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COMPUESTOS ANTIBACTERICOS

Esta invención se refiere a compuestos antibacte­
rianos y, en particular, a un nuevo compuesto antibacteria­
no producido por la bacteria Pseudomonas fluorescens  ̂ y a 
las sales y esteres del compuesto.

La patente británica n§ 1.395*907 describe y rei­
vindica un procedimiento para el aislamiento de compuestos 
antibacterianos de la bacteria Pseudomonas fluoresCens, 
siendo uno de dichos compuestos el llamado ácido pseudomó- 
nico, de fórmula (I)

Ref.: ÁH/LAII/B531
2 -

Se ha encontrado ahora que otro compuesto antibac­
teriano puede aislarse de Pseudomonas flúorescens y este coim 
puesto puede prepararse también de ácido pseudomónico A.

Por lo tanto, la presente invención describe un 
compuesto de fórmula (II) o una sal o'ester correspondientes 
farmacéuticamente aceptables:

' OH

C0 (OH ) co H 2 2 8 2

('II)

El compuesto (II)* se nombrará aquí como "ácido pseudomónico
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C". Se cree que el compuesto tiene la estereoquímica absolu­
ta que indica la fórmula (111)

8
OH

H0^ JL  ^ÍY
los dos dobles enlaces tienen una configuración trans- o E.

10 Sales no tóxicas aceptables del ácido pseudómóni- 
co C son: sales metálicas, por ejejplo, de aluminio, sales 
de metales alcalinos, tales como sodio y potasio, sales de 
metales alcalino terreos, tales como de calcio o magnesio 
y sales amónicas o amónicas sustituidas, por ejemplo, aque­
llas de alquilamino inferior, tales como^Hetilamina, hidro-

18 xialquilamino inferior, tales como 2-hidroxietilamina, bls- 
(2-hidroxietll)-amina o tri-(2-hidroxietil)-amina, cicloal- 
quilaminas, tales como biciclohexilamina, o de procaina, 
dibenzilamina, N,N-dibenziletilen-diamina, 1-efenamina, *N- 
etilpiperidina, N-beñzil-^ -fenetil-amina, dihidroabietila-

20 mina, N,N^-bis-deábidroabietiletilen-piridina, o bases del 
tipo piridina, tales como plridina, colidina o qulnoleina.

Las sales preferidas son las* de metales alcalinos.

28

Los esteres adecuados incluyen:
(a) de alquilo C^_gQ, alquenilo Cg_g o alquinilo Cg_g, cada 
uno de los cuales puede estar, opcionalmente, sustituido 
por un cicloalquilo halógeno, carboxi, alcoxicarbonilo 
^1 6̂  carbamoilo, arilo, heterociclico, hidroxi, alcanoilo- 
xi ^g, amino, mono y di-alquilamino C^_g.

(b) de cicloalquilo sustituido, opcionalmente, con

30

-
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(c) arilo

(d) heterociclilo.
El término "arilo" incluye grupos fenilo y naftilo 

opcionalmente sustituido con hasta cinco halógenos, alquilo 
^1 6' g! haloalquilo g, hidroxi, amino, cárbo-
xi, alcoxicarbonilo g, o alcoxi(C^ g)carbonilalquilo

El término "heterociclilo" incluye anillos,senci­
llos o fundidos, comprendiendo hasta cuatro heteroátomos 
en el anillo, seleccionados entre oxígeno, nitrógeno, azu­
fre y, opcionalmente, sustituidos con hasta trés grupos ha­
lógeno, alquilo g, alcoxi C^_g, haloalquilo g, hidro­
xi, amino, carboxi, alcoxicarbóhilo g, alcoxi (C^ g)car­
bonilalquilo (C^_g), arilo u oxO.

Un tipo de grupos esteres el formado por grupos 
alquilo, arilo y aralquilo, cualquiera de los cuales puede 
estar sustituido por un grupo hidroxi, amino o halógeno.
Por ejemplo, el grupo ester puede ser un gruño alquilo C- 
en particular, metilo, etild, n o iso-orooilo. n, seo-. 
iso o tere-butilo; un grupo haloalquilo C. tal como 
trifluorometilo, 2,2,2-tricloroetilo; un grupo aminoalqui- 
lo, tal como aminometilo, 2-aminoetilo; hidroximetilo, hidro- 
xietilo; fenilo; fenilo sustituido o un grupo bencilo.

Los esteres preferidos son esteres alquilo g.
El ácido pseudomónico C, sus sales y sus esteres, 

tienen actividad antibacteriana. Tienen, particularmente, 
alta actividad contra Haemphilus influenzae. Neisseria-gono- 
rrhoeae y Mycoplasma so, y, por ello, son válidos en el tra­
tamiento de enfermedades respiratorias y venereas, de huma­
nos y enfermedades veterinarias, inducidas por micoplasmas. 
Además, los compuestos de esta invención tienen la ventaja 
sobre el ácido pseudomónico A de ser estables en condiciones 
ácidas y mas estables en condiciones alcalinas.
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En humanos, las infecciones contra las que son 
particularmente útiles el ácido pseudomónicd C y sus sales 
y esteres incluyen las enferemedades venereas. Debido a que 
no es un antibiótico j3-lactámico, es efectivo contra cepas 
de N. gonorrhoeae productoras de p-lactamasa, contra las qu¡ 
los tratamientos normales, tales como los antibióticos . 
de penicilina y tcefalosporina no pueden ser utilizados.

