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v Procedimiento para la preparacién de

" un anhidrido mezclado,

ézaﬁuﬁmnén JOS. SCHLITZ COMPANY, entidad norteamericana, resi-
dente en 235 West Galena Street, Milwaukee, Wisconsin,
EE.UU. de 4.

Esta invencidén se relaciona con un procedi-
miento de obtencidn de una sustancia a emplear en la
eliminacidn del desarrollo y reproduccidén de microor-
ganismos.

5. TLos ésteres de dcidos pirocarbdnicos, tales ;

Mod. 113
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como el pirocarbonato diet{lico, han sido empleados

en el pasado para preservar materiales perecederos,ta-
les como pulpa de frutas, vegetales, productos Farma-
ceiticos y similares, y tienen la ventaja de descompo-
nerse en materiales que son compatibles con productos
alimenticios, de manera que el producto de la descompo
sicidén no altere el sabor o aroma del material perece-
dero. Ademds, estos productos de descomposioién no ofre
cen problemas de toxleidad, puesto que son constituyéﬁ
tes normales de muchos alimentos y bebidas.

Le presente invencidn se relaciona con un
nuevo grupo de anhidridos mezclados que son més’efecti—
vos:@ue los pirocarbonatos en cuanto a eliminacidn de
la actividad de microorganismos. Los compuestos de la
invéncién se descomponen formando productos gque son cox
patibles con materiales perecederos, de manera gue pue-
den usarse para preservar una amplia variedad de pro-
ductos perecederos, asi como de objetos inertes.

Los anhidridos mezclados de la invencidn co-

rresponden a la férmula general:

en la que R, y R, pueden ser hidrdgeno o un radical
que contenza carbono y posea hasta 24 dtomos-de-este
elemento, tales como slquilo inferior, eiclo-alquilo,
algquenilo inferior, cicloalquenilo, alquinilo inferior,
cicloalquinilo, arilo, y alquil-grilo mezclado. Egtos
radicales pueden incluir también varios sustituyentes

por ejemplo acetamido, acetoxilo, alcoxl, amino,benzol
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lo, bromo, cloro, ciano, epoxilo, fluof,&hidfoxilo, yo=
do, ceto, nitro, nitroso, fenoxilo, sulfonilo, tiq‘y;tig
nilo. ‘.,

De este grupo, los bis(alquil-carbdnico-anhi-
dridos)oxdlicos, en los que el grupo algquilo contiene
hasta 10 dtomos de carbono, tales como metilo, etilo, n-
propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec~butilo ter-
butilo terciario, isopentilo, n-pentilo ter-~pentilo n-he

. ¥ilo, y similares han demostrado ser particularmente efec

tivos como agentes esterilizantes. Sin embargo, dentro
de este 2rupo existen otros compuestos que poseen activi- t
dad antimicrobiana. ‘

Los anhidridos mezclados de la invencidn pueddn
prepararse por téenicas convencionales similares, a excep -
cidén de los materiales de partida, a los procedimientos
descritos en la patente n® 3.219.684 y en "The Stability
of Mixed Carboxylic-Carbonic Anhydrides" ("Ia Estabilidad
de Anhidridos Carboxilico-Carbdénicos Mezclados), de Tar- :
bell y Leister, Agosto de 1958, Journal of Organiec Chemis-_f
Try. .

En general, los anhidridos mezclados de la in-
vencidn se preparan disolviendo dcido oxdlico y una amina -
terciaria en un disolvente organico y afiadiendo luego un
cloroformato algquilico hasta que se forma un precipitado
eristalino del hidrocloruro aminico. Después de filtrarse -

la mezcla, el filtrado contiene el anhidrido mezclado,

El disolvente orgdnico a emplear en la prepara- .

cidn del anhidrido mezclado puede ser un disolvente con-
vencional tal como tolueno, cloroformo, benceno, ciclohe~

xano, tetrahidrofurano, tetracloruro de carbono y oitros,
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'disolventés no polares, Ia céntidad minima de disolvente
que puede usarse depende de la solubilidad de losiééaﬁti-
vos y generalmente se emplean de 5 a 20 partes en .pego de
disolvente por cada parte de dcido oxalico. S

Entre las aminas terciarias que pueden usarse
figuran la trietilamina, tributilemina dimetilanilina,
N-etilpiperidine y pirideina.

