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|Inglaterra, en un medio nutriente acuoso,ha sido descrita en la

-1l -

Esta invencién se relaciona con un proce-
dimiento de fermentacién y, mids particularmente,con un procediF
miento de fermentacidn para preparar &cido (+)-2-(5ﬂ -n-butil-
4/3—hidroxi-z-oxo-tetrahidrofuran—3p -il)-2d -metilacético que
posee valiosas pfopiedades para la curac;én de dlceras.

La produccién de dihiarocanadensolida jun-
to con hasta 3% p/p de canadensolida por fermentacién de Penici-

llium canadense y en particular de la cepa identificada con

el nfimero 95.493 de Commonwealth Mycological Institute, Kew,

Patente Britinica No. l.434.595,-rgduciéndose la cantidad de ca-
nadensolida mediante tiempos de fermentidcién incrementados. Se
ha descubierto ahora, y en ésto reside-la invénci&n; que si el
medio nutriente para dicha fermentacidén ( o de‘una fermentacibn

de un organismo relacionado)} se extrac;a con disolvente a un pH

dentro de una gama especifica, se obtiene entonces de forma muy |-

sorprendente la mono-lactona de &cido (+)-2(5@-n-butil-4 f -hidrg

xi-2-6xo-tetrahidrofuranr3/3-11)—2 -metilacético.

Segin la invencidn, se proporciona un pro-

geso de fermentacién para la produccién de &cido (+)-2-(5 -n-bu

til-4 f -hidroxi-2-oxo-tetrahidrofuran-3 3 -il) ~24¢-metilacético que

tiene la f£6rmula:

JozH
Me
que comprende cultivar una dihidrocanadensolida productora de ung

éépa de la especie del género Penicillium o del género Aspergilly

en un medio nutriente acuoso que contiene una fuente de darbono

asimilable y una fuente de nitrSgeno asimilable; extractar el £i]

S,
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- 2‘;.
trado del cultivo a un pH de 3 a 7 con un disolvente orgé&nico
practicamente inmisdible en agua; y evaporar el extracto hasta
sequedad.

Debe entenderse que la eétereoquimica mos
trada en la férmula I es relativa y que de hecho la configuracién
absoluta puede ser la imagen de espejo de la mostrada. Por conve-
niencia, se empleﬁ en toda esti memoria el sistema o2 de repre
sentacién de la estereoquimica, estando basada la numeracién en

el dcido 2-(2-oxo-tetrahi&rofuran—3-il)acético de fé6rmula:

I1I

En estd memoria, una dihidrocanadensolida.}

que produce una cepa de la especie del género Penicillium 6 Aspexn-

gillus , significa una especie del género Penicillium § Aspergi-

llus que, tras,el cultivo.en un medio nutriente acuoso tal y comcd
aqui se describe, seguido por extraccién del filtrado de cultivo
asi obteénido con un disolvente orgdnico prééticamente inmiscible
en .agua, tal como aqui se describe, a un pH inferior a 3, y ql-

terior evaporacifn del extracto hasta sequedad, proporciona dihi

drocanadensolida.

Una especie adecuada del gé&nero Penicilliﬁg

es, por ejemplo, la especie Penicillium candense por ejemplo la

cepa identificada con el No. 95.493 en el Commonwealth Mycologi-
cal Institute (CMI), Kew, Inglatérra,o la especie Penicillium
arenfcola, por ejeﬁplo, la cepa identificada con el No. 555.70
del Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Baarn, Holanda.

Una especie adecuada del género Aspergillys

es, por ejemplo la especie Aspergillus terricoia vér. indigus,
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les, por ejemplo, glucosa, sucrosa o melazas, de las cuales se pre

{£6rico, clorhidrico o sulfﬁrico, por una sal amdénica de un &cido

‘lorgédnico, por ejemplo, de &cido tartdrico o acético o mediante una

.sulfato metdlico) y potasio (pbr ejemplo, como carbonato o cloru-

por ejemplo, la cepa identificada como CBS No. 167.63.

Una cepa particularmente preferida de una
especie del gé&nero Penicillium es, sin embargo, ia identificada
anteriormente como CMI No. 95.493.

Una fuente adecuada de carbono asimilable

fiere la glucosa. La fuente de carbono asimilable estd presente
generalmente en el medio nutriente en una concentracitn de 2 a 12%
en peso y con preferencia de 8 a 10% en peso.