El ácido pseudomónico C puede ser también efecti­
vo en el tratamiento de infecciones respiratorias, como, 
bronquitis crónica y meningitis bacteriana, uretritis no es­
pecifica y neumonía. En animales se emplea,generalmente, co­
mo un promotor de crecimiento, o para el tratamiento de mas­
titis en ganado o para el tratamiento de infecciones de mi- 
coplasma en animales, como pavos, pollos y cerdos. i-

Esta invención proporciona, también, una composi­
ción farmacéutica o veterinaria, que comprende ácido pseudó 
mónicio C, o una sal o estar correspondientes, junto con una 
sustancia transportadora o excipiente, farmaceútica o yete- 
rianatriamente aceptables.

Las composiciones pueden formularse para adminis­
tración- por cualquier via, dependiendo de la enfermedad tra­
tada. Las composiciones pueden presentarse en forma de tablej- 
tas, cápsulas, polvos, gránulos, pastillas o preparaciones 
líquidas, como disoluciones o suspensiones orales o paren- 
terales estériles.

Las tabletas y cápsulas para administración oral 
pueden presentarse en forma de dosis unidad, y pueden conte­
ner excipientes convencionales como agentes aglutinantes, 
por ejemplo, sirope, acacia, gelatina, sorbitol, tragacan­
to, o polivinil pirolidona -i de relleno, por ejemplo, lacto­
sa, azúcar, almidón de maíz, fosfato cálcico, sorbitol o 
glicina; lubricantes de tabletas, por ejemplo, estearato 
magnésico, talco, polietilen glicol o sílice; desintegran-
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tes, por ejemplo, almidón, de patata, o agentes humectantes 
aceptables, como sulfato de sodio y. laurilo. Las tabletas 
pueden revestirse de acuerdo con los métodos bien conocidos 
en la práctica farmacéutica normal. Las preparaciones ora­
les liquidas pueden ser en forma de, por ejemplo, suspensio­
nes acuosas u oleosas, disoluciones, emulsiones, jarabes o 
elixires, o pueden presentarse como un producto seco para 
su reconstitución con agua,u otro vehículo adecuado, ep.tes 
de su uso. Tales preparaciones liquidas pueden contener adi­
tivos convencionales, como agentes formadores de suspensio­
nes, por ejemplo, sorbitol, sirope, metilcelulosa, jarabe 
de glucosa, grasas comestibles de gelatina hidrogenada,'agen­
tes emulsionantes, por ejemplo, lecitina, monooleato d$ sor­
bí tan o acacia; vehículos no acuosos (que pueden incluir 
aceites comestibles), por ejemplo, aceite de almendra,-: acei­
te de coco fraccionado, esteres grasos como glicerina,¿pro- 
pilen glicol o alcohol etilico; conservantes, por ejemplo, 
p-hidroxibenzoato de metilo o propilo', o ácido sórbico^ y 
si se desea, agentes saborantes y colorantes convencionales.

Los supositorios contendrán bases de supositorio 
convencionales, por ejemplo, mantequilla de coco u-otro gli- 
cérido*

Para administráción parenteral, las formas fluidas 
de dosis unidad se preparan utilizando el compuesto y un 
vehículo estéril, preferiblemente agua. El compuesto, depen­
diendo del vehículo y la concentración usada, puede ser sus­
pendido o disuelto en el vehículo. En la preparación de.di­
soluciones, el compuesto puede disolverse en agua pera in­
yección y filtrado esterilizado antes- de introducirlo en un 
vial o ampolla adecuado.y cerrarlo. Otros aditivos, como 
anestésicos locales, agentes conservantes y tamponantes se 
pueden disolver, ventajosamente, en el vehículo. Para mejo­
rar la estabilidad, la composición puede congelarse después
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de introducirla en el vial y eliminar el agua a vacio. En­
tonces se cierra herméticamente el vial con el polvo liofi- 
lizado seco en su interior. Las suspensiones parenterales ' 
se preparan, sustancialmente, de la misma manera, excepto 
que el compuesto se suspende en el vehículo en vez de disol­
verse y la esterilización no puede completarse por filtra­
ción. El compuesto puede esterilizarse mediante exposición 
a óxido de etileno antes de suspenderlo en el vehículo es- 
táril;En la composición, puede incluirse ventajosamente, un 
agenté surfactante o humectante, para facilitar la distri-

10 bución uniforme del compuesto.
Las composiciones pueden contener de 0,1% a 99%, 

en peso, preferiblemente, de 10-60%, en peso, del material 
activo, dependiendo del método de administración. Cuando
las'composiciones comprenden dosis unidad, cada unidad con-

'
15

tendrá, preferiblemente, de 50-500 mg. del ingrediente ac-
tivo. La dosis empleada para el tratamiento de un humano
adulto será, preferiblemente, del orden de 100 mg. a 3 g. 
por día, por ejemplo, 250mg-2g., por día, dependiendo de la 
via y frecuencia de la administración.

El ácido pseudomónico C o una sal o ester pueden

20 administrarse, alternativamente, como parte de una dieta 
total. En este caso, la cantidad de compuesto empleada debe 
ser menos del 1%, en peso, de la dieta y, preferiblemente, 
no mas del 0,5%, en peso. La dieta para animales puede con­
sistir. en un pienso normal, al que puede añadirse el com-
puesto, o este ya puede líaber sido añadido a una premezcla.

35 La presente invención proporciona, también, *un 
procedimiento para la preparación del ácido pseudomónico C
o una sal o un ester coirespondientes, cuyo procedimiento

' comprende la reacción del ácido pseudomónico A o una sal 
o ester correspondientes, con un reactivo que convierte un 
epóxido a una defina; y, opcionalmente, la realización de

30
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una de las siguientes etapas:
(i) formación de una sal del ácido pseudomónico C produci­
do
(ii) esterificación del ácido pseudomónico C o una sal co­
rrespondiente para producir un ester del ácido pseudomóni­
co C; o
(iii) hidrólisis de un ester del ácido pseudomónico C.

