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COMBINACIONES SINÉRGICAS DE FUNGICIDAS POLIÉNICOS Y PÉRTIGOS 

NO RIBOSOMALES Y MÉTODOS DE USO RELACIONADOS

[0001] La presente invención se refiere a combinaciones sinérgicas de 

fungicidas poliénicos con antibióticos péptidos no ribosomales, como por ejemplo 

lipopéptidos cíclicos anfifílicos, para mejorar la actividad fungicida de ambos 

componentes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN

[0002] Los fungicidas tienen muchos usos, que incluyen la protección de 

cosechas; los usos como conservantes de alimentos, piensos, y cosméticos; y 

como productos farmacéuticos para uso tanto en humanos como en animales. La 

reducción del rendimiento de las cosechas, las enfermedades transmitidas por los 

alimentos e infecciones fúngicas tanto de humanos como de animales son un 

problema tanto en los países desarrollados como en los que se encuentran en 

desarrollo. Por lo tanto, son muy deseables las mejoras en la eficacia de los 

fungicidas existentes, especialmente aquellos que no dañan el medio ambiente y 

no son susceptibles de desarrollar de resistencia fúngica.

[0003] Los fungicidas poliénicos son antibióticos antifúngicos que se han 

utilizado en todos los campos mencionados anteriormente. Los mismos se pueden 

obtener por fermentación de especies de Streptomyces, como por ejemplo 

Streptomyces natalensis, que comúnmente se encuentra en el suelo. La actividad 

de los fungicidas poliénicos se debe, en parte, a su capacidad de dañar las 

membranas celulares formando complejos con el ergosterol. Numerosos estudios 

han confirmado que el potencial de desarrollo de hongos resistentes a la 

natamicina es muy bajo. Además, los fungicidas poliénicos tienen una toxicidad 

despreciable, ya que no afectan al colesterol presente en las células de los 

mamíferos.

[0004] Los péptidos no ribosomales, incluyendo a los lipopéptidos 

cíclicos anfifílicos tales como las surfactinas, iturinas y fengicinas, poseen 

propiedades antimicrobianas bien reconocidas y se han utilizado en el campo de la 

protección de cosechas. Debido a su modalidad de acción, los mismos también



presentan potencial para uso en aplicaciones biotarmacéuticas y otras 

aplicaciones en biotecnología Los lipopéptidos se pueden obtener por 

fermentación de diversas bacteria del suelos incluyendo a y

Los lipopéptidos^ de manera similar a losfungicidas 

po lién icos^m atana losbongosrom p iendosusm em branasce lu la res^e  espera 

que elpotencial de desarrollo de resistencia fúngicaadicbos compuestos sea muy 

bajo porque los mismos actúan directamente sobre los lipidos de la membranay 

no sobre un único sitio de una proteína objetivo ^demás^ los lipopéptidos no 

dañan el medio am bienteypresentan un bajo riesgo para e lp e rso na lyp a ra  los 

consumidores; de becbo^ las cosechas tratadas con cepas de que

contienen lipopéptidos se pueden cosechar el mismo día del tratamiento Los 

inventores descubrieron que las combinaciones de fungicidas poliénicos y 

lipopéptidos causan un incremento sinérgico^ más que simplemente aditivo^de la 

eficacia contra m icroorganism ostalescom ohongos ^in la in tencióndequedar 

limitados por una teorías los Inventores presentan la hipótesis de que los 

lipopéptidos y fungicidas poliénicos de la presente invención actúan de una 

manera fungicida sinérgica porque cada tipo de compuesto rompe las membranas 

celulares de los hongos mediante una modalidad de acción diferente

La presente invención provee una composición fungicida de baja 

toxicidad^ con baja inducción de resistencias con eficacia incrementada que 

comprende componentes que son menos tóxicos que muchos fungicidas sintéticos 

tradicionales y que se aplican en menor proporción que cualquiera de los 

compuestos individuales^ Esta composición fungicida comprende una combinación 

fungicida sinérgica de uno o más fungicidas poliénicos y por lo menos un 

lipopéptido. En una forma de realización^el fungicida poliénico es u n o o m á s  de; 

natamicina^ nistatinaD amfotericina 2̂  aureofungina^ filipin y lucenosomicina y^o 

derivados de cada uno de dichos fungicidas poliénicos. En otra forma de 

realización^ la composición incluye más que un fungicida poliénico

El componente lipopéptido de esta combinación fungicida 

sinérgica puede ser parte de un producto de fermentación que produce un



microorganismo productor de ser un e x a c to  orudo de dioho

fungicida productode unafermentación^ o puede ha^ers ido purificado o semi^ 

purificado a partir de dicho producto de fermentación En otras formas de 

realización^ ios lipopéptidos son sin té ticososem isin té ticos^es d e c irs e  obtiene 

un lipopéptido de origen de un microorganismoyse derivativas En algunas formas 

de realización^el microorganismo productor de lipopéptidos es una bacteria de la 

e s p e c ie ^ a c ^ ^  En otros es un ^treptomycete En aún otrosíes una bacteria de 

la especie

[000^ En una instancias particular la bacteria productora de lipopéptidos 

es ^ a c ^ ^ ^ ^ ^ ^ a c ^ ^ a ^ o ^ ^ a ^ e ^ o c u a l q u i e r  otra especie de 

que produzca un oom ás  lipopéptidos En aún otra instancias los lipopéptidos que 

producen dicha especie de provienen de una o m ásde  las siguientes

fam ilias^com puestosdetiposurfactina^com puestosdetipoiturinaycom puestos 

de tipo fengicina algunas especies de ^ a ^ ^  que producen lipopéptidos se 

describen en la Descripción Detallada de la Invención ^por ejemplos

otras

serán conocidas para aquellos con experiencia en el arte^ En una instancias 

particular la bacteria productora de lipopéptidos es En

una forma de realización^ la composición comprende un componente fungicida 

poliénico y un producto de fermentación que contiene lipopéptidos En una 

instancia^el producto de fermentación que contiene lipopéptidos proviene de una 

bacteria de la especie ^ a ^ ^ c o m o  por ejemplo aquellas que se mencionaron 

anteriormente

En algunas formas de realización^el componente lipopéptido de 

las composiciones de la presente invención comprende uno o más de los 

siguientes compuestos; compuestos de tipo surfactinas compuestos de tipo 

fengicinas compuestos de tipo iturina y fusaricidinas Los compuestos de tipo 

iturina que son apropiados para la presente invención incluyen u n o o m á s  de los 

siguientes compuestos; bacilomicina D̂  bacilomicina bacilomicina 1̂  

bac ilom ic inaL^que  también se conoce como bacilopeptina^micosubtilinaD iturina 

^ i t u r in a ^ e i tu r in a  a d o n d e  los últimos tres compuestos se denominan aquien
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conjunto iturinas). Los compuestos de tipo fengicina que son apropiados para la 

presente invención son fengicina A, fengicina B, plipastatina A, plipastatina B, las 

plipastatinas y agrastatinas, según se las describe en la Patente de los EE.UU. No. 

6.291.426 (donde los últimos cuatro de la lista se denominan aquí en conjunto 

plipastatinas). Los compuestos de tipo surfactina que son apropiados para la 

presente invención son esperina, liquenisina, pumilacidina y surfactina. En una 

forma de realización en particular, el componente lipopéptido incluye uno o más 

compuestos del tipo iturina, como por ejemplo iturina As, micosubtilina y/o 

bacilomisina, compuestos de tipo fengicina y surfactina. En aún otra forma de 

realización, el componente lipopéptido incluye por lo menos dos de los siguientes 

compuestos: iturinas, compuestos de tipo fengicina y surfactinas.

[0009] En algunas formas de realización la combinación fungicida 

sinérgica comprende un fungicida poliénico y uno o más lipopéptidos. En otra 

forma de realización la combinación fungicida sinérgica comprende un fungicida 

poliénico y dos o más lipopéptidos. Los lipopéptidos pueden ser uno o más 

compuestos de una o más de las siguientes familias de compuestos: compuestos 

de tipo surfactina, compuestos de tipo iturina y/o compuestos de tipo fengicina. En 

una instancia, los lipopéptidos comprenden una o más iturinas y/o uno o más 

compuestos de tipo fengicina y/o surfactina. En una forma de realización, el 

componente fungicida poliénico de la composición es natamicina o nistatina y el 

componente lipopéptido comprende iturinas (A, B y/o C), bacilomicina, surfactina, 

fusaricidina, y/o compuestos de tipo fengicina, ya sea individualmente o en 

combinación. En una instancia, particular, los lipopéptidos son semi-purificados o 

purificados a partir de un producto de fermentación de una bacteria productora de 

lipopéptidos de la especie Bacillus. En aún otra instancia de esta forma de 

realización, el fungicida poliénico es natamicina o un derivado de la misma o 

nistatina o un derivado de la misma.

[0010] La proporción peso en peso del componente fungicida poliénico 

de la composición al componente lipopéptido (por ejemplo, un caldo de 

fermentación que contiene el lipopéptido, un extracto crudo que contiene 

lipopéptidos; un extracto de lipopéptido purificado o semi-purificado; o

5
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entre

aproxim adam ente^O O ^yl^O O  En una forma de rea^ao ión^a  proporción peso 

en peso de natam ioinaoun derivado de ia m ism a o n is ta tin a o u n  derivado de ia 

m ism aaunoom ponen te iipopép tidoqueoom prendeunoom ás compuestos de 

una o más de ias siguientes familias de compuestos, compuestos de tipo 

surfactina, compuestos de tipo iturina, compuestos de tipo fengicina, y/o 

fusaricidinas es de entre aproximadamente 500:1 ^aproximadamente 1:500 En 

una forma de realización en particuiar,la proporción peso en peso de natamicinao 

un derivado de la m ism aon is ta tina oun  derivado de la m ism aaun  componente 

lipopéptido que incluye una combinación de compuestos de tipo iturina, 

compuestos de tipo surfactina y/o compuestos de tipo fengicina es de entre 

aproximadamente 500:1 y aproximadamente 1:500 En algunas formas de 

realización,la proporción peso en peso de natamicinaoun derivado de la mismao 

nistatinaoun derivado de la m ism aaun componente lipopéptido que contiene uno 

o más compuestos de tipo iturina, como por ejemplo iturina As y/o bacilomicina es 

de entre aproximadamente 500:1 y aproximadamente 1:500; en otros, la 

proporción peso en peso de natam icinaoun derivado de la m ism aon is ta tinaoun 

derivado de la m ism aaun componente lipopéptido compuestos que contienen de 

tipo fengicina es de entre aproximadamente 500:1 yaproximadamente 1:500;en 

aún otros la proporción peso en peso de natam icinaoun derivado de la m ismao 

n istatinaoun derivado de la m ism aaun componente lipopéptido compuestos que 

contienen de tipo surfactina, como por ejemplo surfactina, es de entre 

aproximadamente 500:1 yaproximadamente 1:500 En una forma de realización, 

la proporción peso en peso de natam icinaoun derivado de la m ism aonista tinao 

un derivado de la m ism aaun extracto crudo de lipopéptidos que se obtuvoapartir 

de uncaldo de fermentación, incluyendo un caldo de fermentación compuestos 

que contienen de tipo fengicina, compuestos de tipo iturina y/o compuestos de tipo 

surfactina, es de entre aproximadamente 1:500 y aproximadamente 500:1 En 

algunas formas de realización, la proporción peso enpeso de cualquiera de las 

combinaciones descritas anteriormente defungicida po lién icoy un componente 

lipopéptido es de entre aproximadamente 100:1 yaproximadamente 1:100; en



otros es de entre aproximadamente en aún otros es

de entre aproximadamente 5:1 yaproxim adam ente1:5;en aún otros es de entre 

aproximadamente2 :1 yaproximadam ente1:2 ;y e n a ú n o tro s e s d e 1:1

En unaform a de realización, eloomponentetungioida poliénico 

es natamicinaoun derivado de la m ism aonista tinaoun derivado de la m ism ayel 

componente lipopéptido incluye a uno o más de los siguientes: (i) iturina, (ii) 

bacilomicina, (iii) micosubtilina, (iv) esperina, (v) liquenisina, (vi) pumilacidina, (vii) 

surtactina,(viii) tengicina A ,(ix ) tengicina 8 , (x) plipastatina A ,(x i) plipastatina 8 , 

y/o(xii)agrastatina En otra instancia de la forma de realización que se mencionó 

anteriormente,se exc luyea la  surfactina de la composición.En aún otra forma de 

realización,el componente fungicida poliénico es natam icinaoun derivado de la 

m ism aon is ta tinaoun derivado de la m ism ayel componente lipopéptido incluyea 

uno o más de los siguientes: (i) iturina, (ii) surfactina, (iii) fengicina y/o (v) 

plipastatina En otra instancia de esta forma de realización, el derivado de 

natamicina o nistatina tiene una actividad fungicida igual o mejor que la del 

compuesto de origen

Las composiciones de la presente invención son útiles en 

diversas aplicaciones de control de hongos. Las composiciones descritas 

anteriormente se pueden utilizar para el control fúngico de fitopatógenos, 

patógenos fúngicosposterioresa la  cosecha,patógenos fúngicos de alimentoso 

piensosypatógenosfúngicos humanos.

En una forma de realización, cualquiera de las composiciones 

descritas anteriormente se utiliza para controlardeterminados patógenos, tales 

como especies de especies de especies de

especies de ^ z o c ^ o ^ a , especies de ^ c ^ o ^ e ^ a y  especies de por

aplicaciónde lacomposición a lasplantas, al á reaque rodea a las plantas, o 

hongos (setas) comestibles cultivados,micelios de hongos setasocom post para 

setas En una forma de realización, el componente fungicida poliénico de 

composiciones de la presente invención que se utiliza para controlar dichos 

patógenoses la natamicina o un derivadode la misma. En otra, el m ism oes 

nistatinaoun derivado de la misma



[0014] En otra forma de realización, las composiciones de la presente 

invención se utilizan para controlar, posteriormente a la cosecha, patógenos tales 

como especies de Penicillium, Geotrichum, Aspergillus niger, y Colletotrichum. En 

una forma de realización, el componente fungicida poliénico de las composiciones 

que se utilizan para controlar dichos patógenos es la natamicina o un derivado de 

la misma. En otra, el mismo es la nistatina o un derivado de la misma.

