 8,6-8,8, = = = = = = = = = = = = = -
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5.—- Método segin la reivindicacidn 1, caracteriza-
do porgque los compuestos se separan por medio del enfria-
miento de la disoclucién en etanol, del filtrado de la diso-
lucidn, de la separacidn mutus de los compuestos en el fil-
trado, en una columna de cromatograffa, en la acidulacidn
del precipitado que queda de la etapa de filtracidn y en la
separacién de los compuestos restantes en una columna de

cromatograffa, = - - - - - - = - _ L L _ __ .. ____.

6.- Método para producir substancias con actividad
antimicética y/o antibidtica, para la produccién semisinté-

tica del compuesto (D)

caracterizado porque comprende las etapas de: reduccidn de
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dicho compuesto por medioc de LiAlH4; tritilacién, acetila~

v

cidn; destritilacidn; oxieliminacidén con reactivo Doering

y desacetilacidn. - = = = = = = = = = = = = = - - - - -~ - —

T.- Método pars producir suvstancias con activi-
dad antimicética y/o entibidtica, para la produccién semi-
sintética del compuesto D, definido anteriormente, partien

do del compuesto — = = = = « = = = -« & - - - - —- - - -

O/
H 0
/b
B OH
H H
OH H

caracterizado porque comprende las etapas de: tritilacidn;
acetilacidn; destritilacidn; oxieliminacién con reactivo

Doering y desacetilacidn, ~ = - ~ = = = = = = = = = - - - - -~

8.~ Método para producir substancias con actividad
antimicdtica y/o antibidtica, para la produccidn semisinté-

tica del compuesto (E) = = = = = = = = = = = ¢ - o - - .- - -
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HO

/

O
H

OH H

partiendo del compuesto (F) = = = = = = = - 0 o = 0 = o & - .

caracterizado porque comprende las etapas de: reduccidn de
dicho compuesto por medio de LiAlH4; tritilacidn; acetila-
cibén; destritilacidn; oxieliminacién con reactivo Doering

¥y desacetilacidn, - = - - - - = - - = - - L L L.

9.~ Método para producir substancias con actividad

entimicética y/o antibibtica, pars la produccidén semisinté-



Iv

tica del compuesto E, definido anteriormente, partiendo del

compuesto

caracterizado porque comprende lag etapas de tritilacién;
acetilacién; destritilacién; oxieliminacidn con reactivo

5 Doering y desacetilacifn, = = = =« = = = = =@ =@ = 0 = = - = =

10.- "METODO PARA PRODUCIR SUBSTANCIAS CON ACTIVI
DAD ANTIMICOTICA Y/O ANTIBIOTICA", = = = = = = = = = = = = ~

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
presente memoria que consta de treinta y seis hojas folia-~
das y mecanografiadas por una sola de sus caras, y de cin-

co lédminas de dibujos que la ilustran.

BARCELONA, -8 :lE,
AA M CURELL SUROL

T~ | ..
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