La conversión de un epóxido a una defina ouede 
realizarse mediante varios reactivos descritos en la biblio­
grafía, el reactivo particular a elegir para el procedi­
miento de la presente invención se decide mediante un proce­
dimiento de prueba y' error. Algunos de tales reactivos son 
mas adecuados que otros para este propósito. Algunos méto­
dos, generalmente adecuados, son los siguientes 

-(a) Selenocianato potásico en metanol/agua;
¡(vease JCS Chem.Comm., 1975, 1216; JCS 1949, 278)
(b) Haluros de v/olframlo de baja valencia; por ejemplo 
WClg/butil litio (vease J.Amer.Chem.Soc. 1972, % ,  6538)
(c) Ph^P = Se/ácido trifluoroacético;
(vease JCS Chem.Comm. 1973, 253)
(d) loduro de trifluoroacetilo/iouduro sódico;
(vease J.Org.Chem.,1978, 4¿, 1841).
En las siguientes referencias se describen otros métodos: 

J.Amer.Chem.Soc.,1973, R5., 2697.
Tet.Letts (17) 1976, 1395.
Ber. 1955, 88, 1654.
J. Org.Chem., 1958, 22, 1118.
Se ha encontrado que un método conveniente consiste 

ten el uso de selenocianato potásico.
Disolventes adecuados para usar con selenocianato po­

tásico incluyen mezclas de agua con alcandés, en partícu­
las alcandés C^-C^^. Se ha encontrado que los mas altos ren 
dimientos del compuesto de fórmula (II) se obtienen si se



emplea un alcohol con un grupo alquilo de gran tamaño, en 
particular ramificado o cíclico. Alcoholes específicos son, 
por ejemplo, alcohol iso-hexilico, alcohol tero-amílico y 
alcohol ciclohexílico. La reacción se lleva a cabo, general­
mente,* a elevadas temperaturas, preferiblemente, alrededor 
del punto de ebullición del disolvente empleado. El tiempo 
para que la reacción se realice, depende de la temperatura 
de la reacción y, por tanto, del disolvente. Generalmente, 
es adecuado un tiempo de 2 a 9 dias.

Otro método adecuado para convertir el epóxido del 
ácido pseudomónico A, o una sal o ester correspondientes 
en una defina, comprende el tratamiento con ioduro de tri- 
fluoroacetilo e ioduro sódico. El ioduro dé trifluorcacetilo 
puede prepararse in situ a partir de anhídrido trifluoroacé- 
tico'. La reacción se lleva a cabo adecuadamente a tempera­
tura ambiente durante 10-36 horas, aproximadamente, prefe­
riblemente 24 horas, aproximadamente.

Cuando el producto deseado es el ácido pseudomóni­
co C libre, o la sal,puede ser conveniente emplear un ester 
de ácido pseudomónico A para el procedimiento antes citado. 
Este ester es un grupo protector del carboxilo. Los grupos 
protectores de carboxilo adecuados dependen de las condi­
ciones de reacción empleadas para la apertura del epóxido 
y son, por ejemplo, grupos ester 2,2,2-tricloro-etílico, 
(que puedeneliminarse con zinc en un alcohol inferior, espe­
cialmente metanol),fenilo, pentacloro fenilo, bencilo y t- 
butilo. Otros protectores de carboxilo adeucados son los 
grupos sililo. En este caso, el ácido carboxílico reacciona 
con un agente sililmte, como un halosilano o un silazano.
Un agente sililante preferido es N,0-bis(trimetilsilil)ace- 
tamida, que produce el derivado trlmetil-sililado del ácido.

Antes de realizar el procedimiento anterior, ca­
racterístico de esta invención, puede ser deseable proteger
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los grupos hidroxilo en el ácido pseudomónico A o su sal o 
ester. Aunque la reacción puede realizarse sin protección 
del hidroxilo, en algunos casos se darían rendimientos mas 
altos del derivado del ácido pseudomónico C si los grupos 
hidroxilo estuvieran protegidos. Tales grupos protectores 
deben ser eliminables bajo condiciones suficientemente sua­
ves. Grupos adecuados son, por ejemploj los grupos sililo 
producidos a partir de un agente siliíante como ya ce ha diS' 
cutido anteriormente. Grupos protectores de hidroxilo parti­
cularmente adecuados son, por ejemplo,.trimetilsililo, t- 
butildimetilsililo, metiltiometilo.Un grupo protector de 
hidroxilo preferido es trimetilsililo, q.ue se elimina fácil­
mente, al completar la reacción. Alternativamente, para algu­
nas reacciones de apertura del epóxido es posible proteger 
los grupos hidroxilo con otros radicales ester,'que pueden 
eliminarse por medios químicos o enzimáticos. Por ejemplo, 
p-nitjrobenzoato, metoxiacetato, fenoxiacetato, trifluoroa- 
cetatjO, cada uno de los cuales puede eliminarse bajo condi­
cionas básicas suaves, como amoniaco acuoso, o carbonato 
potásico en metanol acuoso.

s
También es posible proteger el resto glicol.del 

ácido pseudomónico A. Reactivos adecuados para formar tales 
grupos protectores de hidroxilo son, por ejemplo, los com-A
puestos de fórmula (IV)

0R

0R- (IV)

0R"

1 2 donde R representa hidrógeno o un grupo alquilo C- y R ,
3 4 'R y R , independientemente, representan un grupo alquilo
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1-6 * ^ . *
El grupo R puede representar, por ejemplo, hidróge-

no, metilo, etilo, n- o iso-propilo. Preferiblemente, R 
representa hidrógeno, de tal manera que el compuesto de fór­
mula (IV) sea ún ortoformiato de trialquilo.