Una fuente adecuada de nitrégeno asimila-
ble puede proporcionarse convenientemente, por ejemplo, mediante

una sal aménica de un &cido inorgénico,xpor ejemplo, de &cido fos

fuente de nitr&geno orgédico, por ejemplo, un extracto de levadu
ra. La fuente de nitrdgeno asimilable estd presente generalmente
en el medio nutriente, en una cantidad tal gue exista una concen-
traciéﬁ de 0,01 a 0,10% en peso de nitrSgeno elemental, con pre-
ferencia de 0,02 a 0,04% en peso, disponible en el medio.

| En adicifn, el medio contendrd también can
tidades generalmente inferiores de elementos esenciales, tales
como f6sforo (por ejemplo,en la forma de dihidrSgeno fosfato de
potasio & hidrdgeno fosfato defdiamonio), magnesio (por ejemplo,

como carbonato o sulfato de magnesio), azufre (por ejemplo, como

ro de potasio), junto con cantidades generalmente alin mds peque -
flas de uno o mis de los denominados elementos de traza, tales
coﬁo hierro, cobre, zinc, manganeso o molibdeno, en forma de sa-
les adecuadas.,

El cultivo se efectua convenientemente a
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una temperatura de, por ejemplo, 18 a 30°C, pero con preferencia
se efectua en la gama de 24 a 27°C.

El proceso de fermentacidn se puede reali-
zar utilizando condiciones de cultivo superficial convencionales
o empleando condiciones de cultivo agitado y aireado convenciona-
les, las cuales son las preferidas. Cuando sé utilizan condicio-
nes de cultivo con agitacién, la férmentacién se efectua preferi-
blemente durante al menos 7 diés antes de realizar la filtraccidry

s,

y extraccién.

El proceso de fermentacidn se efectua pre-
feriblemente con el pH del medio nutriente controlado en la gama
general de 4 a 5,8 e inicialmente en o ferca de 4;5, por ejemplo
a un pH de 4,3 a 4,8. E1l pH se puede controlar convenientemente,

pof ejemplo, por medios externos,-por ejemplo por adicién peri6-

internos, por ejemplo :'mediante inclusidn de un tampon adecuado,
por ejemplo hidrdgenomalato de sodio, citrato de trisodio o lac

tato de sodio.

) Aunque el compuesto de férmula I se puede

por extraccién a un pH de 3 a 7 con un disolvente orgé&nico sus-~
tancialmente inmiscible en agua, un pH preferido al cual se rea-
liza la extraccién del filtrado de cultivo es de, por ejemplo,
3,8.a 5, eépééiélmenﬁe de 4 a 4,5,

Un disolvente orgé&nico inmiscible en agua
| practicamente, adecuado, es; por ejemplo, cloroformo, acetato de
etilo 8§ acetato de butilo, prefiriéndose entre todos estos el
acetato de etilo. La evaporacidn de los extractos hasta sequedad
se efectua preferiblemente en la forma tan rapidamente como sea

cre -

posible, bajo presifn reducida, y a una temperatura inferior a

dica de una base fuerte, tal como hidréxido potdsico, o por.medibs.

aislar del filtrado de cultivo (obtenido del caldo de fermentaci%n)
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|equivale a una dosis de 12,5 a 250 mg, 4 veces por dfa.

'y "Gas~chrom Q" son marcas registradas y los rendimientos (cuan-

30°C.

Como anteriormente se ha establecido, el
compuesto de f£6rmula I, que se puede obtener por el proceso de la
invencién, posee valiosas propiedades curativas de filceras. Estas
propiedades se pueden demostrar convenientemente en un ensayo en
donde el compuesto a evaluar se dosifica oral o subcutaneamente,
diariamente, durante 21 dias,a ratas en las cuales se ha produci-
do una ulceracién duodena% por aplicacién de &cido acé&tico al duo
deno. La actividad curativa de filceras se evalua entonces sobre
la base de una reduccidn sustancial en el tamafio o incidencié de
las ﬁlcefas duodenales en comparacidn con las Glceras de un grupo
de control sin dosificar. En este ensayé, el compuesto de f&rmula
I muestra una actividad significante a una dos;s oral diaria de
5 mg/kg y durante el periodo del ensayo no se obsefvan signos de
sobre-toxicidad en el compuesto de férmula I.