El cloroformato etilico es el preferido como clo

roformato alquilico, pero también pueden emplearse en la

materializacidén de esta invencidn otros cloroformatos ade-~ -

cuadamente sustituidos, como por ejemplo cloroformatos
metilico, propilico y butilico.

La reaccidn. se lleva a cabo generalmente a pre-
sidén atmosférica y a temperaturas de 0 a =60°c aproximada-
mente. Durente la reaccidn, el subproducto hidroecloruro
aminico precipita y es separado del producto de reaccidn
mediante filtracién. El producto de la reaccidén se halla
presente en el filtrado consistente en un disolvente tal
como éter, tolueno, benceno, tetracloruro de carbono y
otros disolventes no polares, destildndose luego el disol-
vente para proporcionar el producto de réaccién, anhidri--
do mezclado de la invencidn.

Se ha observado que los anhidridos mezclados
de la invencidn son altamente eficaces como preéerxadgreé
de materiales perecederos, particularmente.materiales que
contengan hidratos de carbono y/o proteinas, tales como
vegetales; frutas; bebidas fermentadas, tales como vino,
ale, cerveza; productos farmaoéuticos vy similares. Ademsds,
los anh{dridos mezclados pueden usarse como antisépticos

tdpicos, esterilizadores quirdrgicos, esterilizadores aeroc=-
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espaciales, productos farmacedticos antimicrobianos mé-
dicos, higienizadores industrimsles, esterilizadores dsz
lavanderia, insecticidas, fungicidas y en cualquier otra
aplicacidn en la gque se desee limitar o evitar la activi-
dad de microorganismos.

Cuando se emplee para preservar un material .
perecedero, el anhidrido mezclado se usa en una proporcidn -

del 0,0001 al 2% del peso del material perecedro. Los an-

. hidridos se descomponen en compuestos compatibles con los

alimentos y no dejan ninglm residuo peligroso. Asi, los
productos de descomposicidn no alterardn el sabor d‘aroma
del material perecedero ni creardn pelizros para la ssgu-
ridad sanitaria,

Cuando se empleen como esterilizante o antisép-
tico, los anhidridos mezclados pueden disolverse en agua
o en una solucidn alecohdlica y aplicarse en esta forma
al objeto a esterilizar., Ia concentracién del anhidrido 7
mezelado en el disolvente no es critica y puede variar den *
tro de amplios limites, segin sea el uso final, =

' Se ha observado que los anhidridos mezclados
de la invencidén son extremadamente eficaces contra 6rdenes 
superiores e inferiores de microorganismos, inecluyendo
bacteridfagzos y virus,

Preparacidn de bis(etil-carbdnico-anhidridos)
oxglicos

Se suspendieron 45,0 g (0,5 moles) de dcido oxd- o
lido anhidro en 500 ml de éter dietilico y se enfrié en -
un baiio do hielo. Se afiadieron 101,2 g (1,0 mol) de trie- -
tilamina, produciéndose una ligera elevacidn de tempera~

. 0 s aa
tura. Cuando ésta era prdxima a 0 C, se aiiadieron a gotas,



con agitacién continua y durante una hora 95,5 ml (}?0
mol) de cloroformato etilico. Con agitacidn continﬁada,
gse dejd llegar a la temperatura ambiente la nezcla ‘resul~
tente en hora y media. El subproducto, hidrocloruro- de

5 trietilamina, fué separado por filtracidm al vacio y la-
vado con 250 ml de éter dietilico. El filtrado etéreo que
contenis el producto deseado fué lavado una vez con 200
ml de agua. Se recogid la fase de éter producto y se se-
¢6 sobre cloruro cidleico anhidro. Después de destilar el

10, éter bajo vacio, se obtuvo el bis(etil—carbénico—anhidri—
do oxdlico mediante destilacidén con alto vacio. Produc-
¢ibn: 60,0 g (52,0 %). Punto de ebullicidn: 53-55°C/o,5
mm. . '