2 3 4Los grupos R , R y R puede ser, por ejemplo, metilo
etilo, n- o iso-propilo, n-, iso-, sec- o tere-butilo. Pre- 

2 3 4*"feriblemente, R , R y R son todos iguales y cada wic re­
presenta un grupo metilo.

Otros grupos protectores del glicol incluyen aque­
llos en los que el resto glicol se convierte en la estructu­
ra:

30

dondé R^ y R^ representan hidrógeno, alquilo C. o fenilo.
a bPreferiblemente, R y R son ambos metilo, es decir, el 

grupo es el grupo isopropilideno. Este grupo puede introdu­
cirse en el ácido pseudomónico A o en su sal o ester, por 
reacción con 2,2-dimetoxipropano y sq elimina con ácido acé­
tico.

El grupo protector de hidroxilo puede eliminarse
por un método convencional para cada grupo protector de hi-

\

droxilo particular. !
Puede suceder que se elimine directa o alternati­

vamente, puede convertirse en un grupo protector diferente 
que entonces es eliminable bajo diferentes condiciones. Es­
ta última via puede emplearse cuando se usa un grupo protec­
tor de glicol derivado de un compuesto (IV); este se conviei 
te, por ácido, en el grupo -OCOR^, que entonces se elimina.

i
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Cuando se requiere, un ester del ácido pseudomóni- 
co C, el paso de esterificación, paso (ii) anterior,puede 
realizarse por cualquier método convencional, por ejemplo, 
por reacción del ácido o una sal correspondiente:
(a) con el haluro apropiado, sulfato o aloanosulfonato del 
alcohol en presencia de un disolvente como acetona, dinetil- 
sulfuro o dimetilsulfóxido y calcio, o carbonato potásico
o con un haluro en presencia de hexametil fosforamidaj, o
(b) por métodos catalíticos de transferencia de fase con el 
haluro y/o sulfato del alcohol en disolución acuosa y/o or­
gánica en presencia de una sal de amonio cuaternario^ tal 
como bisulfato o haluro de tetrabutil amonio . o haluro de 
benciltrimetil amonio ; o
(c) pon un diazoalcano.

La hidrólisis de un ester de ácido pseudomónico C 
(paso (iii) anterior) puede ser hidrólisis química, por 
ejemplo, por hidrólisis selectiva alcalina; o hidrólisis en- 
zimática, por ejemplo, por el uso de .Levadura de Panadero.

I También se incluye dentro del alcance de la pre­
sente invención un procedimiento para la preparación del 
ácido pseudomónico C o una sal o ester correspondientes, que 
comprende el crecimiento de Pseudomonas fluorescens bajo 
condiciones aeróbicas o en un medio de cultivo que contie­
ne sales inorgánicas y fuentes de caAono y nitrógeno asimi 
lables, hasta que el medio de cultivo muestra, al menos, 
una actividad antibacteriana detectable, acidificación del 
medio de cultivo; extracción, con un disolvente orgánico, 
de los materiales activos disueltos en el medio de cultivo, 
y mas tarde, bien:
(a) separación del ácido pseudomónico C o una sal correspon­
diente a partir de cualquier otro material activo y, opcio­
nalmente, posterior esterificación del ácido separado, o
(b) esterificación de los materiales activos, separación de
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un ester del ácido pseudomónico C a partir de esteres dé 
otros materiales activos y, opcionalmente, posterior hidró­
lisis del ester separado para formar el ácido pseudomónico 
C o una sal correspondiente.

En el,procedimiento anterior, la- etapa de cultivo, 
donde Pseudomonas fluorescens crece, se realiza de forma 
convencional. Según nuestros conocimientos, puede emplear­
se cualquier cepa de este organismo; una cepa pública acep­
table será Pseudomonas fluorescens HCIB 10586 (NCIB = Colec­
ción Nacional de Bacterias Industriales).

Después que se completa la fermentación, los mate­
riales activos, incluyendo el.ácido pseudomónico C, 'se ex­
traen del medio de cultivo acidificado acuoso con un disol­
vente adecuado.

El procedimiento de extracción comprende, prefe­
riblemente, la extracción del medio de cultivo, con un di­
solvente orgánico, después de acidificación; reextracción 
del extracto orgánico con una disolución alcalina acuosa 
tamponada; y, finalmente, reextracción de esta última, con 
un disolvente orgánico, después de acidificación. Disolventejs 
adecuados se pueden determinar mediante un procedimiento de 
prueba y error, como ejemplos pueden mencionarse iso-butil- 
metil cotona (IBMC), cloroformo y, preferiblemente, aceta-A
to de etilo.

El ácido pseudomónico C puede, entonces, separar­
se a partir de otros materiales activos producidos en la 
fermentación, bien directamente (etapa (a) anterior) o por 
esterificación de la mezcla y separación del ester de ácido 
pseudomónico C (etapa (b) anterior). Cuando la bacteria em­
pleada es Pseudomonas fluorescens NCIB 10586, el material 
mayoritario que se produce,además del ácido pseudomónico C, 
es el ácido pseudomónico A. Si el último material se en­
cuentra en cantidades sustanciales es preferible eliminar
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la mayoría del ácido pseudomónico A por cristalización, op­
cionalmente por inoculación,a partir de un disolvente adecua­
do, por ejemplo, dietil eter.

Si se realiza la alternativa (a), el ácido pseudó- 
monico C puede separarse directamente por cromatografía de 
la mezcla restante, bien cgnoel mismo ácido libre, o como 
una sal correspondiente. Por cromatografía sobre gel de sí­
lice, -el ácido pseudomónico C corre ligeramente por, delante 
del ácido pseudomónico A, por lo que las fracciones pueden 
identificarse de esta manera. - .

= El ácido pseudomónico C o una sal correspondiente 
pueden esterificarse por cualquiera de los métodos descri­
tos antes en esta memoria descriptiva.