_ Cuando sé utiliza para producir un efecto
curativo de filceras en aﬁimales de'sangre caliente, se administry
un comfuesto de f6rmula I, prefefiblemente como una composicidén
farmace(tica adecuada, bajo una dosis oral o subcuténea, diaria,
de 50 mg/kg(o.menos, preferiblemente de 0,25 a 5 mg/kg, repetida

sl es necesario a intervalos de 4-5 horas. En el hombre, &sto

La invencién se ilustra, pero no se limi-

do se indiquen) son puramente ilustrativos y no han de ser consi-
derados como los m&ximos obtenibles:
EJEMPLO 1

Se prepara un plano inclinado de agar de

medio nutriente (45 ml), que comprende:

ta, por los siguientes ejemplos, en los cuales "Oxoid", “CerglosT“

< e e e v b b iy
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sacude en un matraz cénico de 2 litros, empleando un vibrador ro-'

Extracto de patata (a partir de 200 g de patatas
peladas y cortadas hervidas en un litro de agua desig

nizada, durante 20 minutos y posterior colado)

Glucosa ("Cerelose") 20g.
Agar ("Oxoid" No. 3) 20qg.
Agua desionizada hasta ' 1 litro.

y se esteriliza por ebullicidn durante 20 minutos a 1,05 kg/c%.

El plano inclinado se inocula con Penicillium canadense C.M.I,

95493 (previamente mantenido en un medio de agar conteniendo 2%
p/v de extracto de patata, 2% p/v de extracto de zanahoria y'2,5§
p/v de "0Oxoid" agar No.3 y se incuba a 25°C, durﬁnte 24 dias.

El micelio y las esporas del plano inclinado se frotan él inte~-

rior de 100 ml de agua esteril y la suspensién asi obtenida se

aflade a un litro de un medio que contiene: N
Acido D(+)=-tartarico ~ 0,266% p/v
Tartrafo diaméﬂico ‘ 0,266% p/v
Hidrégenofosfato diaménico 0,04% p/v
Cafbonato potdsico - (anhidro) 0,04% p/v
Carbonato de magnesio t¥ihidratado 0,027% p/v
Sulfato aménico 0,016% p/v
Sulfato de zinc heptahidratado . 0,0042% p/v
Sulfato ferroso heptahidratado 0,0042% p/v
Extracto de levadura ("Oxoid") 0,10% p/v
Glucosa ("Cerelose") 5,0% p/v
Agua desionizada hasta 100.0%

el cual se habfa ajustado a un pH de 5,6 por adicién de una solu-
cién acuosa de hidréxido potdsico, esterilizandose entonces me~

diante autoclaveado a 1,05 kg/pﬁ durante 30 minutos. La mezcla s

tativo, a 200 r.p.m. durante 2 dfas, a 25°C. Se utilizan dos por
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ciones separadas (200 ml) del caldo resultante para inocular dos

porciones separadas ( 1 litro) de un medio de in6culo A que con-

tiene:
Glucosa ("Cerelose") ' 5,0% p/v
Partrato diamdnico ' 0,24% p/v
Dihidr6genofosfato potdsico 0,50% p/v
Sulfato de magnesio heptahidfatado 0,1% p/v
_Concentrado elementos traza 0,2% v/v
Agué desionizada hasta 100,6%

el cual habia sido ajustado a pH 5,6 por adicién de solucién‘acug
éa de hidréxido potdsico, habiendo sido esterilizado a continua=-
cién mediante autoclaveado a 1,05 kg/c%‘durante 30 minutos.

El concentrado de elementos de traza con-

tenia los siguientes ingredientes:

Sulfato ferroso heptahidratado 0,1% p/v‘.
Sulfato clprico pentahidrataAO‘ 0,015% p/v
Sulfato de zinc heptahidratado 0;1% p/v
Sulfato de manganeso tetrahidratado 0,01% p/v
Molibdato potésico 0,01% p/v
rAgua desionizada hasta 100,0%

La mezcla resultante se sacude a 200 r.p.m.

en un vibrador rotativo durante 5 dias a 25°C.

)

El contenido de los matraces se afiade a un

recipiente de fermentacién, de cristal, de 40 litros, .que contiene

33 litros de un medio de produccidn similar al medio de indculo

glucosa ("Cerelose") y 0,45% p/v de hidrogeno malato de sodio. (E
pPH del medio de produccidn habia sido primero ajustado a 5,6 y

esterilizado mediante autoclaveado, siendo el pH a continuacidn

de 5,75).