[0015] En aún otra forma de realización, las composiciones de la

presente invención se utilizan para controlar patógenos fúngicos que se 

encuentran en los alimentos o piensos, como por ejemplo especies de Penicillium, 

especies de Aspergillus y especies de Fusarium. En una forma de realización, el 

componente fungicida poliénico de composiciones que se utilizan para controlar a 

dichos patógenos es la natamicina o un derivado de la misma. En otra, el mismo 

es la nistatina o un derivado de la misma. En aún otra, el componente lipopéptido 

es un extracto purificado de uno o más lipopéptidos.

[0016] En aún otra forma de realización, las composiciones de la

presente invención se utilizan para tratar o prevenir una infección fúngica en un

sujeto administrando al sujeto una composición que comprende un fungicida 

poliénico y por lo menos un polipéptido. En una forma de realización la infección 

fúngica es causada por Candida y el fungicida poliénico que se utiliza en la 

composición es nistatina o un derivado de la misma. En otra, la infección fúngica 

es causada por Candida y el fungicida poliénico que se utiliza en la composición 

es natamicina o un derivado de la misma. En otra, la infección fúngica es causada 

por Fusarium o Aspergillus y puede ser una infección de la córnea. En dicha 

instancia, el componente fungicida poliénico que se utiliza en la composición es 

natamicina o un derivado de la misma. En otra instancia donde la composición se 

utiliza para tratar una infección de la córnea, el componente fungicida poliénico es 

nistatina o un derivado de la misma. En aún otra instancia el componente 

lipopéptido de la composición es un extracto purificado de uno o más lipopéptidos.

[0017] La presente invención también incluye un método para producir 

una composición fungicida haciendo una combinación de uno o más fungicidas 

poliénicos con uno o más lipopéptidos, probar la combinación for sinérgica eficacia
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oontra hongos obietivoy producir unaoomposioiónfungicidaque comprended 

combinación y un vehículo En una forma de realización, los uno o más 

lipopéptidos forman parte de unproducfo de fermentación de unabacteria de la 

especie ^ c ^ ^ o s o n  un extracto del mismo,como por ejemplo aquellos descritos 

anteriorm enteyen la Descripción Detallada de la Invención En otra instancia de 

esta forma de realización, antes de hacer la combinación, se selecciona una 

bacteria productora delipopéptidos, como por ejemplo unacepa de una especie 

de ^ a ^ ^ o u n a  cepa de una especie de ^ a e ^ ^ ^ , y s e  produce un producto 

de fermentación que contiene lipopéptidos usando esta bacteria productora de 

lipopéptidos,ydicho producto de ferm entaciónoun extracto del mismo se utiliza 

para hacer la combinación En una instancia, dicho producto de fermentación 

puede incluir uno o más de los siguientes lipopéptidos: compuestos de tipo 

surfactina, compuestos de tipo fengicina, compuestos de tipo iturina y/o 

fusaricidina En una instancia más particular, dicho producto de fermentación 

puede incluir uno o más de los siguientes lipopéptidos: surfactina, plipastatina, 

fengicina, iturina y/o bacilomicina En otra forma de realización, cada uno del 

componente fungicida po lién icoye l componente lipopéptido se puede seleccionar 

por su actividad fungicida contra el patógeno objetivo antes de hacer la 

combinación y para hacer la combinación se pueden utilizar solo el fungicida 

po lién icoylos componentes lipopéptidos que tienen por lo menos cierta actividad 

fungicida En otras formas de realización, los hongos objetivo son fitopatógenos, 

como por ejemplo patógenos posteriores a la

cosecha, como por ejemplo y patógenos fúngicos de

alimentos o piensos, como por ejemplo y ^ ^ ^ m ;  y

patógenosfúngicos humanos,como por ejemplo

En el método anterior también se puede u tiliz a ra ^ a c c ^ a ^ o ^ c e ^ c e ^ e ^ a e  como 

patógeno objetivo, como un modelo para En una instancia, el

componente fungicida poliénico de la combinación que se prueba es natamicinao 

un derivado de la m ism aon is ta tinaoun  derivado de la m isma.En otra instancia, 

los lipopéptidos que se prueban s o n u n o o m á s  compuestos del tipo surfactina, 

compuestos de tipo iturina, compuestos de tipo fengicina y/o fusaricidinas
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BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS

[0018] La Figura 1 muestra el crecimiento porcentual de Saccharomyces 

cerevisiae en comparación con un control negativo (sin recibir tratamiento) en 

presencia de (i) un extracto crudo de lipopéptidos de Bacillus subtilis QST713 y 

natamicina, (ii) lipopéptidos solos, o (iii) natamicina sola.

[0019] La Figura 2 muestra el crecimiento porcentual de Penicillium 

expansum en comparación con un control negativo en presencia de (i) un extracto 

crudo de lipopéptidos, (ii) natamicina, y (iii) lipopéptidos y natamicina.

[0020] La Figura 3 muestra el crecimiento porcentual de Penicillium

expansum en comparación con un control negativo en presencia de (i) natamicina, 

(ii) un extracto de lipopéptido crudo, (iii) diversos lipopéptidos semi-purificados o 

purificados (iv) combinaciones de natamicina y un extracto de lipopéptidos crudo y 

(v) combinaciones de natamicina y cada lipopéptido semi-purificado o purificado o 

pueden ser todos lipopéptidos semi-purificados o purificados. Tal como se utiliza 

en la figura, “N” se refiere a natamicina; “lipo crudo” se refiere al extracto de 

lipopéptido crudo; “I” se refiere a los compuestos de tipo iturina semi-purificados; 

“F” se refiere a los compuestos de tipo fengicina semi-purificados; y “S” se refiere a 

los compuestos de tipo surfactina purificados.

[0021] La Figura 4 muestra el crecimiento porcentual de Geotrichum

candidum en comparación con un control negativo en presencia de (i) natamicina, 

(ii) un extracto de lipopéptido crudo, (iii) diversos lipopéptidos semi-purificados o 

purificados, (iv) combinaciones de natamicina y un extracto de lipopéptido crudo, y 

(v) combinaciones de natamicina y cada lipopéptido semi-purificado o purificado. 

Tal como se utiliza en la figura, “N” se refiere a natamicina; “L” se refiere al 

extracto de lipopéptido crudo; “I” se refiere a los compuestos de tipo iturina semi- 

purificados; “F” se refiere a los compuestos de tipo fengicina semi-purificados; y 

“S” se refiere a los compuestos de tipo surfactina purificados.

[0022] La Figura 5 muestra el crecimiento porcentual de Geotrichum

candidum en comparación con un control negativo en presencia de (i) nistatina, (ii) 

un extracto de lipopéptido crudo, (iii) diversos lipopéptidos semi-purificados o 

purificados, (iv) combinaciones de nistatina y un extracto de lipopéptido crudo, y
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(v) combinaciones de nistatina y cada lipopéptido semi-purificado o purificado. Tal 

como se utiliza en la figura, “Ny” se refiere a nistatina; “L” se refiere al extracto de 

lipopéptido crudo; “I” se refiere a los compuestos de tipo iturina semi-purificados; 

“F” se refiere a los compuestos de tipo fengicina semi-purificados; y “S” se refiere a 

los compuestos de tipo surfactina purificados.

[0023] La Figura 6 muestra el crecimiento porcentual de Geotrichum citri- 

aurantii en comparación con un control negativo en presencia de (i) natamicina, (ii) 

un extracto de lipopéptido crudo, (iii) diversos lipopéptidos semi-purificados o 

purificados, (iv) combinaciones de natamicina y un extracto de lipopéptido crudo; y 

(v) combinaciones de natamicina y cada lipopéptido semi-purificado o purificado. 

Tal como se utiliza en la figura, “N” se refiere a natamicina; “L” se refiere al 

extracto de lipopéptido crudo; “I” se refiere a los compuestos de tipo iturina semi- 

purificados; “F” se refiere a los compuestos de tipo fengicina semi-purificados; y 

“S” se refiere a los compuestos de tipo surfactina purificados.

[0024] La Figura 7 muestra el crecimiento porcentual de Geotrichum citri- 

aurantii en comparación con un control negativo en presencia de (i) nistatina, (ii) 

un extracto de lipopéptido crudo, (iii) diversos lipopéptidos semi-purificados o 

purificados, (iv) combinaciones de nistatina y un extracto de lipopéptido crudo, y 

(v) combinaciones de nistatina y cada lipopéptido semi-purificado o purificado. Tal 

como se utiliza en la figura, “Ny” se refiere a nistatina; “L” se refiere al extracto de 

lipopéptido crudo; “I” se refiere a los compuestos de tipo iturina semi-purificados; 

“F” se refiere a los compuestos de tipo fengicina semi-purificados; y “S” se refiere a 

los compuestos de tipo surfactina purificados.

[0025] La Figura 8 muestra el crecimiento porcentual de Saccharomyces 

cerevisiae en comparación con un control negativo en presencia de (i) natamicina,

(ii) un extracto de lipopéptido crudo, (iii) diversos lipopéptidos semi-purificados o 

purificados, (iv) combinaciones de natamicina y un extracto de lipopéptido crudo, y 

(v) combinaciones de natamicina y cada lipopéptido semi-purificado o purificado. 

Tal como se utiliza en la figura, “N” se refiere a natamicina; “L” se refiere al 

extracto de lipopéptido crudo; “I” se refiere a los compuestos de tipo iturina semi- 

purificados; “F” se refiere a los compuestos de tipo fengicina semi-purificados; y



se compuestos de tipo p u ja d o s

^026] La F igura^m uestrae i crecimiento porcentual de ^ a c c ^ o ^ c e ^  

c e ^ e ^ a e  en comparación con un control negativo en presencia de (i) nistatina, (ii) 

un extracto de lipopéptido crudo, (iii) diversos lipopéptidos semi puriticados o 

purificados, (iv) combinaciones de n ista tinaoun extracto de lipopéptido crudo,y 

(v)com binacionesdenistatinaocada lipopéptido sem ipurificadoopurificado Tal 

como se utiliza en la figu ra ,“Ny” se re fie rean is ta tina^L” se refiere al extracto de 

lipopéptidocrudo;T  se re fie rea los  compuestos de tipo iturina semipurificados; 

“F” se re fierealos compuestos de tipo fengicina s e m ip u r if ic a d o s ;o ^s e re fie re a  

los compuestos de tipo surfactina purificados

^ 2 7 ]  Todas las publicaciones, patentes o solicitudes de patente, 

incluyenatodas las figurasyapéndicesgue figuran en las mismas,se incorporan 

como referencia en la misma extensión que si se indicase gue cada publicacióno 

solicitud de patente individual se incorpora especifica e individualmente como 

referencia

La siguiente descripción incluyen información que puede ser útil 

para comprenderla presente invención La misma n o e s  una admisión de que 

nada de la información que se provee aqui es arte anterior ni que sea relevante 

para la invención que se reivindica en la presente, ni tampoco que ninguna de las 

publicacionesa la sq ue se ba ce re fe re n c ia esp e c ifica o im p lic ita m en te sea a rte  

anterior

La presente invención abarca combinaciones sinérgicas de 

fungicidas poliénicos con antibióticos péptidos no ribosomales, diferentes de 

enzimas, para el control de patógenos microbianos, como porejem plo bongos, 

oomicetesy/o bacterias.

[003^ Los fungicidas poliénicos de la presente invención son 

antibióticos antifúngicos con un anillo lactonamacroclclico que tiene (i) una parte 

po lieno lipo filicarig idayuna parte b idrofilicabidroxiladaflexibley(ii) la capacidad 

de unirse a un esterol en la membrana celular de la mayoría de los bongos, 

principalmente ergosterol El anillo lactona macrociclico puede tener 12 40
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carbonos, 6-14 grupos hidroxilo y puede estar conectado o no a un carbohidrato. 

El anillo puede ser conectado a uno o más azúcares tales como un azúcar simple 

con cinco o más unidades de carbono, un desoxi azúcar, amino azúcares y otros 

similares, que contienen grupos sustituyentes unidos al anillo que incluyen 

conexiones oxigenadas. Los fungicidas poliénicos de la presente invención se 

pueden obtener de una especie de bacterias Streptomyces. Dichos fungicidas 

incluyen natamicina, nistatina, amfotericina B, aureofungina, filipin y lucensomicina 

así como derivados de las mismas. Los ejemplos de derivados incluyen a los 

derivados de amfotericina B descritos en la Patente de los EE.UU. No. 5.606.038, 

por ejemplo, o los derivados/análogos de nistatina tales como S44HP, NYST1068, 

y la octaeno nistatina descrita en Bruheim et al., ANTIMICROBIAL AGENTS AND 

CHEMOTHERAPY, Nov. 2004, pp. 4120-4129. Los derivados son análogos de 

origen natural de moléculas de origen o compuestos sintéticos o semi-sintéticos 

derivatizados a partir de una molécula de origen que retiene por lo menos cierta 

actividad fungicida en comparación con las moléculas de origen. En algunas 

formas de realización, los derivados tienen por lo menos la misma actividad 

fungicida o una mayor actividad en comparación con las moléculas de origen. Los 

derivados incluyen sales y solvatos y otras formas modificadas con una mayor 

solubilidad en comparación con las moléculas de origen.