Si se realiza la alternativa (b) anterior, la mez­
cla ¡de los materiales activos se esterifica primero, prefe­
riblemente después de eliminar la mayoría del ácido pseudo- 
mónicc A por cristalización. Otra vez, pueden emplearse 
cualquiera de los métodos de esterificación descritos. Lo 
mas conveniente es formar esteres de alquilo C^_g de los 
componentes de la mezcla, preferiblemente esteres metíli­
cos. ....  * ' ** ' '

La mezcla resultante de esteres puede, entonces, 
cromatografiarse y separar el ester deseado del ácido pseu­
domónico C. Si lo que se desea es el kcido libre o la sal 
puede producirse mediante hidrólisis química o enzimática 
del ester separado. ' '

Los siguientes ejemplos deben considerarse ilus­
trativos, pero no limitativos de la presente invención:

Ejemplo 1

10.11-Desoxipseudomonato A de metilo (pseudomonaioC'óemctil}) 
a partir de pseudomonato A de metilo
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Una disolución de pseudomonato A de metilo (1,03 g.
2 inmoles) y selenocianato potásico (0,846 g., 6 amóles) se 
calentó a reflujo durante 7 dias en metanol-agua 9:1 (30 mi.) 
El precipitado negro de selenio se filtró y el filtrado se 
evaporó a un aceite. El último se repartió entre acetato 
de etilo y agua y la fase orgánica separada, se lavó c-ón bi­
carbonato sódico, salmuera, (MgSO^) seco y se evaporó ¿a un 
aceite. Por cromatografía sobre gel de sílice H (tipo i60) 
usando un gradiente de cloroformo a 4% de metanol-cloroformo 
se obtuvo metil 10,11-desoxipseudomonato de metilo como un 
aceite (0,129 g.), la cromatografía en capa fina con cloro- 
formo-metánol 9:1 demostró un componente de Rf = 0,46 y la 
cromatografía de líquidos de alta presión dió un únirepico, 
VmaífCHC^) 3400, 2900, 2850, 1720, 1710, 1650, 1150& 980

cm"-*-, 221 nm (S 11500), Jg(CDCl^) 5,75 (1H, m,
C2-H), 5,40 (2H,m, C10-H y Cll-H), 4,05 (2H, t, Cg'-Cgg)
3,65 (3H, s, CH^O), 2,21 (3H, s ancho, C15-CH^), 1,21 (3H, 
d, C17-CH^) y 1,00 (3H, d, C^CH^.J^ÍCDCl^, 174,3 (31'), 
166,8 (Cl), 156,8 (C3), 134,5 y 129,4 (CIO y 11), 117,6 
(C2), 74,8 (C5), 71,2 (C13), 70,4 (C7), 68,9 (C6), 64,8 

(016), 63,8 (09^), 51,4 (CH^O), 44,7 y 43,1 (C4 y 12),; 42,0 

(C8), 34,1 (C2'), 32,4 (C9), 29,1 (C4',5' y 6'), 28,7 (C80,
26,0 (C7'), 24,9 (C3'), 20,4 (C14), lp,l (C15) y 16,6 (C17), 
m/e (intensidad relativa) 499 (100%, M*** 4 1 por C.I.)

Ejemplo 2

Acido pseudomónico C por fermentación 

(a) fermentación

Pseudomonas fluoreccens. cepa NCIB 10586 se cultivó en 
nía pendiente de agar y se lavó con agua estéril. Se añadió
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una muestra al siguiente medio de cultivo: 
Extracto de levadura oxoide - 
Glucosa :
Ortofosfato disodio hidrógeno .
Ortofosfato de potasio y dihidrogeno

2%(w/v)
0,11
0,26
0,24-

Esto se cultivó a 28S durante la noche y entonces se utili­
zó para inocular el medio de producción siguiente:
Licor de maíz macerado 
Glucosa -
Glicerina - .
Sulfato amónico 
Carbonato calcico
Ortofosfato de potasio y dihidrógeno 
Ortofosfato de disodio e hidrógeno 
Cloruro de manganeso R H^O

0,3% (w/v) 
2,0 
0,5 
0,2 
0,4 
0,04 
0,065 
0,0003 
0 ,05  

0,0375
Cloruro potásico 
Sulfato magnésico 7 H^O
P2000 para minimizar la formación de espumas

La fermentación se realizó a 25-C durante 48 ho­
ras, entonces la producción estuvo esencialmente completa. 
-Después de eliminar las células por centrifugación, el sobrí 
nadante se repartió en acetato de etilo a pH3. La disoluciór
de acetato de etilo se secó (HgSO.) y se evanoró a un vólu-4 ^
men reducido, se añadió eter y se dejó que el ácido pseudo- 
mónico A cristalizase.

(b) Aislamiento del ácido pseudomónico C

Las aguas madre de la anterior cristalización se evapo­
raron hasta dejar un aceite que se cromatografió sobre pla­
cas de gel de sílice, 20 x 20 cm., de cromatografía de ca­
pa fina preparativa, que se desarrollaron con cloroformo: 
isoprocanol-ácido acético (80:20:0,5). La banda por encima 
del ácido pseudomónico A de Rf 0,65 se eliminó y re-cromato' 
grafió como antes para dar ácido pseudomónico C. (Calculado
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para CggH^Og: C 64,4; H 9,2%. Encontrado: C 64,0; H 9,3%),
^max 3430 (ancho), 1710, 1650., 1220 (ancho), 1153, 
1110, 1050, y 977 cm"*\ (BtOH) 222 nm (^ 14100), Jg 
(CDCl^) 5,69 (1H, m, C2-H), 5,4 (2H, m, C10-H), 4,65 (4H,