'._l
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La fermentacidn se efectua a una temperatura '
de 25°C con agitacién a 410 r.p.m. y aireamiento a una velocidad
de 15 litros/minuto. Despuds de 10 dias de incubacisn, el caldo
se filtra y el pH de 5,8 del filtrado de cultivo se ajusta a 4,5
5. pdr adicién de 8cido clorhidrico. Una porcidn (15 'litro) del fil-
trado se extracta entonces con acetato de etilo (2 x 5 litros).
Los extractos se combinan, se secan sobre sulfato de sodio y se
evaporan hasta sequedad bajo péésién reducida, a una temperatura
no superior a 30°C, obteniéndose 37,7 gramos de un residuo semis§
10. |{lido. El residuo se tritura con 100 ml de &ter, se filtra y el s§
lido asi obtenido se lava con &ter (2 x 20 ml) para dar 10,3 gra-
mos de'écido (+)—2-(5{3 -n=-butil~4 {:\ -};idr:‘oxi-2-oxo-tetrahidrofuran-
3@-&1)-2ﬂ-metilacético. Este compuesto se purifica adiqionalmentJ
disolviendolo en un volumen minimo de acetona a 20-25°C y afadien
15, |do, con agitacidn, de 5 a 10 veces dicho volumen de petroleo li-|
gero (p.e. 60-80°C). El précipitado cristalino puro fesultaﬁte-si
filtra y se lava con petroleo ligero (p.e. 60-80°C) para dﬁ: ma- |
terial de p.f. 114-116°¢, [4] 284 77 (e, 2,5; metanol) de R
0,45 (sobée placas de gel de silice de 0,2 mm, desarrolladas en
20. |cloroformo:metancl:dcido ac&tico, 90:5:5) y que tiene el siguien-

te espectro RMN caracteristico:




ds-acebona dsnacetong + TC.AI
Sefal Constanta Congtante’
8 Tpo Protén lacoplamiento g acoplamien
No. () TLPO | to,(H,)
58-n=butyl 0.89-1.72 m 9 0.90-1.72 n
Sa-H 5.31 at 1 gy =3 5.6 dt il 3
: 3= s =T
35-?-0023 1.46 4 3 Iz 6.5 1.6 d J = 6.5
1
:'233 : 1 3, =65
38-G-CO,H 2.86 n 1 . 2.86 da 3, = 10
J, =23 J, =3
Ho-H 4.4 dd 1 . 1
o 9 1 Laus| T @ s
J, = 4.5
-H 2.86 .. 1
da m |1 t 3.2 ad e

10.

Observacidn a la Tabla:

”'qu datos del espectroc RMN se determina a 100
MHz empledndo tetrametilsilano gomo referencia interna y empleandose
lés abreviaturas convencionales para las interacciones complejas, por
ejemplo: l
m: multiplete,:d= doﬁlete, t: gripleté, g: cuartete.
TCAI repreéénéé'isocianato de tricloroacetilo
EJEMPLO 2
| En primer lugar se prepara un plano inclinado
de agar de medio'ﬁutriente (45 ml) que cémprende :
 Extracto de patata ( a partir de 200 g: de patatas peladas
y cortadas hervidas en un litro de agua desionizada} duran~
te 20 minutos, y posterior colado)
20 g.
20 g.

Glucosa ("Cerelose")

Agar ("Oxoid" No. 3)
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Agua desionizada hasta 1 litro

y se esteriliza por ebullicidén durante 20 minutos a 1,05 kg/c%.

Este plgno inclinado se inocula con Penicilliun canadense CMI No.
95493; previamente mantenido en un medio de agar que contiene 2%
é/v de extracto de patata, 2% p/v de extracto de zanahoria y 2,5%
p/v de "Oxoid" agar No. 3), incubandose entonces a 25°C durante
20.dias. El micelio y las esporas del plano inclinado se frotan
del mismo al interior de 100 ml de agua estegil y la suspensién
asli obtenida se afiade a un litro de un medio de inéculo.que tiene
la misma coﬁposicién que el medio de inSculo A del Ejemplo 1, y
que previamente habia sido ajustado a un pH de 5,6 por adicién de
una solucidn acuosa de hidréxido pot&siéb y a continuacién esteri
lizado mediante.autoclaveado a l,05 kg/c%, durante 30 minutos. La
hezcla obtenida se sacude entonces a 200 r.p.m. en un vibrador ro