[0031] Los antibióticos péptidos no ribosomales (NRPs) de la presente 

invención son péptidos no ribosomales que afectan la membrana celular o pared 

celular, excluyendo a las enzimas. Dichos antibióticos NRP son sintetizados por 

grandes complejos enzimáticos denominados sintetasas de péptidos no 

ribosomales, en vez de serlo por los ribosomas. El término “antibiótico”, según se 

usa aquí, se refiere a la capacidad de matar o hacer más lento el crecimiento de 

los patógenos microbianos, como por ejemplo hongos, oomicetes y/o bacteria. En 

Internet hay una base de datos de péptidos no-ribosomales denominada Norine y 

se la describe en Caboche, S., et al., “NORINE: A Database of Nonribosomal 

Peptides”, Nucleic Acids Research, 36:D326-D331, (2008). Los antibióticos NRP 

de la presente invención afectan las membranas celulares, incluyendo a las 

membranas de las organelas, o las paredes celulares. Las membranas o paredes
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se pueden periurbar por diversos de la síntesis

de componentes de ias membranasoparedesoeiuiares; perturbación fisioa de ios 

componentes de ia membrana ceiuiar, como por ejemplo por permeabiiización de 

ias membranas de fosto iip idos,yasea p o rso iu b iiiza c ió nd e iam e m b ran a op o r 

perturbación osmótica; o uniéndose a moléculas pequeñas en la membrana 

celular

^032] Los NPPantitúngicos que afectan la pared celular de la presente 

invención incluyen a las equinocandinas, que son lipopéptidos anfifílicos semi- 

sintéticos compuestos de un núcleo bexapéptido cíclico conectadoauna cadena 

lateral del lípido configurada variablemente Las equinocandinas inhiben la síntesis 

d e l^ ^ g lu c a n o ,u n  componente polisacárido predominante de la pared celular de 

los ascomicetes que conserva la integridad osmótica de la célula y está

relacionado con división y el crecimiento de la célula Las equinocandinas 

incluyen; caspofungina,micafunginayanidulafungina

[0033] Los N ^P antifúng icosque perturban la membrana celu larde la 

presente invención también incluyen lipopéptidos, como por ejemplo péptidos 

cíclicos anfifílicos que se pueden obtener de diversas bacterias, incluyen

sp , sp , y sp ^egún se usa aquí, el término

“lipopéptidos” se refiereapéptidos cíclicos anfifílicos

[0034] En algunas formas de realización, dichos péptidos cíclicos

anfifílicos están compuestos por entre se isyd iezoam inoác idosconectadosaun  

ácido graso [3am inadoo[3hidroxilado,com o por ejemplo los compuestos de tipo 

fengicina, los compuestos de tipo iturina, los compuestos de tipo surfactinaylas 

fusaricidinas Los compuestos de tipo iturina están compuestos por siete 

am inoác idosyestánconectadosaun  ácido graso cam inado La longitud d é la  

cadena de ácido graso puede variarentre y Dichos compuestos se 

pueden obtener de diversas especies de incluyendo a y

Las iturinasysus variantes se describen en O ng ena ,l^ l,e t al., 

“Bacillus Lipopeptides;Versatile^eaoons for PlantsDiseaseBiocontroIBTrendsin 

^licrobioloqy,1 6 ^ ;H 5 -1 2 5 , ^007). Los compuestos de tipo iturina de la presente 

invención incluyen uno o más de los siguientes compuestos; bacilomicina O,
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bacilomicina F, bacilomicina L, bacilomicina LC (que también se conoce como 

bacilopeptina), micosubtilina, iturina A, iturina AL, e iturina C (donde los últimos tres 

compuestos se denominan aquí en conjunto iturinas).

[0035] Los compuestos de tipo fengicina están compuestos por diez 

aminoácidos conectados a un ácido graso (3-hidroxilado con una cadena, cuya 

longitud varía entre C14 y C18. Dichos compuestos se pueden obtener de diversas 

especies de Bacillus, incluyen subtilis, amiloliquefaciens, cereus y thuringiensis y 

de Streptomyces sp. Los compuestos de tipo fengicina se describen en Ongena, 

citado anteriormente. Los compuestos de tipo fengicina que son apropiados para 

las composiciones descritas aquí incluyen fengicina A, fengicina B, plipastatina A, 

plipastatina B, las plipastatinas de una Streptomyces sp. descrita en Kimura, et al., 

“SNA 60-367 - New Peptide Enzyme Inhibitors against Aromatase,” Journal of 

Antibiotics, 50(6): 529-531, (1997), y agrastatinas, según se describe en la Patente 

de los EE.UU. No. 6.291.426 (donde las últimas cuatro de la lista se denominan 

aquí en conjunto plipastatinas).

[0036] Los compuestos de tipo surfactina están compuestos por siete 

aminoácidos conectados a un ácido graso 3-hidroxilado con una cadena cuya 

longitud varía entre C13 y C16. Dichos compuestos se pueden obtener de diversas 

especies de Bacillus, incluyen subtilis, amiloliquefaciens, coagulans, pumilus y 

licheniformis. La familia de compuestos surfactina ha sido descrita en Ongena, 

citado anteriormente. Los compuestos de tipo surfactina de la presente invención 

incluyen uno o más de los siguientes compuestos: esperina, liquenisina, 

pumilacidina y surfactina.

[0037] Las fusaricidinas están compuestas por seis aminoácidos 

conectados a un ácido 15-guanidino-3-hidroxipentadecanoico. Las fusaricidinas se 

pueden obtener de PaeniBacillus sp., incluyendo polimyxa. La familia de 

compuestos de la fusaricidina ha sido descrita en Choi, S-K, et al., “Identification 

and Functional Analysis of the Fusaricidin Biosynthetic Gene of Paenibacillus 

polymyxa E681,” Biochemical and Biophvsical Research Communications, 365:89- 

95, (2008). Las fusaricidinas de la presente invención incluyen a uno o más de los 

siguientes compuestos: fusaricidinas A-D y fusaricidinas LI-F03, LI-F04, LI-F05, Ll-
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[003^ Se sabe que producen

combinaciones de diversos lipopéptidos poseen a ce d a d  fungicida sinérgica. En 

una forma de realización, ei componente lipopéptido de ia composición contiene 

una combinación de lipopéptidos de por lo menos dos de las siguientes clases de 

lipopéptidos: compuestos de tipo surfactina, compuestos de tipo iturina, y 

compuestos de tipo fengicina. En otra forma de realización, la combinación 

contiene d o so m á s  de los siguientes compuestos: iturina A s,p lipas ta tin asA yB , 

fe n g ic in a sA y  O ysurfactina. En aúnotra forma derealización, la combinación 

contiene u n o o m á s d e  los siguientes compuestos: iturina A s,p lipasta tinasA yO , 

fe n g ic in a sA y8 ,surfactinayagrastatina

^039] Los lipopéptidos de la presente invención son producidos por una 

o más bacterias, como por ejemplo aquellas descritas anteriormente, o se 

sintetizan químicamente. El té rm ino“caldo de fermentación”, según se usa aquí, 

se refiere al medio de cultivo que se obtiene como resultado luego de la 

fermentación de un microorganismoyabarca al m icroorganism oyalas partes que 

lo componen, sustratos en bruto sin utilizar, y metabolitos que produce el 

microorganismo durante la fermentación,entre otras cosas E ltérm ino^só lidode 

fermentación”, según se usa aqui, se refiere a un caldo de fermentación 

concentrado y/o secado. El término “producto de fermentación”, según se usa 

aqui,se re fiereaun caldo de fermentación y/o sólidos de fermentación.El término 

“lipopéptidos”, según se usa aqui,se refierealipopéptidos que forman parte de un 

producto de ferm entaciónyalipopéptidos que están purificados por lo menos en 

cierta extensión,ya sea sintetizados quimicamenteoproducidos biológicamente.

^040] Los métodos para cultivar bacterias son bien conocidos en el arte. 

Los procesos de cultivos microbianos a gran escala convencionales incluyen 

fermentación sumergida,fermentación en estado só lido ,ocu ltivo en la superficie 

de liquides Para los ^ a c ^ ^ ,b a c ia  el final de la fermentación,amedida que se 

agotan los nutrientes, las células comienzan la transición de la fase de crecimiento 

a la  fase de esporulación,de manera tal que el producto final de la fermentación 

consisteprincipalm enteenesporas,m etabolitosym edio de fermentación residual.



Lo es porie del dolo de vldo noturol de moohos y

generolmeote es lololodo por lo oélulo en respuesto o uno llmltoolón de los 

nutrientes Poro lo presente Invención, lo fermentoolón se configuro poro obtener 

oltos niveles de llpopéptldosyporo promover lo esporuloclón

[004^ Loscélulos,esporosym etobolltosbocterionos en los medios de 

cultivo que se obtienen como resultado de lo fermentoclón(es decir, el coido de 

fermentoclón)se pueden utlllzordlrectom enteose pueden concentror (poro riocer 

un sólido de fermentoclón) por métodos Industrióles convenclonoles, como por 

ejemplo centrlfugoclón, filtración de flujo tangencial, filtración de profundidad, y 

evoporoclón En olgunos formos de reollzoclón, el sólido de fermentoclón 

concentrado se lava, por ejemplo, mediante un proceso de dlaflltraclón, para 

eliminar el caldo de fermentaclónylos metabolitos residuales

^ 4 2 ]  El caldo de fermentaclónolos sólidos de fermentación se pueden 

secar con agregado de veblculososln realizar dlcbo agregado usando procesoso 

métodos de secado convencionales tales como secado por aspersión, lloflllzaclón, 

secado en bandejas, secado en lecbo fluldlzado, secado en tambor, o 

evaporación. Los sólidos de fermentación secos gue se obtienen como resultado 

se pueden continuar procesando,como por ejemplo por mollendaogranulaclón, 

para obtener untom oño de pa rtlcu lao fo rm ato fls lco  especifico Los vehículos, 

gue sedescrlben másadelante, también se pueden agregar luegodel secado, 

según sea apropiado para el método de uso gue se desea.

Los lipopéptidos producidos bacterialmente se pueden separar de 

las células bacterlanasose pueden continuar purificando para separarlos de otros 

componentes bacterianosy,en algunas formas de realización,separándolos entre 

si El término ^preparado libre de células^ se re flereaun caldo de fermentación del 

cual se han eliminado las cé lu lasose  han eliminado sustanclalmenteatravés de 

medios bien conocidos poroguellos con experlenclo en el arte ^continuación se 

describen algunos métodos para crear preparados libres de células. Los 

preporodos del coido de fermentoclón libres de célulos se puede obtener por 

cuolgulero de los medios conocidos en el orte, como por ejemplo extracción, 

centrifugación y/o filtración del caldo de fermentación Aquellos con experiencia en



que ios denominados preparados de pueden no

estar exentos de oéiuias sino que pueden estar prinoipaimenteii^res de oéiuiaso 

sustanoiaimenteiii^resdeoéiuias, dependiendo d e ia té o n io a q u e  se utiiioe(por 

ejempio, de iaveiooidad de oentrifuqaoión) para eiiminar ias oéiuias.Ei preparado 

iii^re de oéiuias que se obtiene oomoresuitado se puede seoary/o torm uiaroon 

componentes que contribuyen a su apiioaoión partiouiar Los métodos de 

oonoentraoiónyiastéonioas de seoadodesoritos anteriormente para e ioaido de 

fermentación también se pueden apiioaraios preparados iibres de oéiuias

^044] En acunas formas de reaiizaoión, iue^o de haoer un preparado 

iii^redeoé iu iasporoentrifu^ao iónde ioa idodeferm entao ión, iosm eta^o iitosse 

pueden purifioar mediante una fiitraoión de exoiusión por tamaños tai oomooon ias 

resinas Sephadex, inoiuyendo y y G25 que agrupan a ios

metahoiitos en diferentes fraoo ionesen i^aseaoortesse^únsupesom oieou ia r, 

oomo por ejempio pesos moieouiares menores de aproximadamente 2000 Oaiton, 

menores de aproximadamente 1500Daiton, menores de aproximadamente 1000 

O a itone to ,ya  que ios iipopéptidos se encuentran entre ios 800 0 a itony io s1 60 0  

Oaiton

[004^ Ei término ^extraoto orudo^ se^ún se usa aqui, se refiere a 

extraotos dei oaido de fermentación en soiventes or^ánioos, oomo por ejempio 

extraotos en aoetato de etiio, en ei ouai ei extraoto está enriquecido en 

iipopéptidos E n e iE je m p io l se ha desorito un método para obtener un extraoto 

orudodeiipopéptidosdeunouitivoi^aoteriano

[0046] Ei término ^semi purifioado^, se^ún se usa aqui, se refiere a 

iipopéptidosaisiados de oaidos de fermentaoión que son entre aproximadamente 

50^yaproxim adam ente 9 0 ^  puros Ei término ^purifioado^,se^ún se usa aqui,se 

re fie rea iipopéptidosquesehana is iadodeoaidosdeferm entao iónquesonentre  

ap rox im adam ente91^y aproximadamente 100^ó puros Los iipopéptidosde ia 

presente invenoión puede ser ya sea purifioadososemipurifioados.

[0047] En una forma de reaiizaoión, ios iipopéptidos de ia presente 

invenoión se obtienen de o se utiiiza un produoto de

fermentaoión de OST713 oomo ei iipopéptido que oontiene ai



componente de la composición. Bacillus subtilis QST713, sus mutantes, sus 

sobrenadantes, y sus metabolitos lipopéptidos, y métodos para su uso en el 

control de patógenos de plantas e insectos se han descrito completamente en las 

Patentes de los EE.UU. Nos. 6.060.051; 6.103.228; 6.291.426; 6.417.163 y 

6.638.910. En dichas patentes, la cepa se denomina AQ713. Bacillus subtilis 

QST713 se ha depositado en la NRRL el 7 de mayo de 1997, conforme al Tratado 

de Budapest en el International Recognition of the Deposit of Microorganisms for 

the Purpose of Patent Procedure con el Número de Acceso B21661. Todas las 

referencias a QST713 en la presente memoria descriptiva se refieren a Bacillus 

subtilis QST713. En la Solicitud de Patente de los EE.UU. No. 13/330.576 se 

describen variantes particulares de Bacillus subtilis QST713 (por ejemplo, Bacillus 

subtilis AQ30002 y AQ30004, depositados con los Números de Acceso NRRL B- 

50421 y NRRL B-50455) que también pueden ser apropiadas para la presente 

invención.

[0048] En otras formas de realización, como fuentes de lipopéptidos para 

la presente invención se utilizan otras cepas de Bacillus capaces de producir 

lipopéptidos. Como se describió anteriormente, el caldo de fermentación o los 

extractos del caldo de fermentación se pueden utilizar como el componente que 

contiene al lipopéptido de la combinación fungicida sinérgica de la presente 

invención. En los ejemplos se describen métodos para obtener lipopéptidos de un 

caldo de fermentación de QST713. La obtención de lipopéptidos del caldo de 

fermentación de bacterias Bacillus, en general, y el análisis de la presencia de 

lipopéptidos en los caldos de fermentación son bien conocidos por aquellos con 

experiencia en el arte, de manera tal que un técnico con experiencia puede 

identificar fácilmente otras cepas bacterianas apropiadas para la presente 

invención. Las cepas de Bacillus que producen diversos lipopéptidos se describen 

en el artículo de revisión de Ongena (Trends in Microbioloqy (2007) Vol. 16, No. 3) 

citado anteriormente. Hay muchos otros artículos donde se describen cepas de 

Bacillus productoras de lipopéptidos y métodos para extraer lipopéptidos de los 

caldos de fermentación de such cepas: véanse; por ejemplo, Alvarez, F., et al. 