8 ancho),4,01,(2H, t, C9'-CHg) 2,15 (3H, s, C15-CH ), 1,12 
(3H, d, C17-CH^; J=6Hz), 0,96 (3H, d, C14-CH^; J=8Hz),Jc 
(CDCl^) 178,1 (Cl'), 166,9 (Cl), 156,9 (C3), 134,5 y 129,5 
(CIO y CU), 117,6 (C2), 74,9 (C5), 71,4 (C13), 70,4 (C7), 
69,0 (C6), 64,9 (C16), 63,9 (C9'), 44,7 .(C12), 43,0 (C4), 
41,9 (C8), 34,0(02'), 32,4 (C9), 28,9 (C4', 5' y 6'), 28,6

10 (C8'), 25,9 (C7'), 24,7 (C3'), 20,4 (C14), 19,2 (CI5), 16,7 
(C17).

Ejemplo 3
s

18
Aislamiento de pseudomonato C de metilo

El aóeite residual obtenido de las aguas madres del 
Ejemplo 2(a) (aproximadamente 5 g.) se disolvió en metanol
(50 mi.), se diluyó con agua (50 mi.) y el pH se ajustó á 7 
con hidróxido sódico acuoso. Después de evaporar hasta se-
quedad una disolución del residuo en dimetilformamida

20 (50 mi.), hexametilfosforamida.(5 gotas) e ioduro de metilo 
(5 mi.) se agitó durante la noche a temperatura ambiente. 
La.disolución se evaporó a sequedad y el residuo se repar­
tió entre acetato de etilo (50 mi.) y agua (20 mi.), La 
capa orgánica se lavó con salmuera saturada, bicarbonato

28 sódico acuoso, salmuera, se secó con (MgSO^) y se evaporó
hasta dejar un aceite a partir del cual cristalizó algo 1 

dé pseudomónat.o A de metilo. El aceite residual se cro- 
matografió 2 veces sobre gel de sílice (20 g., luego 15 g.,
tipo 60), eluyendo con un gradiente de 0-4% de metanol-clo- 
roformo. Las fracciones que contenían pseudomonato C de

30 - metilo, sustancialmente puro, (Rf 0,46, en cromatografía de
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capa fina sobre sílice, cloroformo/metanol 9:1. metilpseudo 
monato A, Rf 0,42) se combinaron y cromatografiaron sobre 
sílice (4 g., tipo 60) usando un gradiente de 0-3% de metancl 
cloroformo (destilado sobre pentóxido de fósforo). Las frac­
ciones que contenían pseudomonato C de metilo puro (por 
cromatografía de capa fina) se combinaron y evaporaron.para 
dar un aceite (50 mg.) que demostró ser espectroscópica y 
cromatograficamente idéntico al 10,ll-desoxípseudomonaj;o A 
de metilo, obtenido en el Ejemplo 1.

Ejemplo 4

- Pseudomonato C de metilo (230 mg.) del Ejemplo 3 
se disolvió en DMF (25 mi.) y se diluyó con un tampón de 
fosfato 0,05 M (120 mi.) y entonces se agitó con levadura 
de panadero (6 g.) durante la noche. l<a mezcla se filtró, 
se evaporó a sequedad y el residuo se disolvió en acetato 
de etilo (50 mi.) y agua (50 mi.). La capa orgánica se la­
vó con agua y con las capas acuosas combinadas, se ajusta­
ron a pH 3 (HC1 5M) y se extrajeron varias veces con aceta­
to de etilo. Después de secar, los extractos combinados se 
evaporaron para dar un aceite. Por cromatografía sobre gel 
de sílice H (tipo 60, 8 g.) y elución con gradiente 0 a 6% 
de metanol'-cloroformo se obtuvo el ácido pseudonónico C 
(150 mg., 67%) que fuá cromatográfica y espectroscopicamen-
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te, idéntico al material obtenido .en el Ejemplo 2.

Ejemplo 5

Pseudomonato C de metilo
(Procedimiento alternativo al del Ejemplo 3)

Las aguas madres (15 g.) del Ejemplo 2 (a) se disol 
vieron en acetona (150 mi.), y se agitaron durante la noche 
con carbonato potásico (42 g.) e ioduro de metilo (21 mi.) 
a temperatura ambiente. La mezcla de reacción áe fílcró y 
el filtrado se evaporó a sequedad, entonces se tomó el ace­
tato de etilo/agua y se procesó como en el Ejemplo 3 para 
dar pseudomonato C de metilo..

El ester de metilo puede hidrolizarse como en el 
Ejemplo 4. ¡

Ejemplo 6 1

Pseudomonato C sódico 
(10,11-Desoxipseudomonato A sódico)

Una disolución de pseudomonato C de metilo (0,330 í 
en tetra-hidrofurano destilado (20 mi.) y una disolución 
de hidróxido sódico N/lO (20 mi.) se 'agitó a temperatura 
ambiente durante 2 horas. El tetrahidrofurano se eliminó 
a vacio para dar una disolución acuosa turbia, que se la­
vó con eter-acetato de etilo para eliminar el ester que no 
había reaccionado. La capa acuosa se saturó con cloruro só­
dico, se añadió acetato de etilo y se acidificó con ácido 
clorhídrico diluido a pH 1,5. La capa de acetato de etilo 
se separó, se lavó con salmuera, se secó con (MgSO^) y se 
evaporó a sequedad. El ácido pseudomónico C obtenido se sus­
pendió en agua-tetrahidrofurano y se añadió una disolución

30
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1 de hidróxido sódico N/lO a pH 7,5. La disolución acuosa re-
sultante se evaporó a sequedad a vacio. El residuo se disol- 
vió en mctanol seco (5 mi.)) se filtró y el exceso de eter 
seco se añadió al filtrado con agitación. El precipitado

3 blanco resultante de pseudomonato C sódico se recogió y 
secó a vacio (0,153 a.). El compuesto demostró ser homoce- 
neo por cromatografía de caparina y por cromatografía de

-

líquidos de alta presión, 0,94 (<: 1,0, MeOH),
(KBr) 3400, 2800, 1700, 1640, 1560, 1230, 1150, 975cm-l, 
A max (BtOH) 221 nm (t 13300),^ ( (CD^SO)) 5,7 (1H, m,

10 H vinílico), 5,3 (2H, m, -CH=CH-), 3,95 (2H, 5, CH^-9*), 
2,08 (3H, -CH^ vinilico), 0,95 (3H, ó, -CH^ secundario) 
y 0,88 (3H, d, -CH^ secundario).