Prucba de estructura del bis(etil-carbonico-an

15. hidrido) oxdlico

Descomposicién térmica: Se descompusieron térmi-

camente 1,5505 g de bis(etil~-carbénico-anhidrido)oxdliso

a 1780. Se barrieron los gases desprendidos & una solucién,-
vaiorada de hﬁﬂréxido sédico mediante una corriente de ni--
20. trégeno. La valoracién de la solucidén alecalina resulian~
te con dcido clorhidrico valorado reveld que se habia li-
berado 0,6046 g de didxido de carbono. Considerando dos
moléculas de didxido de carbono por molécula de anhidrido
el peso tedrico de didxido de carbono era de 0,5827 g
25, (103,7 %). Esto demostrd que la mitad estructurdl™de =CO-
0- estaba repetida dos veeces en -la molécula natriz.
Hidrélisis: Se hidrolizd bis(etil-carbénico-an
hidrido)oxdlico en una solucidn acuosa 0,1N de dcido -clor
hidrico tras reposar durente dos dias a temperatura am-

30, biente. Bl desprendimiento dedidxido de carbono quedd evjﬁn
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denciado por ung lenta liberacidn de burbujéé de gés de
la solucidn . El agua y los productos voldtiles deila’hi— h
drdlisis fueron separados de la solucidn mediante avapora-- .
cidn, quedando un residuo eristalino. Por comparacidn di-
recta, un espectro infrarrojo de este residuo cristélino
resultd idéntico al espectro infrarrojo de deido oxdlico
auténtico. Bandas a 3003-2580 cm.—l (fuerte, -CO-OH); 1770‘
em L (fuerte, -CO-OH); 1745 cm—l(fuerte, i=C0=C0-) - Se

" demostrd asi que la mitad estructural =0=C0-C0-0 serhalla-'_

ba presente en el compuesto original,

Formacidn de anilidas: Se afiadid una solucidn

de 3,0 g de anilina en 30 ml de benceno a 2,0 g de bis .
(etil-carbdnico~anhidrido)oxdlico y se calentd la solucidn
en un bailo de vapor de agua durante dog minutos. Ia solu- ‘
cién enfriada se lavd sucesivamente con 2 ml de agua, 5
ml de deido clorhidrico al 5%, 5 ml de solucidén de hidrd- ;5
xido sddico al 5% y 2 ml de agua. Se evapord el benceno N
¥y se recristalizdéd la anilida en etanol del 95%. Un espec-
tro infrarrojo de este derivado, que fundid a 48°C,era
idéntico por comparacidn directa a un espectro infrarro-
jo de carbamato N-fenil etilico (feniluretano)? que fun-
aié a 51°C. Bandas a 3425 cm~l<media, ~NH=); 1733 om >
(fuerte, =0-Co-NH-)j; 1605 cm’l(media, c6H5-); 1480 e
(a6bil, ~CH,-); 1380 en™ L (aébil, ~CH,). Se demostrS asi
que la molécula anhidrido matriz contenia la mitad es-
truetural de =-CO-0-CH,CH..

2773
Espectro infrarrojo.- Se exemind el espectro

infrarrojo de una solucidn al 2% de bis(etil-carbdnico
~anhidrido) oxalico contra una referencia de tetracloru-

ro de carbono de 4000 a 400 cmfl, mostrdndose una porcidn ?2
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del espectro en el dibujo. La siguiente table enumera
las bandes espectrales principales y la estructura corres-

pondiente a las posiciones de estas bandas.

Bandas cmfl Asignaciones
2988 ~CH,
2945 ~CH,,
1827\ €0,59 om ™) ~(0=0=CO0=
1768 ~C0=0=~C0~
1751 ( punto de inflexidn) ~C0=C0=
1470 ~OH2
1370 —GH3
1163 ~C=0=C
1109 ° ~C0~-0-C0-

Espectro de masa: Se examind un espectro de

masa 70 e V de bis(etil-carbdnico-anhidrido)oxdlico. No
se observé ningin ion molecular original debido a la
inestabilidad de los anhidridos bajo impacto electrdnico
Los principales médximos idnicos fraegmentarios se correla-

cionaron con grupos estructurales como sigue:

/e Iones vroductores de grupos
estructurales

28 ' co

29 -CéH5

44 T2

45 -O—CzH5

63 ~0~C0~0-

75 ’ ~C0-0-0,,H

9% | ~0-00-0-C H;

119 -CO-O-—CO-—O-—CZH5

147 ~C0-C0~0-C0-0-C H

275
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, Por los resultados de andlisis de grupos funcio

nales e instrumentales, se determiné que el compuesto te-

nia la siguiente estructura

CH.,~CH ,~0~(—0~G~(—0-G~0~CH ~CH
3 2 5 86 8 2 73
representativa del bis(etil-carbdnico-anhidrido )oxaiiw