"The plant-associated Bacillus amyloliquefaciens strains MEP2I 8 and ARP23



capaba of produoing the oyolio ^opeptides iturin orsurfaotin and fengyoin are 

effeotive in hiooontroi of soierotinia sfem rof disease^ Journal of Appiied 

^iorobioloov (2011)112: 15917^0noena.^etalB^nvolvementoffenovointype 

lipopeptides in the multifaoeted biooontrol potentiai Applied

^iorobioioov 8ioteohnoiogy(2005)69: 2 9 - 3 ^ ^ a n ^  Y , e ta i ,  "Separation and 

e x t ra o t io n o fa n t im io ro b ia ii ip o p e p t id e s p ro d u o e d b y ^ a ^ ^ a ^ ^ ^ e ^ e ^ E S  

2w ithm aoroporousresin^ u r  Food Res Teohnoi. (2010) 231:189196

^049] Las composiciones de ia presente invención pueden incluir 

vehículos, queson ingredientes inertes d e la fo rm u la c ió n q u e se  agregan a las 

composiciones que comprenden un producto de fermentación que contiene 

lipopéptidos, preparados libres de células de lipopéptidos o extractos de 

lipopéptidos purificados, sem ipurificadosocrudos para mejorarla recuperación, 

eficacia, o las propiedades físicas y/o para contribuir a su envasado y 

administración Oichos vehículos se pueden agregar individualmente o en 

combinación

[005^ Las composicionesde la presente invención se pueden utilizar 

para diversos propósitos,que incluyen la protección de cosechasyde frutos luego 

de la cosecha, hortalizas y plantas; como conservantes para cosméticos, 

alimentos procesados, piensos para animales, o maderas; y para aplicaciones 

farmacéuticas y veterinarias. Dependiendo de la aplicación particular, las 

composiciones se formularán con vehículos apropiados para contribuir a su 

aplicaciónoadministración Enalgunasform asderea lización, losvehícu losare 

agentes antiapelmazantes, agentes antioxidantes, agentes para aumentar el 

volumen, y/o protectores. Los ejemplos de vehículos útiles incluyen polisacáridos 

(almidones,maltodextrinas,metilcelulosas, proteínas, como por ejemplo proteína 

de suero, péptidos, gomas), azúcares (lactosa, trehalosa, sacarosa), lipidos 

(lecitina, aceites vegetales, aceites minerales), sales (cloruro de sodio, carbonato 

de calcio, citrato de sodio), silicatos (arcillas, sílice amorfa, sílices 

ahumadas/precipitadas,salessilicato),ceras,aceites,alcoholesytensioactivos

[005^ Los vehículos apropiados como aditivos para piensos para 

animales se establecen en la American Feed Control Officials, IncBs Official



que se anuamente Véase, por

de American Feed Control O ^ o ia ^ S h a ro n ^ re b s ^ e ^ o ^ e d io ió n  de 2006, ISBN 

1 8 7 8 ^ 1 8 9

[0052] Las composiciones que se utilizan para aplicaciones 

farmacéuticas o veterinarias se combinan con vehículos farmacéuticamente 

aceptables que pueden variar, dependiendo de la modalidad de administración

[0053] Las composiciones de la presente Invención se pueden aplicara 

un sitio que necesita tratamiento, en una cantidad efectiva para controlar un 

patógeno. El término "controlara, según se usa aqui, significa m a ta ro  inh ib ire l 

crecimiento del patógeno En una forma de realización, el patógeno es un hongo 

En otra, el patógeno es un oomicete

[0054] En una forma de realización, el fungicida poliénico y el

com ponentequecontieneal lipopéptido(porejem plo lipopéptidospurificadoso 

semi purificados, extractos crudos, productos de fermentación o productos 

sintetizadosoderivatizados químicamente) se aplican en una p ro p o rc ió n e  (peso 

enpeso) En otra,la proporción de fungicida poliénicoacomponente que contiene 

al lipopéptido es de aproximadamente 2 :1, aproximadamente 3:1, 

aproximadamente 4:1, aproximadamente 5:1, aproximadamente 10:1,

aproximadamente 15:1,aproximadamente 20 :1 ,oaproximadamente 50 :1 .En otra, 

la proporción de fungicida poliénico a proteina no ribosomal es de

aproximadamente 1:2, aproximadamente 1:3, aproximadamente 1:4,

aproximadamente 1:5, aproximadamente 1:10, aproximadamente 1:15,

aproximadamente1:20,oaproximadamente1:50

[0055] En una forma de realización especifica, se pueden proveer el 

fung ic idapo lién icoyun componente que contiene lipopéptido que incluye unoo  

más lipopéptidos en diversas proporciones peso en peso (p/p) en la composición 

En una forma de realización, la proporción peso en peso entre el fungicida 

po lién icoye l componente que contiene lipopéptido es de entre aproximadamente 

500:1 yaproximadamente 1:500 En otra forma de realización,la proporción peso 

en peso entre el fungicida po lién icoye l componente que contiene lipopéptido es 

de entre aproximadamente 100:1 yaproximadamente 1:100 En otra forma de



la propordón peso en peso entre el fung ió la  pollénloo y el 

componente que oontiene lipopéptido es de entre aproximadamente 10:1 y 

aproxlmadamente1:10. En otra torma de realización, la proporción peso en peso 

entre el fungicida po lién icoye l componente que contiene lipopéptido es de entre 

aproxlmadamente5:1 y aproximadamente 1:5. En o tra fo rm a d e  realización, la 

proporción peso en peso entre el fungicida poliénicoyelcomponente que contiene 

lipopéptido es de entre aproximadamente 2:1 y aproximadamente 1:2 En otra 

forma de realización, la proporción peso en peso entre el fungicida po lién icoye l 

componente que contiene lipopéptido es de aproximadamente1:1

[0056] En una forma de realización, la composición se aplica a una 

p la n ta o aun  hongo comestible(seta)cultivado En las aplicaciones en plantas,las 

composiciones se pueden aplicaracualquier parte de una planta,incluyendo sus 

ra le e s ,fo lla je ,o fru to s ,o a l área que ro d e a a la  planta, incluyendo al suelo que 

rodea la planta. En aplicaciones en hongos (setas), las composiciones se pueden 

ap lica rahongos(se tas)oam ice lios de hongos (se tas)oa lcom post para hongos 

(setas) La aplicación se puede realizar antes, cuando se está plantando y/o 

después Algunos patógenos indicativos son ^ ^ a ^ ^ s p  , ^ o ^ ^ s p  , ^ e ^ c ^ ^  

sp., ^ z o c ^ a s p . ,  T ^ o ^ e ^ a s p  (mohoverde), ^ ^ ^ s p  y ^ ^ o ^ ^ a  

sp La determinación de las tasasde  aplicación para las composiciones de la 

presente es bien conocida por aquellos con experiencia en el arte Lina 

composición de la presente invención generalmente constituirá en entre 0,005 g/L 

y 100 g/L de cada uno del fungicida poliénicoyla(s)protelna(s) no ribosomal(es), 

como por ejemplo un lipopéptido En una forma de realización en la cual la 

composición sinérgica se ap licaauna p lanta,aúna parte de una p la n taoa l área 

que rodea la p la n ta o a u n  hongo comestible (seta) cultivado,micelios de hongos 

(setas) o compost para hongos (setas), el componente fungicida poliénico es 

natamicinaoun derivado de la misma

En otra forma de realización la aplicación se realiza en alimentos 

posterio resa la  cosechaym ateriales vegetales no comestibles posterio resa la  

cosecha, como por ejemplo materias primas para biocombustible Los alimentos 

posteriores a la cosecha, según se usa aqui, se refieren a frutos, hortalizas.
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granos, semillas oleaginosas, y cualquier otro vegetal comestible y frutos secos 

luego la cosecha en el campo pero antes del envasado. Los patógenos posteriores 

a la cosecha indicativos inciuyen, pero de manera no taxativa: Botrytis cinerea 

(moho gris), especies patógenas de Colletotrichum tales como Colletotrichum 

acutatum, Colletotrichum coccodes, Colleotrichum musa, y Colletotrichum capsici, 

Erwinia carotovora subsp. carotovora, Geotrichum candidum, Geotrichum citri- 

aurantii (podredumbre acida), Helminthosporium solani (sarna plateada de la 

papa), Monilinia fructicola (podredumbre marrón), Penicillium sp., incluyendo a las 

variedades digitatum (moho verde de los cítricos) y expansum (moho azul de los 

frutos de pepitas), Rhizopus sp. (podredumbre acuosa por Rhizopus), Aspergillus 

niger (moho negro), Thielaviopsis basicola (podredumbre negra de la zanahoria), 

podredumbre de frutos por mucor (por ejemplo, Mucor piriformis en peras), y 

Alternaría en raíces (que afecta principalmente a las zanahorias, al brócoli, a las 

papas, pimientos, manzanas, kiwis, peras, membriiios y tomates). La 

determinación de las tasas de aplicación para las composiciones de la presente 

para alimentos posteriores a la cosecha y materiales vegetales no comestibles 

posteriores a la cosecha es bien conocida por aquellos con experiencia en el arte. 

En una forma de realización donde la composición se aplica a los alimentos 

posteriores a la cosecha y a materiales vegetales no comestibles posteriores a la 

cosecha, como por ejemplo a materias primas para biocombustible, el componente 

fungicida poliénico es natamicina o un derivado de la misma.

[0058] En aún otra forma de realización la aplicación se realiza a los 

alimentos o piensos. El término alimentos, según se usa aquí, incluye alimentos 

procesados, como por ejemplo productos lácteos, panes, tortillas, fiambres, y 

productos de panadería; alimentos semiprocesados o mínimamente procesados, 

como por ejemplo carnes, frutos y hortalizas cortados; y alimentos envasados, 

como por ejemplo lechuga, espinaca y otras hortalizas envasadas. El término 

“piensos” incluye piensos para animales procesados y ensilados. En dichas 

aplicaciones, los patógenos objetivo son patógenos que inducen el deterioro y 

productores de micotoxinas. Los patógenos indicativos son Aspergillus sp., 

Penicillium sp. y Fusarium sp. La determinación de las tasas de aplicación para las

2£x
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composiciones de la presente es bien conocida por aquellos con experiencia en el 

arte. Los niveles de dosis y los métodos de aplicación recomendados se describen 

en detalle en numerosas referencias, incluyendo: Davidson, P. Michael, et al., 

eds., Antimicrobials in Food, 3a ed. CRC Press 2005, Cap. 8, pp. 275-289. En una 

forma de realización en la cual la composición sinérgica de la presente invención 

se aplica a alimentos o piensos, el componente fungicida poliénico es natamicina o 

un derivado de la misma.

[0059] En otra forma de realización la aplicación se realiza en un 

humano o un animal. En aplicaciones en humano y veterinarias, las composiciones 

se aplican tópicamente a la piel y a las membranas mucosas para controlar 

Candida albicans y/o Fusarium sp. En una forma de realización, las composiciones 

se utilizan para prevenir o tratar infecciones vaginales, especialmente aquellas 

causadas por Candida albicans pero también aquellas causadas por C. glabrata, 

C. Parapsilosis, C. guilliermondii, y C. tropicalis. En una forma de realización en la 

cual la composición sinérgica se aplica para tratar Candida, el componente 

fungicida poliénico es nistatina. En humanos, las composiciones de la presente 

invención también se pueden aplicar a las uñas, al cuero cabelludo y a la piel para 

controlar dermatofitos, como por ejemplo Trichophyton, Epidermophyton y 

Microsporum, que son responsables de una variedad de manifestaciones de 

enfermedades que se localizan en las estructuras queratinizadas del cuerpo (piel, 

uñas y cabello). En los humanos, las composiciones se pueden administrar como 

pastillas, para tratar la candidiasis oral o en forma oral para tratar o prevenir la 

candidiasis intestinal. Las composiciones de la presente invención también se 

pueden utilizar para tratar infecciones de la córnea por Aspergillus y Fusarium. En 

una forma de realización donde las composiciones se utilizan para tratar 

infecciones de la córnea, el componente fungicida poliénico de la composición es 

natamicina o un derivado de la misma. La determinación de las tasas de 

administración apropiadas para las composiciones de la presente se encuentra 

dentro del conocimiento de alguien con experiencia en el arte.

[0060] En algunas formas de realización, se identifica un sitio que 

necesita tratamiento antes de aplicar o administrar las composiciones.

24
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[006^ En uniforma de reacción, las oompos îones pueden intuir 

uno o más vehloulos farmaoéu^oamente aceptares Los vehloulos 

farm aoéu^oam enteaoep^es pueden vana^dependiendo de lo apropiadas que 

sean para las diversas formas de dosifioaoión Enuna forma de realización, las 

composiciones pueden inoluir unoom ás vehículos farmaoéufioamenfe aoepfables 

como una composición tópica. La composición tópica puede tener la forma de una 

crema, gel, aceite, spray, polvo, pasta, a rc illaocua lqu ie ro tra fo rm a , manera o 

método conocidos en el arte para administrar la co m pos ic ión a lap ie lo a un  sujeto 

ya sea hum anooanim al.E l vehículo aceptable contenido en la composición tópica 

puede variar, dependiendo del tipo de la formulación. Por ejemplo, las 

formulaciones de los ungüentos, pastas, cremas o geles pueden comprender 

grasas animales y vegetales, ceras, parafinas, almidón, goma tragacanto, 

derivados de celulosa, polietilenglicoles, silicatos, bentonitas, sílice, talco, óxido de 

cincom ezclas de dichas sustancias

[0 0 ^  En unaform a de realización, las composiciones pueden incluir 

unoom ásveh icu los  farmacéuticamente aceptables como una composiciónoral. 