Ejemplo 7 . . '

15 Pseudomonato C sódico
- Pseudomonato C de metilo (l g.) se disolvió en THF

(50 ml.)/agua (50 mi.) y el pH se ajustó a 12 y se mantuvo 
1/2durante 2 horas. La disolución se ajustó a pH 7 y se

evaporó a sequedad, entonces se redisolvió en agua (30 mi.)
20 y se lavó con acetato de etilo. La fracción acuosa entonces 

se acidificó, a pH 2' y se extrajo con Acetato de etilo. Des­
pués se secó con (MgSO^) y los extractos combinados se eva­
poraron a vacio. El aceite resultante (0,55 g.) se trató cor 
bicarbonato sódico (95 mg., 1 eq.) en agua (20 ml.)/meta-

23
nol (20 mi.) y se evaporó a sequedad. La sal sódica se di­
solvió en etanol (mínimo) y se añadió, gota a gota, a eter

- (300 mi.) y el precipitado se filtró (0,58 g., 57%), max
(KBr) 3380 (ancho), 1700, 1642, 1560, 1225, 1150 y 973
cm*"\ (BtOH) 222 nm (E 13700), J^(CH^OD) 1,07 (3H, d, 
J 7 Hz, C17-CH^), 1,18 (3H, d, J 7 Hz, C14-CH^), 1,44 (12H,

30 m, -(CH^)g), 2,25 (3H, s, C15-CH^), 4,11 (2H, 5, C9-CH^),
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5,5 (2H .n, H-10, H-ll), 5,79 (lH,s, H-2), Jg(CD^OD) 183,0 
(Ci'), 168,4 (Cl), 158,9 (C3)-, 135,7, 129,6 (CIO, Cll),
118,2 (C2), 76,2 (C5), 72,0 (C7), 71,5 (C13), 69,8 (C6), 
65,6 (C16), 64,8 (C9'), 45,2 (C12), 44,0, 43,6 (C4, 08), 
39,3 (C2'), 33.,6 (09), 30,7, 30,4, 30,3, 29,8, 27,7, 27,1 
(C3'-C8'), 20,3 (014), 19,4 (C15), 16,6 (C17). (Calculado 
para CggH^^OgNa.HgO: C 59,5; H 8,6; Na 4,4%. Encontrad^: 
c 59,4; H 8,4; Na 4,9%).

Ejemplo 8

Acido pseudomónico C

Acido pseudomónico A (500 mg.) se disolvió en 2,2- 
dimeioxipronano (20 mi.) y acetato de etilo (20 mi.), enton­
ces :¡e añadid ácido R-toluensulfónico (uaos pocos cristales) 
La disolución se agitó durante 1 hora y entonces se lavó 
con salmuera y se secó con (MgSO^). Después de evaporar el 
disolvente a vacio, el residuo se disolvió en agua-metanol 
(1:1, 20 mi.) y se añadió bicarbonato potásico (100 mg;,
1 eq.). Los disolventes se eliminaron a vacio, se añadió 
selenocianato potásico (432 mg., 3 eq.), alcohol terc-ami- 
lico-agua (9:1, 15 mi.) y la reacción se calentó a reflujo 
durante 4 dias. Después de filtrar, la disolución se eva­
poró a sequedad, se añadió agua (20 mi.) y la disolución se 
ajustó a pH 2 (HC1-5M) bajo una capa de acetato de etilo 
(20 mi.). La capa orgánica se separó y la capa acuosa se 
extrajo, otra vez, con acetato de etilo (3 x 20 mi.). Los
extractos combinados se secaron con (HgSO.) y se evaporaron4
para dar un aceite que se redisolvió en 80% de ácido acéti­
co (10 mi.) y se agitó a temperatura ambiente durante la 
noche. La disolución se evaporó a sequedad y el aceite re­
sidual se cromatografió sobre sílice (10 g.), eluyendo con 
0 a 6% de metanol-cloroformo. Las fracciones oue contenían
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producto puro (por cromatografía de capa fina) se combina­
ron y evaporaron para dar ácido pseudomónico C (280 mg., 
58%)

Ejemplo 9 ,

Acido pseudomónico C

Acido pseudomónico A (500 mg.) se disolvió en 2,2- 
dimetoxiprotano ($0 mi.) y se trató con ácido p-toluensulfó- 
nico (unos pocos cristales). Después de 1 hora, la disolu­
ción se diluyó con acetato de etilo, se lavó con salmuera 
y se secó con (MgSO^). La disolución se evaporó a vacio y 
el residuo se redisolvió en agúa-metanol (1:1, 20 mi.) y 
se añadió bicarbonato potásicoí(100 mg., leq.). Los disolver 
tes se eliminaron a vacio, se añadió selenocianato potásico 
(432 mg., 3 ea.) y se añadió alcohol iso-hexilico-agua 
(9:1, 15 mi.) y la reacción se.-calentó a reflujo durante 4 
dias. Después de filtrar, la mezcla de reacción se diluyó 
con acetato de etilo (20 mi.) y se extrajo con bicarbonato 
sódico acuoso (3 x 20 mi.). Los extractos acuosos se combi­
naron y acidificaron con ácido acético bajo una capa de 
acetato de etilo (20 mi.). Después de agitar durante 1 ho­
ra, aproximadamente, la capa orgánica^se separó y la capa 
acuosa se extrajo, otra vez, con acetato de etilo (3 x 20 
mi.). Los extractos combinados.se lavaron con salmuera, se 
secaron con (MgSO^) y se evaporaron para dar un aceite. Por 
cromatografía del aceite sobre sílice (5 g.) se obtuvo ácido 
pseudomónico C (215 mg. 45%).