CO,

Propiedades antimicrobianas del bis(etil-carbi-

nico-anhidrido)oxdlico

Se efcetud un exdmen vara determinar la aécidn

del bis{etil-carbénico-anhidrico)oxdlico sobre una mezcla .

de levaduras esponidnea y cultivada. Se afiadid a cerveza
una mezcela de diez diferentes levaduras de cultivo y es-

ponténea de formacidn natural en la cerveza, de 48 horas

de tiempo; primero se disolvid en etanol la cantidad cal- o

culada de bis(etil-carbdénico-anhidrido)oxdlico y luego

se agregd una cantidad alicuota conocida de esta solucidn -

a una serie de botellas de cerveza vacias antes de llenar

las con la cervesza infectada,’para proporcionar, después
del llenado, unas concentraciones de bis(etil~carbdnico-
anhidrido)oxdlico de 50,100 y 150 ppm, respectivamente.

-~ Se obtuvieron botellas de control sin tratar de la misma

cerveza. Despuds de la adicidn del anhidrido, las bote-
1llas fueron llenadas, tapadas inmediatamente e incubadas
a ‘temperatura ambiente durante una a dos semanas, respec-
tivamente. Después de la incubacidn, se examinaron las
muestras en cuanto a desarrollo microbioldgico usando

la técnica de filtracidn Millipore. Los resultadog se

muestran en la gizuiente tabla.
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f Concentracidn
'de bis(etil=—
carbénico-anhi

Computos de microorganismos

Original(por 7 dfas

. ro s . 14 dias (por
drido)oxdlico, 1) por 100 ml 100 ml)
ppm) , .
Aerobico | Anaerobi | Aerobicos | Anae |Aerobi iAnaero
cos robi | cos " Ibicos
_ cog ‘
0 mpe ¥ DNEC DNPC | DNPC | DNBC | DNEC
50 DNPC DNPC 4 2 0 0
100 DNPC DNPC ¢ 0 0
150 DNPC DNPC 0 0 0] 0
%

DNPC ~Demasiado numerosos para computar .

Los anteriores resultados indican que el c¢dm~

puto de microorganismos de la muestra de control, que

no contenia bis(etil-carbdnico-anhidrido)oxdlico, no

5e se redujo durante el periodo de incubacidén. Por otra

parte, las muestras que contenian varias concentracio-

nes del cdémpuesto quimico, de 50 a 150 ppm, redujeron

el cémputo de microorganismos-en todos los casos, de

manera que después de dos semanas no se encontraba

10,

ningin mieroorganismo:. en las muestras.

Se examinaron lasg propiedades estérilizantes

del bis(etil-carbdnico~-anhidrido)oxdlico en Jugo de

frutas, medios microbioldgicos y también en agua mues-

treada de un estero abierto que mostraban un alto gra-

15.

do de contaminacidn con varios tipos de microorganis—
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‘mos, Se prepard cada producto en cantidades de 100 ml y a ca—,<'
ds porcidén se afiadid 0,5 ml de mezcla de levaduras espontdnea B
y cultivada, ademds de microorganismos de origen natural pre~
sentes en las muestras. Esto reflejdé aproximsdamente de 15 a .
20 millones de microorganismos por ml de muestra. Primero se
disolvid la cantidad calculada de bis(etil—carbénieo-anhidri— o
do)oxdlico en etanol y luego se afiadid una parte alicuota de ,
0,5 ml a cada porcidn del producto para proporcionar coﬁeéntra—;;
ciones de bis(etil-carbénico-anhidrido)oxdlico de 50,100, y
150 ppm. respectivamente. Ademds, se prepararon también,muestra{f
de cont%ol que no conteniah los compuestos. Después de l= adi—f:'
cidn, se incubaron las botellas a temperatura ambiente'dufan-
te 7 y 14 dlas, respectivamente. Después de la incubacida, se
examinaron las muestras sin diluir para determinar el desarro-f'.
1lo de levadura y bacterias, usendo wna téenicade revestimimyf

to. Los resultados se muestran en la giguiente fabla.