Las formas de dosificación oral pueden tener la forma de un polvo sólido, 

comprim idos,tabletas,pastillas,pildoras,cápsulas,cápsulas de g e lb lan d aso un  

liquido, yque  se pueden administrar s o la s o e n  una combinación apropiadacon 

otros componentes. Por ejemplo, la composición de la presente invención se 

puede administrar en unoom áscom prim idosopastillas,según sea práctico para 

la facilidad de administración Al preparar la composición en forma de dosificación 

oral, se pueden utilizarcualquiera de los medios usuales Para los preparados 

líquidos (por ejemplo, suspensiones, elixires, y soluciones), se pueden utilizar 

medios que contienen, por ejemplo agua, aceites, alcoholes, agentes 

saborizantes, conservantes, agentes colorantes y otros similares, ^e  pueden 

utilizar vehículos farmacéuticos aceptables tales como almidones, azúcares, 

diluyentes, agentes de granulación, lubricantes^ aglutinantes, agentes 

desintegrantesyotrossim ilares,para preparar sólidos orales (por ejemplo,polvos, 

com prim idos,pildoras,tabletas,cápsulas,ypastillas).tam bién se pueden utilizar 

formas de liberación controlada. Oebido a su facilidad de administración, los
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tabeas, peoras, y cápsulas representa la forma de dosificación 

oral unitaria más ventajosa, en cuyo casoseem plean vehículos sólidos ^1 se 

desea,las tabletas se pueden recubrir con azúcarocon un recubrimiento entérico 

por técnicas estándar ^odos dichos vehículos farmacéutlcosyformulac^ones son 

bien conocidos poraquellos con unaexperlencla norm alen el arte, ^éase, por 

e je m p lo ,^a d e ^^a lle r,^a n d b o o ^o fP h a rm a ce u tlca lE xc lp le n te s^e d  ^994)

Ona forma de realización especifica de la presente Invención 

puede comprender composiciones en una fo rm ade  dosificación de cápsulas de 

gelblandas Las cápsulas de gel blandas consisten e n u n  revestimiento de una 

pieza, sellado, de gelatina blanda que contiene una solución, una suspensión, o 

una pasta semlsóllda Las cápsulas de gel blandas se utilizan predominantemente 

para contener líquidos donde los Ingredientes activos están presentes en estado 

dlsueltoosuspendldo Las cápsulas de gel blandas son ampliamente conocldasy 

se h an u tlllzad o du ra n te m uch o sa ñ osypa ra u na  variedad de propósitos Como 

las cápsulas de gel blandas tienen propiedades que son bastante diferentes de las 

cápsulas rígidas de dos piezas, las cápsulas de gel blandas son capaces de 

retener un material de relleno liquido Las cápsulas de gel blandas frecuentemente 

se utilizan para encapsular materiales para consumo. Incluyendo vitaminas, 

suplementos dietarios, productos farm acéuticos,yotros s im ilares,enun vehículo 

liquido. L a scá p su la sd e g e l blandasson una única forma dedoslflcaclón que 

puede proveer diferentes ventajas respecto de lasform as de dosificación más 

tradlclonalestalescom otabletas,cápsulas de gelatina ríg idas,y lIquIdosO lchas 

ventajas Incluyenelcum pllm lentodel paclentey lapreferencladelconsum ldor, 

mejorblodlsponlbllldad, velocidad dedesarro llode l productoen muchos casos, 

acortamiento del tiempo de elaboración, estabilidad mejorada de la droga debldoa 

la menor exposición del Ingrediente activo al oxigeno, excelente uniformidad de la 

dosis,ydlferenclaclón del producto

En una forma de realización,las composlclonesymétodos de la 

presente Invención puede tener un sabor agradable o tolerable Los sabores 

to le rab lessepuedenobtenerlnc luyendoagentesendu lzantesy/o  saboreantes. 

Los agentes endulzantes que se pueden Incluir en las composiciones de la



presente invención incluyen, como ejemplo y no como limitación: sacarosa, 

fructosa, jarabe de maíz de alta fructosa, dextrosa, sacarina sódica, maltodextrina, 

aspartamo, acesulfame potásico, neohesperidina dihidrochalcona, sucralosa, 

glicirrizinato monoamónico, y otros conocidos por aquellos con una experiencia 

normal en el arte.

[0065] En las composiciones de la presente invención también se 

pueden incluir desintegrantes para facilitar la disolución. Los desintegrantes, 

incluyen agentes permeabilizantes y de capilaridad, son capaces de atraer al agua 

o la saliva hacia las composiciones, lo que promueve la disolución desde el interior 

además de suceder desde el exterior de las composiciones. Dichos agentes 

desintegrantes, permeabilizante y/o de capilaridad que se pueden utilizar en la 

presente invención incluyen, como ejemplo y no como limitación, almidones, como 

por ejemplo almidón de maíz, almidón de papa, almidones pregelatinizados y 

modificados, agentes celulósicos, como por ejemplo Ac-di-sol, arcillas del tipo 

montmorillonita, PVP reticulado, endulzantes, bentonita, celulosa microcristalina, 

croscarmelosa sódica, alginatos, almidón glicolato de sodio, gomas, como por 

ejemplo ágar, goma guar, de algarroba, de caraya, pectina, goma arábiga, xántica 

y tragacanto, sílice con alta afinidad por los solventes acuosos, como por ejemplo 

sílice coloidal, sílice precipitada, maltodextrinas, beta-ciclodextrinas, polímeros, 

como por ejemplo Carbopol, y agentes celulósicos, como por ejemplo 

hidroximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa e hidroxiopropilmetilcelulosa.

[0066] Además de aquellos descritos anteriormente, al preparar las 

composiciones de la presente invención se puede utilizar cualquier carga y 

excipiente apropiado, con la condición de que los mismos sean consistentes con 

los objetivos descritos aquí. Por ejemplo, los aglutinantes son sustancias que se 

utilizan para hacer que las partículas de polvo se adhieran en las granulaciones. 

Dichos compuestos apropiados para utilizar en la presente invención incluyen, 

como ejemplo y no como limitación, acacia, azúcar para comprimir, gelatina, 

sacarosa y sus derivados, maltodextrina, polímeros celulósicos, como por ejemplo 

etilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetil celulosa, carboximetilcelulosa 

sódica y metilcelulosa, polímeros acrílicos, como por ejemplo copolímero ¡nsoluble



de de amonio, oopoiimerodepoiiaon^oopoiimetaoniioo,

povidonas,oopovidonas, aioohoies p o ^ in ^o o s ,á o id o a ^n io o , p in a to  de sodio, 

almidón,almidón pregelatinizado,goma guar, polietilenglioolyotros conocidos por 

aquellos con una experiencia normal en el arte

[0067] Los diluyentes también se pueden incluir en las composiciones de 

la presente invención para mejorar la granulación de las composiciones Los 

diluyentes pueden incluir, como ejemplo y no como limitación, celulosa 

microcristalina,sacarosa,tostatodicálcico,almidones, lactosaypolio les menores 

de 1̂3 átomos de carbono, como porejemplo manitol, xilitol, sorbitol, maltitol y 

aminoácidos farmacéuticamente aceptables, como por ejemplo glicina, y sus 

mezclas

[006^] Los lubricantes son sustancias que se utilizan para formular 

composiciones que reducen la fricción durante la compresión de la composición 

Los lubricantes quesepueden  utilizaren la presente invención incluyen, como 

e jem p loynocom olim itac ión , ácido esteárico, estearato de calcio, estearatode 

magnesio,estearato de cinc, talco,aceites m ineralesyvegetales,ácido benzoico, 

poli(etilenglicol), behenato de glicerilo, estearil fumarato, y otros conocidos por 

aquellos con una experiencia normal en el arte

[0069] Los agentes deslizantes mejoran el flujo de las mezclas en polvo 

duran te lae laboraciónym in im izan la variación de peso descom pos ic ión  Los 

agentes deslizantes que se pueden utilizar en la presente invención incluyen, 

como e jem ploynocom olim itac ión ,d ióx ido  de silicio, sílice coloidaloahum ada, 

estearato de magnesio, estearato de calcio, ácido esteárico, almidón de maíz, 

ta lcoyotros conocidos por aquellos con una experiencia normal en el arte

[0070] En las composiciones de la presente invención también se 

pueden incluir colorantes ^egún se usa aqui,e l térm ino^colorante^incluyealos 

compuestosque se utilizan para con fe rirco lo ra  los preparadosfarmacéuticos 

Dichos compuestos incluyen,como e jem ploynocom olim itación,R ojo l^o.

3, Rojo I^o 20, Amarillo E O ^C ^o  ^, Azul E 0 ^ 0 l^ 0  2 , ^ e r d e 0 ^ ^ 0  5,

Anaranjado l^ o .5 , Rojo O^CI^Io 8 , caram elo,yóxido fé rrico ,ro joyo tros

conocidos por aquellos con una experiencia normal en el arte Los agentes



pueden pigmentos t in tu ^  tinten dióxido débanlo,

agentes ooiorantesnaturaies, o o m o p o re je m p io e x tra o to d e p ie id e  uvas, poivo 

rojo de remoiaohas, heta caroteno, annato, carmín, cúrcuma, paprika y otros 

conocidos por aquellos con una experiencia normai en ei arte

Las suspensiones acuosas para inyección pueden contener 

sustancias que incrementan la viscosidad de la suspensión, como porejem plo 

carhoximetil celulosa sódica, sorbitol, o dextrano. Adiciónalmente, las 

suspensiones de los compuestos activos se pueden preparar según sea 

apropiado,como suspensiones para inyección al aceite Los solventesovehiculos 

lipotilicos apropiados incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo, o 

ésteres de ácido graso sintéticos,como por ejemplo oleato de etilootrig licéridos,o 

liposomas. Para la administración también se pueden utilizar amino polímeros 

policatiónicosnolipidos

[007^ Las composiciones pueden incluir un solubilizante para asegurar 

una buena solubilizacióny/o disolución de los ingredientes activos tales como el 

fungicida y/o lipopéptido. Lln solubilizante también se puede agregar para 

incrementar la solubilidad del fungicida y/o lipopéptido y/u otros componentes, 

como por ejemplo tensioactivos, o para mantener la composición como una 

soluciónodispersiónestableuhomogénea

[007^ Los ejemplos de solubilizantes apropiados incluyen, pero de 

manera no taxativa, a los siguientes: alcoholes y polioles, como por ejemplo 

etanol, isopropanol, butanol, alcohol bencílico, etílenglicol, propilengíicol, 

butanodiolese isómerosde los mismos, glicerol, pentaerítritol, sorbitol, manitol, 

transcutol, dimetilisosorbide, polietilenglicol, polipropilenglicol, alcohol polivinílíco, 

hidroxipropilmetilcelulosayotros derivados de celulosa,ciclodextrinasyderivados 

deciclodextrina: éteres depolietilenglicolescon un peso molecular promedio de 

entre aproximadamente 200yaproximadamente ^0 0 0 ,como por ejemplo alcohol 

tetrahidrofurfurílicoPE^ éter (g lico fu ro l)o m e to x íP E ^a m id asyo tro  compuestos 

que contienen nitrógeno tales com o2pírro lidona,2p iperidona,^capro lactam a,^ 

alquílpirrolídona, ^hídroxíalquilpirrolidona, ^alquilpiperidona, 

alquílcaprolactama, dimetilacetamida y polivinilpirrolidona^ ésteres tales como



propíonato de de ace^l o^ato de tne^o, aoe^l de

tnbu^o, de tne^o, oleato de etilo, oaprllato de etilo, butlrato de etilo,

trlaoetlna, monoaoetato de propllengllool, dlaoetato de propllengllool,  ̂

oaprolaotonaelsómerosdelamlsma,óvalerolaotonaelsómerosdelamlsma,^ 

butlrolaotonaelsómeros de la m lsma^yotros solubilizantes oonooldos en el arte, 

oomo por ejemplo dlmetll aoetamlda, dlmetll Isosorblde, l  ̂ metllplrrolldonas, 

monoootanolna,dletllenglloolmonoetlléter,yagua

[0 0 ^  tam bién se pueden utilizar mezclas de solubilizantes Los 

ejemplos Incluyen, pero de manera no taxativa, tnaoetlna,oltrato de trletllo, oleato 

de etilo, caprllato de etilo, dimetilacetamida, ^metllplrrolldona, 1̂ 

bldroxletllplrrolldona, pollvlnllplrrolldona, bldroxlpropll metilcelulosa, hldroxlpropll 

clclodextnnas, etanol, polietilenglicol ^00 1̂00, gllcoturol, transcutol, propilengíicol, 

ydlm etlllsosorblde En algunas formas de realización, los solubilizantes Incluyen 

sorbitol,g licerol,trlacetlna,alcoholetílico,PE^400,gllcofurolypropllengllcol.

^075] La cantidad de solubilizante que se puede Incluir no está limitada 

a ningún valor particular La ca n tld a d d e u n  determinado solubilizante se puede 

lim itara unacantldad bloaceptable, lo quepuede determinar fácllmentealgulen 

con experiencia en el arte. En ciertas circunstancias, puede ser ventajoso Incluir 

cantidades de solubilizantes en un gran exceso respecto de las cantidades 

bloaceptables, por ejemplo, para maxlmlzar la concentración de la droga, 

eliminando e lexcesodeso lub lllzante  antes desum lnlstrar la composición a un 

sujeto usando técnicas convencionales, como por ejemplo destilación o 

evaporación Por lo tanto, de estar presente, el solubilizante puede encontrarse en 

una proporción en peso de a p ro x im a d a m e n te ^^ ,^ 5 ^ ,5 0 ^ ,  ^00^ó ,ode hasta 

aproximadamente en peso, en ba sea lo s  pesos combinados de la drogay

los otros excipientes ^1 se desea, también se pueden utilizar cantidades muy 

pequeñas de solubilizante,como por ejemplo aproximadamente ^ , ^ o a ú n  

menos, álpicamente, el solubilizante puede estar presente en una cantidad de 

entre aproximadamente ^  y aproximadamente ^100̂ 0, más típicamente entre 

aproximadamente 5^óyaproxlmadamente en peso

Los siguientes ejemplos se dan con propósitos puramente
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ilustrativos y no limitativos de la presente invención.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Efecto sinérgico de los Lipopéptidos y  la natamicina contra 

Saccharomyces cerevisiae

[0077] Se probó la eficacia de una combinación de lipopéptidos y 

natamicina contra Saccharomyces cerevisiae, que generalmente se reconoce 

como un organismo modelo para probar la actividad contra hongos y que está 

estrechamente relacionado con Candida. Véase Smits, GJ, et al., “Stress 

Tolerance in Fungi -  To Kill a Spoilage Yeast,” Current Opin Biotechnol., 16(2):

225-30, (2005) y Castrillo, Jl, et al., “Yeast as a Touchstone in Post-Genomic

Research: Strategies for Integrative Analysis in Functional Genomics,” J Biochem

#  Mol Biol., 37(1): 93-106, (2004).

[0078] Los lipopéptidos que se utilizaron fueron una mezcla compleja de 

compuestos de tipo iturina, compuestos de tipo piipastatina, y surfactinas 

parcialmente purificadas a partir del caldo de fermentación de Bacilius subtiiis 

QST713. Se inocularon botellas para cultivo que contenían caldo Luna (LB) con la 

cepa QST713, y dichas botellas se cultivaron durante toda la noche a 30 °C. El día 

siguiente, se inocularon alícuotas de la botella para cultivo en un medio a base de 

soja y se cultivaron hasta la esporulación. El caldo de fermentación de B. Subtiiis 

QST713 se acidificó hasta pH 2 y se centrifugó para separar el material sólido del

£  sobrenadante. Los lipopéptidos se concentraron en el pellet. El sobrenadante se

decantó y el pellet se extrajo con una mezcla acuosa de solvente orgánico 

(preferiblemente 80/20 acetonitrilo/agua). Los lipopéptidos se concentraron en la 

fracción orgánica acuosa. La mezcla se centrifugó y se eliminó el sobrenadante. El 

pellet de células se volvió a extraer dos veces más con una mezcla acuosa de 

solvente orgánico (preferiblemente 80/20 acetonitrilo/agua). Los sobrenadantes de 

cada extracción se combinaron y se eliminó el solvente al vacío. El extracto seco 

contenía una forma enriquecida de las tres clases de lipopéptidos descubiertos en

8. Subtiiis QST713: compuestos de tipo iturina, que incluyen iturina A2, iturina A3, 

A4, o A5, iturina A6, iturina A7; compuestos de tipo fengicina, que incluyen 

piipastatina A l, piipastatina A2, piipastatina B1, piipastatina B2, agrastatina A,

5 \



agrastatina B, fengicina A, fengicina B; surfactina A1, A2, o A3, surfactina B1 o B2 

y surfactina C1 o C2. El extracto seco se puede resuspender en una mezcla 

acuosa de solvente orgánico (preferiblemente 80/20 acetonitrilo/agua).