tativo ‘durante 7 dfas a 25°C.
. , i
Dos de tales porciones de la mezcla de ind|

culo asi obtenida se afiade a un recipiente de cristal de fermenta

jcién, de 40 litros, que contiene 33 litros de un medio de produc=-

cibn similar al medio de inSculo A descrito en el ejemplo 1, pero
conteniendo adicionalmente 5% p/v de glucosé ("Cerelose") y 0,45%
p/v de hidr8geno malato de sodio. (E1 pH del medio de produccién

habia sido ajustado previamente a 5,6 y esterilizado entonces por
autoclaveado, siendo a continuacién el pH de 5,5).

La fermentacifn se efectua a una tempera~
tura de 25°C con agitacién a 410 r.p.m., siendo la velocidad de
laireamiento de 15 litros/minuto. Después de 14 dfas de incubacién
el caldo se filtra y se ajusta el pH de 5,3 del filtrado de cul-
tivo a 4 por adicién de &cido clorhidrico. Se extractan entonces

12,5 litros de filtrado con acetato’de etilo (2 % 6 litros). lLos

0

¥

4

extractos se combinan se secan sobre sulfato de sodio y se evapo-
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- 11 -

ran hasta sequedad bajo presién reducida, a una temperatura no
superior a 30°C, para obtener un residuo semisélido.'Este residuog
se tritura con 60 ml de &ter, se filtra y el sélido asi obtenido
se lava con &ter ( 2 x 20 litros) para dar 10,4 gramos de &cido
(+)-2-(5 -n-butil-4 # ~hidroxi-2-oxo-tetrahidrofuran-3f -il)-2«-
-metilacético, idé&ntico al material aislado en el Ejemplo 1 tal
y como apreciarse por espectrocospia IR y RMN y comparacidén por
cromatograffa de capa fina. ‘

EJEMPLO 3

En la forma descrita en el Ejemplo 2, se

prepara un infSculo de Penicillium canadense (CMI No. 95493). Un
porcidn (500 ml) de este inSculo se afiade a un recipiente de cril

tal de fermentacidn de 14 litros que contiene 12 litros de un me-

dio de produccidn consistente:

Glucosa "Cerelose" . ' 10% p/v
Tartrato diamdnico ’ 0,24% p/v
Dihidr8geno-ortofosfato de potasio o 0,50% p/v
Sulfato de magnesio heptahidratado 0,10% p/v
_* Concentrado de elementos de traza 0,20% p/v
Agua desionizada hasta 100%.

/FComposicién idéntica a la usada en el Ejemplo 17
{ E1 pH de este medio habia sido ajustado a 5,6 por

adicién de solucidn acuosa de hidréxido potdsico, habiéndo sido

te 30 minutos).

La fermentacién se efectua a una tempera-
tura de 25°C con agitacidn a 4io'r.p.m. y aireamiento a una.ve-
locidad de 6 litros/minuto. Durante los primeros 5 dias de la

fermentacién, el pH se mantiene en 4,3-~4,6 por adicién automfti~

T

ca de solucidn acuosa de hidréxido potédsico, controldndose mediay
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te un peachimetro. A continuacién, el pH se deja subir de mod6
que despuds de 14 dfas de incubacibn, el pH del caldo sea de 5,1.
El caldo se filtra entonces para dar 6,5 litros de filtr;do de
cultivo (C). |

Una porcidén (6 litros) del filtrado C se
ajusta a pH 4 por adicifn de 4cido clorhidrico y se extracta en-~
tonces con acetato de etilo ( 2 x 3 litros) . Los extractos com-
binados se secan sobre-sulfato;de sodio y se evaporan hasta se-

quedad bajo presifén reducida, a una temperatura de 30°C o infe-
rior. El residuo semisSlido obtenido se tritura con 60 ml de &ter.
Le mezcla se filtra y el sdlido asi obtenido se l;ya con é&ter