|
i Concentracidn
{ Producto |de bis(etil- 7 dias ’
carbénico-an— Original 14 dias o
hidrldo)oxalg Aerobicos | Anaero Aerobicos | Anaero| Aerobi| Anaero
co, ppm) . -
bicos bicos cos |bicos
0 . |Aprox. DNPC DNPC DNPC DNPC
Juego de 50 15,000,000 12000 13000 14000 11004
uves 100 500 600 900 950
150 0 0 0 0
- 0 Aprox. DNPC DNPC DNPC DNPC
3§?§§t2“ 50 17,000,000 1352- 1788 | 0 0
%00 790 760 0 0
50 88 22 0 0
.z 0 AProx, DNPC DNPC DNPC DNPC
ggi:ﬁigz gi 50 15,000,000 1000 2 0 0
o 100 200 0. 0 0
150 0 0 0 0
0 Aprox. DNPC DRPC DNPC DEPC
Ag:zrge ®2| 50 25,000, 000 1200 1 0 0
s 100 400 0 0 0
150 10 0 0 0
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Los resultados expuestos en la anteriér tabla
indican que el bis(etil—carbénico-anhidrido)oxélico;esLex—
tremadamente efectivo contra los microorganismos. En todas
las soluciones se redujo el cémputo de ellos a cero en’ 14
dfas mediante la adicién de 150 ppm del anhidrido.,

Preparacidn de bis(n-propil-carbénico-anhidrido)

oxdlico N

Se suspendieron 31,5 g (0,25 moles) de écido oxa-
lico dihidratado y 50,5 g (0,5 moles) de trietilaming en
250 ml de éter diet{lico. Se enfrid la suspensidn a4d?C y
se tratéd a gotas con 56,1 ml (0,5 moles) de cloroforﬁéto
n-propilico bajo vigorosa agitacién en unos 30 minutos. Ia
mezecls résultante fué agitada durante toda la noche;'ééjén-'-
dose llegar a la temperatura ambiente. Bl hidrocloruro de
trietilamina que se Tormé en la reaccidén fud separado por
filtracidn en vacio y lavado con 200 ml de éter. Se lavd
el filtrado etéreo una vez en 100 ml de bicarbonato sédico
al 5% y otra vez con 100 ml de agua. Después de secar la
fase de éter producto sobre clorurc cdlcico anhidrido, se
destild el éter dietf{lico bajo presidén reducida. E1 produc—
o puro, bis(nrpropil-carbénico-aqhidridd)oXélico, se obtu-
vo luego por destilacién en vacfo. Produccidn: 24,0 g (36,6
%), Punto de ebullicidn: 782 ¢/3,5 mm,

Propiedades esterilizantes del bis(n-peril-earbd--

nico-anhidrido)oxdlico usando cerveza contaminada

Se determinaron las propiedades esterilizantes
del bis(n-propil-carbdénico-anhidrido) oxalico de la manera
expuesta en relacidn con el bis(etil-carbénico-anhidrido)
oxdlico., Se afiadieron concentraciones de 50,100 y 150 ppm,

respectivanente, de bis{n-propil-~carbdnico-anhidrido) oxdli-
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<o a una serie de botellas de cerveza vacias antes de su

" 1lenado con la cerveza infectada. Se obtuvieron botellas

de control sin tratar de la misma cerveza. Después de la

adicidén del anhidrido, se llenaron las botellas, se tapa-

ron inmediatamente y se incubaron a temperatira smbiente

durante 1 y 2 semanas, respectivamente., Después de la in-
cubacidn, las muestras fueron examinadas para determinar

el desarrollo microbioldgico, mostréndose los resultados .

10, Bn la siguiente tabla.

10

Cémputo de microorganismos
Concentracidn ! T

zzrgéziggﬁzgiéi Original 7 &aasmfor 14186a%1por
; 5 do pom Aerobicos| Anaero | Aerobicos |Anaero | AerobijAnaer
r ppm. bicos __|bicos cos |bicos
0 DNPC DNPC DNPC DNPC DNPC | DNPC

50 bypcC DNPC 17 208 0 100
100 DNPC DNPC 1 0 0 0
150 | DNPC DNPC 1 0 0 0

15.

20.