[0079] La cepa Saccharomyces cerevisiae de tipo salvaje BY4742 se 

cultivó en YPD líquido en presencia de: (1) natamicina (Haorui Pharma-Chem Inc), 

(2) el extracto de lipopéptidos descrito anteriormente, (3) natamicina + extracto de 

lipopéptidos, y 4) sin lipopéptidos ni natamicina (control). La concentración inicial 

de natamicina antes de agregarla al cultivo líquido fue de 1 ppm y la concentración 

inicial de extracto de lipopéptidos fue de 15 ppm. La concentración final de 

natamicina en el cultivo líquido fue de 0,08 ppm y la concentración final de extracto 

de lipopéptidos fue de 1,12 ppm, de manera tal que la proporción peso en peso de 

natamicina a lipopéptido en la muestra que contenía a ambos fue 1:14.

[0080] Se compararon las densidades ópticas (OD) de los cultivos 

líquidos que contenían natamicina y/o lipopéptidos las de los cultivos de control 

luego de 16 horas de cultivo a 30 °C. Para la comparación, la OD de los cultivos de 

control sin tratar se estableció como el 100% y los cultivos tratados se 

normalizaron para este valor.

[0081] Se aplicó la Ecuación de Gowing, que se da a continuación, para 

determinar la sinergia de los lipopéptidos con la natamicina.

Ecuación de Gowing: Exp = X + [Y * (100 - X)]/100 

Si E0b »  EXp, entonces existe sinergia

NOTA: en la anterior ecuación, E0b. EXp, X e Y representan la inhibición del 

crecimiento. Por lo tanto, X e Y se calculan restando de 100 la magnitud del 

crecimiento en una placa tratada, como se muestra a continuación.

X = 100 - 77,89 = 22,11, Y = 100 - 93,87 = 6,13 

E 0b =  100-8,51 =91,49 

EXp = 22,11 + [6,13* (100 - 22,11 )]/100 = 26,88 

Eob >> EXp

Los resultados también se muestran en la Figura 1.

Ejemplo 2: Efecto sinérgico de la natamicina y  los lipopéptidos contra

S. cerevisiae usando lipopéptidos que se obtuvieron de un producto que se
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[008^ Este estudio, que es s im p e s  ai descrito en ei Ejempio 1, se 

realiza usando un extracto orudo de iipopéptidos que se obtuvieron dei fungicida 

S E R E ^ O E ^ M ^ X o e i fungicida S E R E ^ O E ^ ^ S O  como punto de partida(en 

vez de bacerio a partir de un caldo de fermentación no formulado de

Los productos S E R E ^O E ^ se pueden obtener comercialmente, 

ysu  ingrediente activo es el Se obtiene un extracto crudo

de lipopéptidos acidificando el S E R E ^ O E ^ ^ S O  (o S E R E ^O E ^M ^X , disuelto 

en agua) a pFI 2, centrifugando y extrayendo el pellet que se obtiene como 

resultado con una mezcla de solvente orgánico Los lipopéptidos que se obtienen 

como resultado se combinan con natamicina como se describió anteriormenteyse 

prueba laactividad contra ^  de esta mezcla Se espera obtener los

mismos resultados que se obtuvieron antes.

Se investigó el efecto de (i) natamicina ha o ru i Pharma Chem 

Inc.), (ii) un extracto crudo de lipopéptidos de (preparado

segúnse describe en el Ejemplo 1), y ( iii)  unacom binac ióndena tam ic inay un 

extracto crudo de lipopéptidos sobre el Se llevóacabo  un

ensayo con un cultivofúngico en medio liquido en placas de 96 pocilios para 

determinar si las combinaciones de lipopéptidos y natamicina sinérgica en la 

inhibición del crecimiento fúngico Todos los procedimientos se realizaron de 

manera aséptica

[0 0 ^  Para cada placa de 96 pocilios, se realizaron tres agregados por 

separadoacada pocilio Primero, se agregaron 100^1 de caldo de dextrosa de 

papa con 100ppm de cloranfenicol Luego se suplementaron 26 1̂ de cada 

muestra (lipopéptidos, natamicina, o combinado proveniente de la placa de 

dilución) Por último,se agregaron 56^1 de ^ O d e s io n iz a d a a la  placa de blanco 

(la placa que se deseaba dejar como blanco para usar como referencia de la 0 0 ) 

o s e  agregaronacada pocilio 50^1 de inóculofúngico10^ensu(s)respectiva(s) 

placa(s). Por lo tanto, la concentración final de lipopéptido en cada pocilio fue de
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1,1 ppm y la concentración final de natamicina en cada pocilio fue de 1,1 ppm. 

Luego, las placas se cubrieron con tapas y se dejaron a 20 °C durante 3 días de 

incubación.

Calificación de las placas e interpretación de los datos

[0085] Luego del período de incubación, se calificó el crecimiento de 

cada pocilio en cada placa por su densidad óptica a 600 nm usando una lectora de 

placas PerkinElmer Víctor usando la regulación “MIC Settings @ 600 (0,1s)” del 

software Wallac® Víctor®. Los resultados también se evaluaron aproximadamente a 

simple vista en base a los pocilios turbios (crecimiento parcial) que aparecieron en 

las series de dilución, donde cayó la actividad de la muestra.

[0086] Luego de obtener una OD para cada pocilio, se determinó el 

crecimiento relativo mediante el siguiente cálculo: [(Tratamiento c/Bacteria) - 

(Tratamiento sin Bacteria)/(Control Diluyente c/Bacteria) - (Control Diluyente sin 

Bacteria)] X 100. Los pocilios de control positivo del crecimiento bacteriano se 

consideraron aceptables si el promedio y desviación estándar de las lecturas de 

OD a 600 nm estaban bastante por encima del rango de los pocilios de referencia 

de OD no inoculados. (Debe haber una gran diferencia entre las lecturas de los 

pocilios de Control de Diluyente sin inocular y los del Control Diluyente inoculado 

para asegurar que se obtuvo un buen crecimiento).

[0087] Luego se graficó este crecimiento porcentual contra la muestra 

para las diluciones probadas y se tomó como la mínima inhibidora concentración 

(MIC) a la última dilución que dio una inhibición del crecimiento de por lo menos 

80%.

[0088] Luego se determinó la sinergia por la Ecuación de Gowing, que 

se dio anteriormente.

[0089] En este ejemplo, el crecimiento porcentual de 1,1 ppm de 

lipopéptidos fue del 113%. El crecimiento porcentual de 1,1 ppm de natamicina fue 

del 102%. El crecimiento porcentual de 1,1 ppm de lipopéptido + 1,1 ppm de 

natamicina fue del 20,4%.

[0090] X = 100-102,1

Y = 100-112,9
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Exp = -2,1 + (-12,9(102,1))/100

Exp = -15,3

Como alternativa, cuando el Crecimiento Porcentual es mayor de 100, se 

redondeó en 100. En dicho ejemplo, esto daría Exp = 0

Eob = 100-20,4

Eob = 79,6

79,6 »  -15,3

Eob »  Exp; por lo tanto, se observa sinergia, como se muestra en la Figura

2 .

Ejemplo 4: Efecto sinérgico de las plipastatinas, iturinas y  surfactinas 

y natamicina semi-purificadas y  purificadas contra Penicillium expansum

[0091] Se realizaron experimentos similares a aquellos descritos 

anteriormente, usando Penicillium expansum como el patógeno objetivo, con 

combinaciones de (i) natamicina y extractos crudos de lipopéptidos de Bacilius 

subtiiis QST713 (que se obtuvieron como se describió anteriormente) e (ii) 

natamicina y lipopéptidos semi-purificados y purificados que se obtuvieron de 

Bacilius subtiiis QST713, de la siguiente manera. Los compuestos de tipo iturina, 

incluyendo a la iturina As, y los compuestos de tipo fengicina, que incluían 

plipastatinas (A, B y agrastatinas) y fengicinas, se precipitaron y extrajeron del 

caldo de fermentación de 6. Subtiiis QST713 usando acidificación seguida de 

extracción con un solvente orgánico. Dichos lipopéptidos se continuaron 

purificando y se separaron por cromatografía en fase inversa para obtener 

compuestos del tipo fengicina que eran aproximadamente 83% puros e iturinas 

que eran aproximadamente 88% puras. Las surfactinas se extrajeron usando un 

solvente orgánico y luego se continuaron purificando por cromatografía en 

columna de exclusión por tamaños hasta una pureza del 95%. La pureza de cada 

clase de lipopéptido se determinó usando el trazado de-una cromatografía líquida 

de alto rendimiento.

[0092] La concentración final de la natamicina en cada pocilio de prueba 

fue de 2,23 ppm; la concentración final del extracto de lipopéptidos crudo en cada 

pocilio fue de 2,23 ppm; la concentración final de cada extracto de lipopéptidos

35
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semi-purificado o purificado de los compuestos de tipo iturina, surfactina o 

compuestos de tipo fengicina en cada pocilio fue de 2,23 ppm. Por lo tanto, la 

proporción peso en peso de cada componente en los pocilios que contenían las 

combinaciones fue 1:1.

[0093] En la Figura 3 y en la tabla 1 se muestran los resultados, que 

muestran sinergia entre las diversas combinaciones. En la tabla 1 se muestra el 

cálculo de sinergia usando la Ecuación de Gowing, como se describió 

anteriormente.

Tabla 1

*

#

Ejemplo 5: Efecto sinérgico de las iturinas, fengicinas, y  surfactinas y  

natamicina semi-purificadas y  purificadas contra Geotrichum candidum

[0094] Se realizaron experimentos similares a aquellos descritos 

anteriormente, usando Geotrichum candidum como el patógeno objetivo, con (i) 

natamicina, (ii) extractos crudos de lipopéptidos de Baciiius subtiiis QST713 (que

% de Crecimiento con el(los) compuesto(s) 

determinado(s) a 2,23 ppm

Ecuación de Gowing

Lipopéptidos

Crudos

natamicina natamicina + 

Lipopéptido

Exp Eob Sinergia?

125,94 35,38 0,96 55,44 99,04 Si

Iturina natamicina natamicina + Iturina Exp Eob Sinergia?

110,39 35,38 9,38 60,94 90,62 Si

Fengicina natamicina natamicina + 

Fengicina

Exp Eob Sinergia?

165,04 35,38 2,15 41,6 97,85 Si

Surfactina natamicina natamicina + 

Surfactina

Exp Eob Sinergia?

79,87 35,38 1,64 71,74 98,36 Si

30
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se obtuvieron como se describió anteriormente en el Ejemplo 1), (iii) 

combinaciones de natamicina y los extractos crudos, y (iv) combinaciones de 

natamicina y lipopéptidos semi-purificados y purificados (es decir, compuestos de 

tipo iturina, compuestos de tipo fengicina, y compuestos de tipo surfactina) de 

Bacilius subtiiis QST713.

[0095] Los compuestos de tipo iturina y surfactinas se extrajeron y 

purificaron de B. Subtiiis QST713 como se explicó anteriormente. Los compuestos 

de tipo fengicina se extrajeron en la misma manera que para los compuestos de 

tipo iturina pero se continuaron purificando por cromatografía de fase inversa bajo 

presión hasta una pureza de por lo menos 90%.

[0096] La concentración final de natamicina en cada pocilio de prueba 

fue de 2,23 ppm; la concentración final del extracto de lipopéptidos crudo en cada 

pocilio fue de 2,23 ppm; la concentración final de cada extracto de lipopéptidos 

semi-purificado o purificado de compuestos de tipo iturina, surfactinas o 

compuestos de tipo fengicina en cada pocilio fue de 2,23 ppm. Por lo tanto, la 

proporción peso en peso de cada componente en los pocilios que contenían las 

combinaciones fue de 1:1.

[0097] En la Figura 4 y la tabla 2 se describen los resultados que 

muestran sinergia entre diversas combinaciones.

Tabla 2

# % de Crecimiento con el(los) compuesto(s) 

determinado(s) a 2,23 ppm

Ecuación de Gowing

Lipopéptidos

Crudos

natamicina natamicina + 

Lipopéptido

Exp Eob Sinergia?

111,3 110,4 32,7

22,9

67,3 Si

Iturina natamicina natamicina + Iturina Exp Eob Sinergia?

117,3 110,4 74,2

29,5

25,8 Sí



% de Crecimiento con el(los) compuesto(s) 

determinado(s) a 2,23 ppm

Ecuación de Gowing

Fengicina natamicina natamicina + 

Fengicina

Exp Eob Sinergia?

116,4 110,4 84,3

28,4

15,7 Si

Surfactina natamicina natamicina + 

Surfactina

Exp Eob Sinergia?