( 2 x 20 ml) para dar 6,2 gramos de &cido (+)-2-(5@8 ~n-butil-4 -
hidroxi-2~oxo—tetrahidrofuran-3la—il)-Zd-metilacético igéntico al
obtenido en el Ejemplo 1, tal y como se puede apreciar por espec-
troscopia IR y RMN y comparacidn por cfématografia de capa delga-~
da. : ’ .
EJEMPLO 4 .
500 ml de una porcién del filtrado de cul-

tivo C, obtenido en el Ejemplo 3, se extracta a diversos valores

pH y la cantidad de &4cido (+)-2-(5ﬁ-n-butil-4/3-hidroxi-z-oxotetrlg

hidrofuran-B{Z—il)—20(~metilacét1co (B) obtenida se estima por
cromatografia gas-liquido después de su conversién al derivado
bis (trimetilsililo), empleando el siguiente procedimiento:

Una parte alicuota del filtrado C (50 ml)
(del Ejemplo 3} se ajusta a un pH particular y se extracta dos
veces con acetato de etilo (30 ml, a continuacién 15 ml, sacudien
do durante un minuto con cada una de las porciones). Los extrac-
tos combinados se secan sobre 10 gramos de sulfato s&dico y se
filtran. El residuo se lava con 5 ml de acetato de etilo y el fil|

trado y lavados combinados se completan a un volumen de 50 ml

t
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con mds acetato de etilo. Se extrae una parte alicuota. (50 pl.)
de estd solucidn y se mezcla con (100 upl.) de piridina de calidad
analfitica y se afnade una porcién (50 pl.) de una solucidén recien-
temente preparada al 10% v/v de trimetilclorosilano en bis(trime-
tilsilil) acetamida.Después de una hora a 20-25°C, estf mezcla se
analiza con respecto al derivado bis(trimetilsililo) de B por
cromatografia gas-liquido, A, empleando una columna de cristal
(1,5m x 4 mm.) que contiene caucho de goma de silicona, tipo E
301 (suministrada por Phase Separations Ltd., Quéensferry, Flints;
hiré, U.K.) revestida sobre un soporte particulado de tierra‘de
diatomeas conocido como "Gas=-chrom" Q (80-100 malla) (suministra-
do por Field Instruments Ltd., Orchard ﬁoad, Richménd, Surrey,\
U.K.) a una temperatura de 245°C y a una veloci@ad de £flujo de
nitrégeno de 60 ml/minuto emple&ndo un detector de ionizacidén de
llama en un cromatSgrafo de gas Pye Unicam Series 104 (suministra|
do por Pye Unicam Ltd., Cambridge, U.K.). Bajo estas condiciones,
el derivado bis(trimetilsilil) de B tiene un tiempo de retencidn
de 2 minutos.

Empleando el procedimiento anterior, se de
nuestra gque las siguientes cantidades de B han sido extractadas

del filtrado de cultivo C a un valor pH particular:

pH . - mg. de B/litro de C

7.0 - 18
6,5 89
6,0 122
-5;5 316
5,0 684
4,5 663
4,0 1275
3,5 . 1357
3,0 1263
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EJEMPLO 5

Un plano inclinado de agar dé medio nutrie
te (preparado como en el Ejemplo 1) se inocula con Penicillium
arenicola (CBS No. 555.70) y se incuba a 25°C durante 12 dfas.

El micelio y las esporas del plano inclinado se frotan del mismo
a 100 ml de agua esteril. Se afiaden 5 ml de estd suspensién a un
matraz cSnico de 500 ml que contiene 100 ml del medio de produc-
¢ién descrito en el Ejempld l.;El matraz se incuba a 25°C en un

sacudidor rotativo.

Después de 14 dfas, el caldo se filtré y
el filtrado de cultivo se ajusta a pH 4 por adicidén de &cido cloy
hidrico. El filtrado se extracta entoncés con acetato de etilo
(2 x 20 ml). Los extractos se secan y se evaporan en la forma des
crita en el Ejemplo 1, 2 y 3, para dar material séiido que pro-
porciona &cido (+)=-2-(5 {5 -n-butil-4 B ~hidroxi-2-oxo-tetrahidrofu
ran-Bp.—il)—2d~metilééético idéntico al obéenido en el Ejemplo 1,
tal y como se demuestra por espectrocopfa IR y RMN y por compara-
cién segln cromatograffa de capa delgada.