Los resultados expuestos en la anterior tabla
indican que el bis(n-propil-carbénico-anhidrido)oxdlico
es extremadamente eficaz en la eliminacidn del desarrollo
de microorganismos,

Preparacidn de bis(n-pentil-carbdnico-anhidrido
oxélico

Se suspendieron 22,5 g (0,25 moles) de dcido oxd -
lico y 50,5 g (0,5 moles) de #rietilamina en 500 ml de &~
ter dietflico y se enfrié a 5° C. Durante una hora se afia-

dieron a gotas y con vigorosa agitacién 75,3 g (0,5 moles)

de cloroformato n-pentilico. Bajo continuada agitacidén, se .-

dejé llegar la mezcla de reaccidn a la temperatura ambien-

te en hora y media. Se separd el hidrocloruro de trietila—" A
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dina mediante filtracidn en vacio y se lavd con 200 ml de
éter. Bl filtrado etéreo fué lavado con 200 ml de bicsrbo-

nato sédico al 5% y luego con 200 ml de agua. La fase re—

sultante de éter producto fué minuciosamente secada sobre

cloruro cdlcico anhidro. Después de separar el agente se-

cador mediante filtracidn por gravedad, se destild el éter

en un evaporador giratorio al vacio, de pelicula delgada.

Bl residuo liquido era bis(n-pentil-carbonico-anhidrido)

oxdlico. Produccidn:54,9 g (69,0%).

Propiedades esterilizantes del bis(n-pentil-ocar-

bonico-anhidrido)oxdlico usando cerveza contaminads

Se determinaron las propiedades esteriliza@ﬁés

del bis(n-pentil-carbénico-anhidrido)oxdlico de la manera

descrita respecto al bis(etil-carbénico-anhidrido)oxadlizo.

Se introdujeron concentraciones de 50,100 y 150 ppn de bis

(n-pentil-carbdénico-anhidrido)oxdlico en botellas antes de

llenarlas de cerveza infectada.

Se obtuvieron botellas de

control sin tratar de la misma cerveza. Después de la adi-

cidn del anhidrido, se llenaron dichas botellas, se taparon

e incubaron a temperatura amblente durante una y dos sema- -

nas, respectivamente. Después de la incubacidn, se examina-

ron las muestas para deberminar el desarrollo microbiold-

gico, mostrdndose los resultados en la siguiente tabla.

~ Cémputo de microorganismos

Conc§ntraolon. Originaikes T dias por 14 dias (pox|
de bis(n-pentil (pop L) 00 00 1)
carbénico~anhi 'pOE%?*' L - 1l 100 o
drido Aerobicos 1%8§° Aerobicos %2%8 éggobz %gzg-
0 DNPC INEPC DNPC DNPC | DNPC DNPC
50 DNPC DNPC 221 5 5 0
100 DNPC TNPC 63 - 0 0] 0
150 DNPC DNFPC 0 0 0 0
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. Los resultados mostrados enﬁﬁl gﬁibﬂ%%l tabla

indica que el bis(n-pentil-carbdnico-anhldrido)oxdlico

es extremadamente efectivo contra el desarrollo de micro-
organismos, El cdémputo de éstos en la cerveza se redujo

al eabo de 7 y 14 dfas de incubacién a cero, usendo una
concentracidn de 150 ppm del anhidrido,

Se efectuaron también ensayos para comparar las

proniedades esterilizantes del anhidrido mezelado de la:

- « £ » . s : . | ‘
invencion con un agente egterilizante conocido, pirocarbo-

nato dietilico, como se describe en la patente n? 2,91040.
¥ con el anhidrido mezclado,bis(etil~carbénico-anhidrido)
maldnico. En la realizacidn de estos ensayos, se sfiadid

a la cerveza una mezcla de diez levaduras de cultivo y

espontanea de formaeidn natural en la cerveza, antes del

tratamiento con los agentes esterilizantes. Se obtuvieron . -

botellas de control de la misma cerveza y sediadieron los '
agentes esterilizantes en las proporciones de 50,100 y

150 ppm a la cerveza terminada. Primero se disolvid 1la
cantidad calculada del agente esterilizante objeto de in- |
vestigacidén en un disolvente y luego se afiadid una parte
alicuota conocida de solucidn a la botella vacia antes

de llenarla con la cerveza infectada. Después de la adi-
cién de los agentes esterilizantes, las botellas fueron
llenadas y tapadas inmediatamente, Ia cerveza fué incuba-
da a temperatura ambienle y se examinaron las bofellas al
cabo de una y dos semanas de incubacidn para determinar

el desarrollo de la levadura,usando la técnica de filtra~"
cidn Millipore. Los resultados de estos experimentos se .