116,4 110,4 3,8

28,4

96,2 Si

Ejemplo 6: Efecto sinérgico de las iturinas, fengicinas, y  surfactinas y 

nistatina semi-purificadas y  purificadas contra Geotrichum candidum

[0098] Se realizaron experimentos similares a aquellos descritos 

anteriormente, usando Geotrichum candidum como el patógeno objetivo, con (i) 

nistatina (otro ejemplo de un fungicida poliénico), (ii) extractos crudos de 

lipopéptidos de Baciiius subtiiis QST713 (que se obtuvieron como se describió 

anteriormente en el Ejemplo 1), (iii) combinaciones de nistatina y los extractos 

crudos, y (iv) combinaciones de nistatina y lipopéptidos semi-purificados y 

purificados (es decir, iturinas, fengicinas, y surfactinas) de Bacilius subtiiis 

QST713.

[0099] Los compuestos de tipo iturina, compuestos de tipo surfactina, y 

compuestos de tipo fengicina se extrajeron y purificaron de 6. Subtiiis QST713 

como se explicó anteriormente. La concentración final de nistatina en cada pocilio 

de prueba fue de 1,12 ppm; la concentración final del extracto de lipopéptidos 

crudo en cada pocilio fue de 1,12 ppm; la concentración final de cada extracto de 

lipopéptidos semi-purificado o purificado de compuestos de tipo iturina, surfactinas 

o compuestos de tipo fengicina en cada pocilio fue de 1,12 ppm. Por lo tanto, la 

proporción peso en peso de cada componente en los pocilios que contenían las 

combinaciones fue de 1:1.
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[00100] En la Figura 5 y la tabla 3 se describen los resultados que 

muestran sinergia entre diversas combinaciones.

Tabla 3

#

% de Crecimiento con el(los) compuesto(s) 

determinado(s) a 1,12 ppm

Ecuación de Gowing

Lipopéptidos Crudos nistatina nistatina + 

Lipopéptido

Exp Eob Sinergia?

110,8 96,2 76,9 -6,6 23,1 Si

Iturina nistatina nistatina + Iturina Exp Eob Sinergia?

110,4 96,2 57,5 -6,2 42,5 Si

Fengicina nistatina nistatina + Fengicina Exp Eob Sinergia?

109,3 96,2 71,4 -5,1 28,6 Si

Surfactina nistatina nistatina + Surfactina Exp Eob Sinergia?

112,5 96,2 99,2 No

Ejemplo 7: Efecto sinérgico de las iturinas, fengicinas, y  surfactinas y  

natamicina semi-purificadas y  purificadas contra Geotrichum citri-aurantii

[00101] Se realizaron experimentos similares a aquellos descritos 

anteriormente, usando Geotrichum citri-aurantii como el patógeno objetivo, con (i) 

natamicina, (ii) extractos crudos de lipopéptidos de Bacilius subtiiis QST713 (que 

se obtuvieron como se describió anteriormente en el Ejemplo 1), (iii) 

combinaciones de natamicina y los extractos crudos, y (iv) combinaciones de 

natamicina y lipopéptidos semi-purificados y purificados (es decir, compuestos de 

tipo iturina, compuestos de tipo fengicina, y compuestos de tipo surfactina) de 

Bacilius subtiiis QST713.

[00102] Los compuestos de tipo iturina, surfactinas, y los compuestos de 

tipo fengicina se extrajeron y purificaron de B. Subtiiis QST713 como se explicó 

anteriormente. La concentración final de natamicina en cada pocilio de prueba fue

0R
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de 2,23 ppm; la concentración final del extracto de lipopéptidos crudo en cada 

pocilio fue de 2,23 ppm; la concentración final de cada extracto de lipopéptidos 

semi-purificado o purificado de compuestos de tipo iturina, surfactina o 

compuestos de tipo fengicina en cada pocilio fue de 2,23 ppm. Por lo tanto, la 

proporción peso en peso de cada componente en los pocilios que contenían las 

combinaciones fue de 1:1.

[00103] En la Figura 6 y la tabla 4 se describen los resultados que 

muestran sinergia entre diversas combinaciones.

Tabla 4

*

Ejemplo 8: Efecto sinérgico de las iturinas, fengicinas, y  surfactinas y 

nistatina semi-purificadas y  purificadas contra Geotrichum citri-aurantii

[00104] Se realizaron experimentos similares a aquellos descritos 

anteriormente, usando Geotrichum citri-aurantii como el patógeno objetivo, con (i)

% de Crecimiento con el(los) compuesto(s) 

determinado(s) a 2,23 ppm

Ecuación de Gowing

Lipopéptidos

Crudos

natamicina natamicina + 

Lipopéptido

Exp Eob Sinergia?

116,3 57,4 17 33,2 82 Si

Iturina natamicina natamicina + Iturina Exp Eob Sinergia?

112,6 57,4 2,2 35,4 97,8 Si

Fengicina natamicina natamicina + 

Fengicina

Exp Eob Sinergia?

98,1 57,4 3,7 43,7 96,3 Si

Surfactina natamicina natamicina + 

Surfactina

Exp Eob Sinergia?

119,6 57,4 2,6 31,3 97,4 Si

40
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nistatina (otro ejemplo de un fungicida poliénico), (ii) extractos crudos de 

lipopéptidos de Bacilius subtiiis QST713 (que se obtuvieron como se describió 

anteriormente en el Ejemplo 1), (iii) combinaciones de nistatina y los extractos 

crudos, y (iv) combinaciones de nistatina y lipopéptidos semi-purificados y 

purificados (es decir, compuestos de tipo iturina, compuestos de tipo fengicina, y 

compuestos de tipo surfactina) de Bacilius subtiiis QST713.

[00105] Los compuestos de tipo iturina, surfactinas, y los compuestos de 

tipo fengicina se extrajeron y purificaron de 6. Subtiiis QST713 como se explicó 

anteriormente. La concentración final de nistatina en cada pocilio de prueba fue de 

2,23 ppm; la concentración final del extracto de lipopéptidos crudo en cada pocilio 

fue de 2,23 ppm; la concentración final de cada extracto de lipopéptidos semi- 

purificado o purificado de compuestos de tipo iturina, surfactina o compuestos de 

tipo fengicina en cada pocilio fue de 2,23 ppm. Por lo tanto, la proporción peso en 

peso de cada componente en los pocilios que contenían las combinaciones fue de 

1:1.

[00106] En la Figura 7 y la tabla 5 se muestran los resultados que 

muestran sinergia entre diversas combinaciones.

Tabla 5

#

% de Crecimiento con el(los) compuesto(s) 

determinado(s) a 2,23 ppm

Ecuación de Gowing

Lipopéptidos Crudos nistatina nistatina + 

Lipopéptido

Exp Eob Sinergia?

118,9 30,5 8,8 63,7 91,2 Si

Iturina nistatina nistatina + Iturina Exp Eob Sinergia?

121,3 30,5 25,1 63 74,9 Si

Fengicina nistatina nistatina + Fengicina Exp Eob Sinergia?

119,8 30,5 13,9 63,4 86,1 Si

Surfactina nistatina nistatina + Surfactina Exp Eob Sinergia?

4A



% de Crecimiento oon el(los) oompuesto(s) 

determinado(s) a 2,23 ppm

Ecuación de Gowing

114,3 30,5 26 65,1 74 Si

[00107] Se reamaron experimentos s im p e s  a aquellos descritos 

anteriormente, usando S ^ c o ^ a ^ o ^ c e ^ c e ^ e ^ a e  oomo el patógeno objetivo, oon 

(1) natamlolna, (11) extractos crudos de lipopéptidos de OST713 

(que se obtuvieron como se describió anteriormente en el Ejemplo 1), (lll) 

combinaciones de natamicina y los extractos crudos, y (Iv) combinaciones de 

natam lclnayllpopéptldossem lpurltlcadosypurltlcados (es decir,compuestos de 

tipo Iturina, compuestos de tipo tenglclna, y compuestos de tipo surfactina) de

[00108] Igual que antes, los ensayos con un cultivo fúngico en medio 

liqu idóse llevaron a c a bo e np la c a s d e 9 6 p o c l l l o s p a ra d e te rm ln a ry a  sea las 

combinacionesde llpopéptldosynatam lclnaquesonslnérglcasen la Inhibición del 

crecimiento fúngico En cada pocilio de la placa se realizaron tres agregados por 

separado Primero, se utilizaron medios de levadura peptona dextrosa (YPO) 

Luego,se agregaron 2 5 ^ L d e  cada muestra (ya sea lipopéptido,natamicina,ouna 

combinación de los dos proveniente de la placa de dilución). Por último, se 

agregaron 50 p L d e l n ó c u l o d e l e v a d u r a o 5 0 ^ L d e  I^O deslonlzada (la última 

opción se utiliza al construir el blanco) El Inóculo de levadura se preparó 

Inoculando una única colonia en5 m ld eYP Oe ln cu b an do a 30 ^C d u r a n t e  toda la 

noche con agitación A la  mañana,se subcultlvaron 200 pL de el Inóculo de toda la 

noche e n ^ m l d e Y P O y s e l n c u b ó a ^ O ^ c o n  agitación durante en t re4y5ho ras  

Esto se diluyó hasta una densidad óptica de 0,015. Luego de los tres agregados, 

las placas se cubrieron con t apasyse lncuba rona^O^Cduran te  toda la noche 

para analizarlas el día siguiente

[00109] Los compuestos de tipo Iturina,surfact inas,ylos compuestos de 

tipo fengicina se ex t ra j eronypur l f l caronde^ ^ ^ ^ O S T 7 1 3  como se explicó

4 ^
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anteriormente. La concentración final de natamicina en cada pocilio de prueba fue 

de 1,12 ppm; la concentración final del extracto de lipopéptidos crudo en cada 

pocilio fue de 1,12 ppm; la concentración final de cada extracto de lipopéptidos 

semi-purificado o purificado de compuestos de tipo iturina, surfactina o 

compuestos de tipo fengicina en cada pocilio fue de 1,12 ppm. Por lo tanto, la 

proporción peso en peso de cada componente en los pocilios que contenían las 

combinaciones fue de 1:1.

[00110] En la Figura 8 y la tabla 6 se describen los resultados que 

muestran sinergia entre diversas combinaciones.

Tabla 6

#

Ejemplo 10: Efecto sinérgico de las iturinas, fengicinas, y  surfactinas y  

nistatina semi-purificadas y  purificadas contra Saccharomyces cerevisiae

[00111] Se realizaron experimentos similares los descritos anteriormente, 

usando Saccharomyces cerevisiae como el patógeno objetivo, con (i) nistatina, (ii)

% de Crecimiento con el(los) compuesto(s) 

determinado(s) a 1,12 ppm

Ecuación de Gowing

Lipopéptidos

Crudos

natamicina natamicina + 

Lipopéptido

Exp Eob Sinergia?

103,9 97,4 11,2 -1,3 88,8 Si

Iturina natamicina natamicina + Iturina Exp Eob Sinergia?

107,1 97,4 90,8 -4,4 9,2 Si

Fengicina natamicina natamicina + 

Fengicina

Exp Eob Sinergia?

102 97,4 39,7 0,6 60,3 Si

Surfactina natamicina natamicina + 

Surfactina

Exp Eob Sinergia?

107,7 97,4 108,2 No
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extractos crudos de lipopéptidos de Bacilius subtiiis QST713 (que se obtuvieron 

como se describió anteriormente en el Ejemplo 1), (iii) combinaciones de nistatina y los 

extractos crudos, y (iv) combinaciones de nistatina y lipopéptidos semi-purificados y 

purificados (es decir, compuestos de tipo iturina, compuestos de tipo fengicina, y 

compuestos de tipo surfactina) de Bacilius subtiiis QST713.

[00112] Los compuestos de tipo iturina, surfactinas, y los compuestos de tipo 

fengicina se extrajeron y purificaron de B. Subtiiis QST713 como se explicó anteriormente. 

La concentración final de natamicina en cada pocilio de prueba fue de 0,56 ppm; la 

concentración final del extracto de lipopéptidos crudo en cada pocilio fue de 0,56 ppm; la 

concentración final de cada extracto de lipopéptidos semi-purificado o purificado de 

compuestos de tipo iturina, surfactinas o compuestos de tipo fengicina en cada pocilio fue 

de 0,56 ppm. Por lo tanto, la proporción peso en peso de cada componente en los pocilios 

que contenían las combinaciones fue de 1:1.

[00113] En la Figura 9 y la tabla 7 se describen los resultados que muestran 

sinergia entre diversas combinaciones.

Tabla 7

#

% de Crecimiento con el(los) compuesto(s) determinado(s) a

0,56 ppm

Ecuación de Gowing

Lipopéptidos Crudos nistatina nistatina + Lipopéptido Exp Eob Sinergia?

104 96,5 71,4

0,35

28,6 Si

iturina nistatina nistatina + Iturina Exp Eob Sinergia?

102,1 96,5 49 1,5 51 Si

Fengicina nistatina nistatina + Fengicina Exp Eob Sinergia?

106,7 96,5 62,8 -2,9 37,2 Si

Surfactina nistatina nistatina + Surfactina Exp Eob Sinergia?