Descrita suficientemente la naturaleza del
invento, asi como la manera de realizarse en la prictica, debe
hacerse constér gue las disposiciones anteriormente indicadas son
susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su

principio fundamental.
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‘Penicillium arenicola es.la identificada como CBS No..555.70 y

=REIVINDICACIONES-

1.- Procedimiento de fermentacidn para la
produccidn de dcido (+)-2-(5@ -n—butil-4t3—hidroxi—z-oxo-tetrahi-

drofuran-3ﬁ—il)-Zd-metil&cético, de férmula

waracterizado porque comprende cultivar una cepa productora de
dihidrocanadensclida de una espeéie del género Penicillium o del
género Aspergillus, en un medio nutriente acuoso que. contiéne ung
fuente de carbono asimilable y una fuente de nitrégeno asimflanl#
extractar el filtrado de cultivo a un pH de 3 a 7 con disolvante
orgénico practicamente inmiscible en agua; y evaporar el exirac-
to hasta sequedad. |
2.- Procedimiento segiin la reivindica<idn
1, caracterizado porque la especie del género Penicillium esVLa

especie Penicillium canadense 6 arenicola y la especie del- géne-

ro Aspergillus es la especie Aspergillus terricola var. inGicus,

3.~ Procedimiento seg@in la reivindicacidn

-

2, caracterizado porque la cepa de la especie Penicillium canaden

se es la identificada como CMI No. 95493, la cepa de la especie

la cepa de la especie Aspergillus terricola var. indicus es la

identificada como CBS No. 167.63.
4.~ Procedimiento segin la reivindicacidn
1, caracterizado porque la especie del género Penicillium es la

especie Penicillium canadense y la especie del.género Aspergillusg

es la especie Aspergillus terricola var. indicus.

- ———p.—— -
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5.~ Procedimiento segiin la reivindicacién-

4, caracterizado porque la cepa de la espeéie Penicillium canaden

se es la identificada como CMI No. 95493 yila cepa de la especie

Aspergillus terricola var. indicus es la identificada como CBS

No. 167.63.

6.~ Procedimiento segdn la reivindicacién
1, caracterizado porque se cultiva la cepa de la especie Perici-

llium canadense identificada como CMI No. 95493,

7.- Procedimiento segdn la reivindicacién

1, caracterizado porque la extraccién se efectua a un pH de 3,8

a 5.

8.~ Procedimiento segln la reivindicacién
1, caracterizado porgue el pH del medio nutriente se controla en
la gama de 4 a 5.

9.-_Procedimiento segin la reivindicacién:.
8, caracterizado porqﬁe el pH del medio nutriente se controla por
medios externos mediante adicién perifdica de una base fuerte.

10.~Procedimiento segln la reivindicacién
8, caracterizado porque el pH del medio nutriente se controla por]
medios internos incluyéndo en el mismo un tampdén adecuado'elegido
entre mglato 4cido de sodio, citrato trisodico y lactato sé&dico.

11.~ Procedimiento segln la reivindicacién
1, caracterizado porque el cultivo se efectuaempleando condicio-
nes de cultivo agitado, aireado, convencionales, durante al menoi
7 dias de realizar la filtracién y extraccidn.

12,~ Procedimiento segdn la reivindicacién
1, caracterizado porque la fuente de carbono asimilable es gluco

sa, sucrosa 0 nmelazas, y esti presente en el medio nitriente en

una concentracién de 8 a 10% en peso.

13.- Procedimiento segdn la reivindicacién
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0,04% en peso de nitrSgeno elemental disponible en el medio.

11 : 15.- Procedimiento segfin la reivindicacién

- 17 =~

1, caracterizado porque la fuente de nitrSgeno asimilable es una
sal amfnica de &cido fosfdrico, clorhidrico, sulfidrico, tartéricq
6 acético 6 un extracto de levadura, y esté present en el medio

nutriente de tal modo que exista una concentracién de 0,02 a

14.- Procedimiento segfin la reivindicacidn
1, caracterizado porque el cultivo se efectua a una temperatura

de 18 a 30°C.

1, caracterizado porque las evaporacifn del extracto hasta seque
dad se efectua tan ripidamente como sea posible, bajo presién re-
ducida, y a una temperatura inferior a 30°C.

16.~ Procedimiento de fermentacién para la
produccién de dcido (+)-2-(5Q -n-butil-4(@ ~hidroxi-2-oxo-tetrahi
Qrofuran-3@ -il) -2 -metilacético,.tal y como queda sustancial-
mente descrito en la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 17 hojas escritas a

miquina por una sola cara.

25 SET. 978

Madrid

STRIES LIMITED.

;.&nj!o: J. Suaryz

IMPERIAL CHEMICAL I
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