muiegtran en la siguiente tabla:
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Cémputo de microorganismos por 100 ml
Agente esterili Concentra Original T ddas 14 dias
zante cién ppm
Aerobi Anaero | Aerobi | Anaero |Aerobi|Anae-
cos bicos | cos bicos |bhicos |rchicos
Pirocarbonato 0 DNPC DNPC DNPC DNPC DNPC | DNPC
dietilico 50 DNEPC DNPC T T 15 2
100 DNPC - DNPC 0 0 o 0
150 DNPC DNPC 0 0 0 - 0
Bis (etil .- 0 DNPC DNPC DNPC DNPC DNPC DNfC
carbdnico~an= 50 DNPC DNPC 283 223 267 290
hidrico 100 DNPC DNPC 20 16 10 | 19
150 , DNPC DNEC 0 [0) 0. |- 3
Bis (etil-carbd 0 DNPC DNPC DNPC DNPC DNPC | DNPC
nico-anhidrido)| 50 DNPC DNPC 4 2 o o
|oxd1ico 100 DNPC DNBC 0 0. 0 0
150 DNPC DNPC 0 0 0 0
Los resultados expuestos en la anterior tabla
indican que el anhidrido mezclado de la invencidn, bis(e
til=carbénico-anhidrido)oxdlico, era marcadamente mds
efectivo como agente esterilizante que el pirocarbonato. .
54 dietilico o el bis(etil-carbdénico-anhidrido)maldnico.
NOTA
Descrita suficientemente la naturalezs del in-
vento, asli como la manera de realizarlo en la préctica
debe hacerse constar que las disposiciones anteriormente
10, indicadas son susceptibles de modificaciones de detalle

en cuanto no alteren su principio fundamental También se

hace constar que el invento corresponde a una solicitud

patente, presentada en Norteamerica con el ndmero Ser No.
15, 597.155 de 25 de noviembre de 1966, acogiéndose por lo
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tanto a los beneficios que concédehviés Convenios
Internacionales en vigor, siendo lo que constituye la
egsencia del referido invento, y por lo gque se sclici-
ta Patente de Inveneidn por 20 afios en Espafia sobre:
" PROCEDIMIENTC PARA TA PREPARACION DE UN ANHIDRIDO
NMEZCLADO", caracterizandose por lo siguiente: o

l2,~ Procedimiento vara la preparaci6n de
un anhidrido mezeclado, susceptible de empleo en la es
terilizacidn de materiales perecederos y para la'eli;
minacién de la actividad de microorganismos, de fér-
mula general:;O 0 0 0

" n 1 "
Rl- 0~C~0~C=-C~-0~-C=0-~- R2

en la que Rl y R2 se eligen del grupo consistente en
hidrégeno y radicales que contengan carbono, caracte—
rizado porgue se hace reaccionar deido oxdlico con un

cloroformato de férmula general
0

"
C1l-C~0-R
en la que R tiene el mismo significado que los indica-
dos para Rl Yy R2 anteriorﬁénte, en presencia de una
amina, y a continuacidn se separa de la mezcla de reac~
cidn el snhidrido mezclado resuliante. '
28,~ Procedimiento segin le reivindicacidn
12, caracgerizado porqgue Rl y R2 son grupos alquilo de ;l
1 a 10 dtomos de carbono preferentemente grupos etilos.:.
32,=- Procedimiento sesin lareivindicacidn
18, caracterizado porque los citados radicales Rl y Rzrti
que contienen carbono, poseen de 1 a 24 stomos de car-
bono y se eligen del grupo consistente en alquilo, ci- .

cloalguilo, algquenilo, cicloalquenilo, alquinilo, cic;gfﬂ



5

10,

418 -

s
8lguinilo, arilo y alquil-arilo meszc -,uO.

48,- Procedimiento segin larivindicacicn 32,
caracterizado porque los citados radicales inclﬁyan
un sustituyente que se elige del grupo consistente en
acetamido, acetoxilo, acetilo, alcoxilo, amino, benzoi-
1o, bromo, cloro, ciano, epoxilo, fluor, hidroxilo,yo-
do, ceto, nitro, nitroso, fenoxilo, sulfonilo,tio ¥y
tionilo. '

5&.- " Procedimiento para la preparacidn

de un anhidrido mezclado®, tal y como queda sustancial-
mente descrito en la presente Memoria, y en los dibu-

jos adjuntos.

L
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