102,9 96,5 83,9 0,7 16,1 Si

Ejemplo 11: Efecto sinérgico de la natamicina y el extracto crudo de
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lipopéptidos contra Penicillium expansum para diferentes proporciones peso en 

peso

[00114] Se realizaron estudios para determinar si se observaba sinergia con 

diversas proporciones peso en peso de natamicina a extracto crudo de lipopéptidos. Los 

lipopéptidos se extrajeron de Bacilius subtiiis QST713 según se describe en el Ejemplo 1, 

según se mostró anteriormente. Se probaron las eficacias de diversas combinaciones 

contra Penicillium expansum usando el ensayo en placas de múltiples pocilios descrito en 

el Ejemplo 3. Las proporciones peso en peso de natamicina al extracto de lipopéptidos 

crudo se hicieron variar entre 1:500 y 500:1 y en todos los casos se observó sinergia, 

según se resume en la tabla 8. Las concentraciones de la tabla 8 representan la 

concentración final de cada componente por pocilio.

a 8

Concentración de Concentración de Proporción Sinergia

natamicina (ppm) Lipopéptidos (ppm) peso en peso

1,12 1,12 1:1 Si

1,12 0,224 5:1 Si

1,12 0,00224 500:1 Si

0,08 0,08 1:1 Si

0,016 0,08 1:5 Si

0,0008 0,08 1:100 Si

0,032 0,16 1:5 Si

0,16 0,16 1:1 Si

0,016 0,16 1:10 Si

0,0016 0,16 1:100 Si

0,00032 0,16 1:500 Si

0,224 1,12 1:5 Si

0,0112 1,12 1:100 Si

4-5
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Sherry D . Heins 
Denise C. Manker 
Desmond R. Jimenez 
Randy J. McCoy 
Pamela G. Marrona 
Jimmy E. Orjala

<120> NUEVA CEPA DE BACILLUS PARA EL CONTROL DE ENFERMEDADES EN PLANTAS 
Y DEL GUSANO DE LA RAÍZ DE MAÍZ

<130> 311412000920

<140> 09/074870 
<141> 08-05-1998

<150> 08/853753 
<151> 09-05-1997

<160> 3

<170> FastSEQ para Windows Versión 3.0

<210> 1 
<211> 10 
<212> PRT
<213> Bacilius subtiiis 

< 2 2 0 >
<221> VARIANTE 
<222> ( 1 ) . . . ( 1 )
<223> Gln or Glu

<221> VARIANTE 
<222> (2 ) . . . ( 2 )
<223> Orn

<221> VARIANTE 
<222> (5)...(5)
<223> Gln o Glu

<221> VARIANTE 
< 2 2 2 > ( 6 ) . . . ( 6 )
<223> Ala o Val

<221> VARIANTE 
< 2 2 2 > ( 8 ) . . . ( 8 )
<223> Gln o Glu

<400> 1
Xaa Xaa Tyr Thr Xaa Xaa Pro Xaa Tyr Val 
1 5 10

<210> 2 
<211> 10 
<212> PRT
<213> Bacilius subtiiis 

< 2 2 0 >
<221> VARIANTE 
<222 > ( 2 ) . . . ( 2 )
<223> Orn

46.
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<400> 2
Glu Xaa Tyr Thr Glu Ala Pro Gln Tyr Val 
1 5 10

<210> 3 
< 2 1 1 > 10 
<212> PRT
<213> Bacilius subtiiis 

< 2 2 0 >
<221> VARIANTE 
< 2 2 2 > ( 2 ) . . . ( 2 )
<223> Orn

<400> 3
Glu Xaa Tyr Thr Glu Val Pro Gln Tyr Val 
1 5 10

#

#

44-
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REIVINDICACIONES

1. Una composición CARACTERIZADA PORQUE comprende una 

combinación sinérgica de un fungicida poliénico y por lo menos un lipopéptido.

2. La composición de la reivindicación 1, CARACTERIZADA PORQUE el 

por lo menos un lipopéptido se selecciona entre el grupo que consiste en 

compuestos de tipo iturina, compuestos de tipo surfactina, compuestos de tipo 

fengicina y fusaricidinas.

3. La composición de la reivindicación 1, CARACTERIZADA PORQUE el 

por lo menos un lipopéptido consiste en uno o más compuestos de tipo iturina.

4. La composición de la reivindicación 1, CARACTERIZADA PORQUE el 

por lo menos un lipopéptido consiste en uno o más compuestos de tipo fengicina.

5. La composición de la reivindicación 1, CARACTERIZADA PORQUE el 

por lo menos un lipopéptido son una o más surfactinas.

6. La composición de la reivindicación 3, CARACTERIZADA PORQUE el 

compuesto de tipo iturina es una iturina A.

7. La composición de la reivindicación 3, CARACTERIZADA PORQUE el 

compuesto de tipo iturina es una bacilomicina.

8. La composición de la reivindicación 1, CARACTERIZADA PORQUE el 

por lo menos un lipopéptido es una fusaricidina.

9. La composición de la reivindicación 1 CARACTERIZADA PORQUE 

comprende por lo menos dos lipopéptidos.

10. La composición de la reivindicación 9, CARACTERIZADA PORQUE 

los por lo menos dos lipopéptidos se seleccionan entre el grupo que consiste en 

compuestos de tipo iturina, compuestos de tipo surfactina, y compuestos de tipo 

fengicina.

11. La composición de la reivindicación 10, CARACTERIZADA PORQUE 

los por lo menos dos lipopéptidos se seleccionan entre el grupo que consiste en 

iturinas, surfactinas y compuestos de tipo fengicina.

12. La composición de la reivindicación 1, CARACTERIZADA PORQUE el 

por lo menos un lipopéptido es un extracto de un producto de fermentación que 

contiene lipopéptidos,o parte del mismo.
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13. La composición de la reivindicación 12, CARACTERIZADA PORQUE 

el producto de fermentación que contiene lipopéptidos proviene de una bacteria de 

la especie Bacillus.

14. La composición de la reivindicación 13, CARACTERIZADA PORQUE 

la bacteria de la especie Bacillus se selecciona entre el grupo que consiste en 

Bacillus subtilis o Bacillus amiloliquefaciens.

15. La composición de la reivindicación 14, CARACTERIZADA PORQUE 

el Bacillus subtilis se selecciona entre el grupo que consiste en Bacillus subtilis 

QST713 y sus variantes.

16. La composición de la reivindicación 2, CARACTERIZADA PORQUE el 

fungicida poliénico es natamicina o un derivado de la misma.

17. La composición de la reivindicación 2, CARACTERIZADA PORQUE el 

fungicida poliénico es nistatina o un derivado de la misma.

18. La composición de la reivindicación 2, CARACTERIZADA PORQUE el 

fungicida poliénico es amfotericina B o un derivado de la misma.

19. La composición de la reivindicación 2, CARACTERIZADA PORQUE el 

fungicida poliénico es aureofungina o un derivado de la misma.

20. La composición de la reivindicación 2, CARACTERIZADA PORQUE el 

fungicida poliénico es filipin o un derivado de la misma.

21. La composición de la reivindicación 2, CARACTERIZADA PORQUE el 

fungicida poliénico es lucenosomicina o un derivado de la misma.

22. La composición de la reivindicación 1, CARACTERIZADA PORQUE la 

proporción peso en peso entre el fungicida poliénico y el por lo menos un 

lipopétido es de entre aproximadamente 500:1 y aproximadamente 1:500.

23. La composición de la reivindicación 1, CARACTERIZADA PORQUE la 

proporción peso en peso entre el fungicida poliénico y el por lo menos un 

lipopéptido es de entre aproximadamente 100:1 y aproximadamente 1:100.

24. La composición de la reivindicación 1, CARACTERIZADA PORQUE la 

proporción peso en peso entre el fungicida poliénico y el por lo menos un 

lipopéptido es de entre aproximadamente 10:1 y aproximadamente 1:10.

25. La composición de la reivindicación 1, CARACTERIZADA PORQUE la



proporción peso en peso entre ei fungicida poiiénico y ei por io menos un 

iipopéptido es de entre aproximadamente 5^yaproxim adam ente1:5

26 La composición de iareivindicación1,CARACTERiZA0A PORQUE ia 

proporción peso en peso entre ei fungicida poiiénico y ei por io menos un 

iipopéptido es de entre aproximadamente 2^yaprox im adam en te^2

27 La composición de iareivindicación^QARAOTERiZAOA PORQUE ia 

proporción peso en peso entre ei fungicida poiiénico y ei por io menos un 

iipopéptido es de aproxim adam ente^

28 Un método para controlar patógenos fúngicos OARAOTERiZAOO 

PORQUE comprende apiicar a un sitio gue necesita tratamiento una cantidad 

efectiva de una composición gue comprende una combinación sinérgica de un 

fungicida po iién icoyporio  menos un iipopéptido

29 Ei método de ia reivindicación 28, OARAOTERiZAOO PORQUE ei por 

io menos un iipopéptido se seiecciona entre ei grupo gue consiste en compuestos 

de tipo iturina, compuestos de tipo surfactina, compuestos de tipo fengicina y 

fusaricidinas.

30 Ei método de ia reivindicación 29, OARAOTERiZAOO PORQUE ei por 

io menos un iipopéptido son unaom ásiturinas

31 Ei método de ia reivindicación 29, OARAOTERiZAOO PORQUE ei por 

io menos un iipopéptido son unaom ássurfactinas

32 Ei método de ia reivindicación 29, OARAOTERiZAOO PORQUE ei por 

io menos un iipopéptido consiste en unoom ás compuestos de tipo fengicina

33. Ei método de ia reivindicación 29, OARAOTERiZAOO PORQUE ei 

fungicida poiiénico es natamicinaoun derivado de ia misma

34 Ei método de ia reivindicación 29, OARAOTERiZAOO PORQUE ei 

fungicida poiiénico es nistatinaoun derivado de ia misma

35. Ei método de ia reivindicación 29, OARAOTERiZAOO PORQUE ei 

fungicida poiiénico es am fotericinaOoun derivado de ia misma.

36 Ei método de ia reivindicación 29, OARAOTERiZAOO PORQUE ei 

fungicida poiiénico es aureofunginaoun derivado de ia misma

37 Ei método de ia reivindicación 29, OARAOTERiZAOO PORQUE ei



fu ñ ad a  es dejado deiamisma

38 Ei método de ia reivindicación 29, CARACTERÍZALO ROROOE ei 

fungicida poiiénico es iucenosomicinaoun derivado de ia misma

39 Ei método de ia reivindicación 28, CARACTERÍZALO ROROOE ia 

proporción peso en peso entre ei fungicida poiiénico y ei por io menos un 

iipopéptido es de entre aproximadamente 500^yaproxim adam ente^500.

40 Ei método de ia reivindicación 28, CARACTERÍZALO ROROOE ia 

proporción peso en peso entre ei fungicida poiiénico y ei por io menos un 

iipopéptido es de entre aproximadamente 100^yaproxim adam ente^100

41 Ei método de ia reivindicación 28, CARACTERiZAOO ROROOE ia 

proporción peso en peso entre ei fungicida poiiénico y ei por io menos un 

iipopéptido es de entre aproximadamente 10:1yaproximadamente1:10

42. Ei método de ia reivindicación 28, CARACTERiZAOO ROROLiE ia 

proporción peso en peso entre ei fungicida poiiénico y ei por io menos un 

iipopéptido es de entre aproximadamente 5:1yaproximadamente1:5

43 Ei método de ia reivindicación 28, CARACTERiZAOO ROROOE ia 

proporción peso en peso entre ei fungicida poiiénico y ei por io menos un 

iipopéptido es de entre aproximadamente 2:1yaproximadamente1:2.

44 Ei método de ia reivindicación 28, CARACTERiZAOO ROROOE ia 

proporción peso en peso entre ei fungicida poiiénico y ei por io menos un 

iipopéptido es de entre aprox im adam ente^.

45 Ei método de ia reivindicación 28, CARACTERiZAOO ROROLiEei por 

io menos un iipopéptido es un extracto de un producto de fermentación que 

contiene iipopéptidosopartedei mismo

46 Ei método de ia reivindicación 28,CARACTERiZAO O RO RO O Eei 

producto de fermentación que contiene iipopéptidos proviene de una bacteria de ia 

especie

47 Ei método de ia reivindicación 46, CARACTERiZAOO ROROOE ei 

es 8 a ^ ^ ^ ^ O ^ T 7 1 3 o s u s v a r ia n t e s

48 Ei método de ia reivindicación 28, CARACTERiZAOO ROROOE ia 

apiicación se reaii^a en a iim en tosposte rio resa iacosecbaye i patógeno fún^ico



es un patógeno que actúa posteriormente a la cosecha.

49. El método de la reivindicación 48, CARACTERIZADO PORQUE el 

patógeno que actúa posteriormente a la cosecha es son especies de Penicillium o 

especies de Geotrichum.

50. El método de la reivindicación 48 ó 49, CARACTERIZADO PORQUE 

el fungicida poliénico es natamicina y el por lo menos un lipopéptido se selecciona 

entre el grupo que consiste en compuestos de tipo iturina, compuestos de tipo 

surfactina y compuestos de tipo fengicina.

51. El método de la reivindicación 28, CARACTERIZADO PORQUE el 

sitio de aplicación es una planta, raíces, semillas o el suelo que rodea a la planta y 

el patógeno fúngico es un fitopatógeno fúngico .

52. El método de la reivindicación 28, CARACTERIZADO PORQUE la 

aplicación se realiza en alimentos o piensos y el fungicida poliénico es natamicina.

53. El método de la reivindicación 28, CARACTERIZADO PORQUE la 

aplicación se realiza en un humano o un animal y donde el patógeno fúngico es 

Candida.

54. El método de la reivindicación 53, CARACTERIZADO PORQUE el 

fungicida poliénico es nistatina.

55. El método de la reivindicación 28, CARACTERIZADO PORQUE la 

aplicación se realiza en un humano o un animal y donde el patógeno fúngico son 

especies de Aspergillus o especies de Fusarium y donde el fungicida poliénico es 

natamicina.

56. Un método CARACTERIZADO PORQUE es para tratar o prevenir una 

infección fúngica en un sujeto, donde el método comprende administrar al sujeto 

una composición que comprende una combinación sinérgica de un fungicida 

poliénico y por lo menos un lipopéptido.

57. El método de la reivindicación 56, CARACTERIZADO PORQUE el 

sujeto es un humano o un animal y la infección fúngica es causada por Candida.

58. El método de la reivindicación 57, CARACTERIZADO PORQUE el 

fungicida poliénico es nistatina.

59. El método de la reivindicación 56, CARACTERIZADO PORQUE la
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lección es causada porespecies de de

60. Ei método de ia reivindicación 59, CARACTERiZAOO ROROUE ei 

fungicida poiiénico es natamicina

61 Ona composición CARACTERÍZALA ROROOE comprende un 

fungicida poiiénicoyun producto de fermentación que contiene iipopéptidos

62 La composición de iareivindicación 61 CARACTERÍZALA ROROOE 

ei producto de fermentación que contiene iipopéptidos proviene de una bacteria de 

ia especie

63 On método para controiar patógenos fúndeos CARACTERiZAOO 

RORO^E comprende ap iiearaun sitio que necesita tratamiento una composición 

que comprende un fungicida poiiénicoyun producto de fermentación que contiene 

iipopéptidos

ppAqraquest,inc.
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COMBINACIONES SINÉRGICAS DE FUNGICIDAS POLIÉNICOS Y PÉPTICOS 

NO RIBOSOMALES Y MÉTODOS DE USO RELACIONADOS

RESUMEN

Composiciones que comprenden una combinación sinérgica de un funguicida 

poliénico y ai menos un lipopéptido y métodos para usar tales combinaciones para 

controlar patógenos fúngicos.
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