Ejemplo 10

Pseudomonato C de metilo

Pseudomonato A de metilo (5)14 g.), selenocianato
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1 potásico (4,32 g.) en alcohol iso-hexílico-agua (9:1, 150 
mi.) se calentaron a reflujo durante 3 dias. La mezcla de 
reacción se filtró, se evaporó a sequedad y se disolvió en 
acetato de etilo (50 mi.)-salmuera (50 mi.). La capa orgá-

K nica se separó., se lavó con salmuera (50 mi.) y se secó con
0

(MgSO^). Desnués de la evaporación de los disolventes a va- 
ció, él residuo se cromatografió sobre sílice (80 g.) elu- 
yendo con 0-4% de metanol-cloroformo. Las fracciones puras 
se combinaron y evaporaron para dar un aceite que,dejándolo 
estar; dió un pseudomonato C de metilo cristalino, p.f.

10 47-933 (2,57 g., 52%). (Calculado para Cg-yH^Og: C 65,0; 
H 9,3%. Encontrado: 0 65,0; H 9,5%.)

Ejemnlo 11

Pseudomonato C de metilo y ácido nseudomónico C
18 Pseudomonato A de metilo (514 mg.) se disolvió en

20

2,2-dimetoxipropano (20 mi.) y se añadieron unos pocos cris­
tales de ácido B,**1'°l.ttensulf6nico. La disolución se agitó 
durante 1/2 hora y entonces se añadió acetato de etilo (20 
mi.) y la disolución se lavó con salmuera y se secó con % 
(MgSO^). Después de evaporar los disolventes, el acetónido 
se disolvió en alcohol terc-amílico-agua (9:1. 15 mi.), se 
añadió selenocianato potásico (432 mg^) y la reacción se ca­
lentó a reflujo durante 5 dias. La disolución se filtró, se 
evaporó a sequedad y el residuo se disolvió en acetato de 
etilo (20 ml.)-salmuera (20 mi.). La capa orgánica se sepa-

28 ró y la capa acuosa se extrajo,otra vez, con acetato de eti­
lo (3 x 20 mi.). Los extractos combinados se secaron con 
(MgSO^) y se evaporaron a sequedad. El producto bruto conte­
nía dos compuestos mayoritarios (sobre cromatografía de capa 
fina), que se separaron por cromatografía de columna sobre

30
sílice (10 g.), eluyendo con 0-8% de metanol-cloroformo. La
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primera fracción se identificó como 6,7-0-isopropiliden 
pseudomonato C de metilo (206 mg., 38%),-y^(CHCl^) 3450, 
1722, 1643 y 1220 cnf\ J^(CDCl^) 0,98 (3H^d, J 7 Hz, 
C17-CH^), 1,13 (3H, d, J 7 Hz, C14-CH^), 1,33 (15H, m, 
(CHg)g, acetónido CH^), 1,48 (3H, s, acetónido CH^),2,l8 
(3H, s, C15-CH^), 3,63 (3H, s,. OCH^), 4,05 (2H,t, C9'-CH^), 
5,45 (2H, m, H-10, H-ll), 5,73 (m, s, H-2), J^ÍCDCl^)
174,0 (Cl'), 166,6 (Cl), 156,2 (C3), 135,0, 128,9 (010,011),

117,8 (C2), 108,7 ( ^ C ^ ) ,  76,5 (05), 76,7 (07), 74,3
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(C6), 71,0 (C13), 66,5(016), 63,7 (C9O, 51,3 (OCH^), 44,6 

(C12), 44,1 (C4), 37,9 (08),34,2 (92'),34,1 (09), 29,1

(C40 5 0  6 0 ,  28,8 (C80 ,  28,3, 26,3 ( ) ,  26,0

(070, 24,9 (C30, 20,3 (C14),* 19 ,1 (C15), 16,4 (017), n/e 
(intensidad relativa) 523 (6%}, 494 (19), 436 (22), 369 (30) 
306 (22), 299 (20). (Calculado p a r a 523,3257*Encon­
trado: 523,3263). La segunda fracción se identificó como 
ácido 6,7-0-isooropiliden pseúdomónico C (130 mg., 25%).

(CHC1 ) 2300-3600 (ancho), 1702, 1642, 1220, 1152 y max - o
1052 cm , óg(CDCl^) 0,98 (3H,d, J7Hz, C17-CH^), 1,14 
(3H, d, J 7 Hz, C14-CH^), 1,33 (15H, m, (CH^lg, acetónido 
CH^), 1)4-9 (3H, s,acetónido CH^), 2,18 (3H, s, C15-CH^),
4,06 (2H, t, Cg'-CHg), 5,45 (2H, m, H-10, H-ll), 5,73 (1H, 
s ,  H-2), ^(CDCl^) 178,1 (CIO, 166,7 (01), 156,1 (C3), 
134,9, 129,0, (CIO, Cll),. 117,8 (02), 108,7 ( C ), 76,4 
(05),  75,6 (07), 74,2(06), 71,2 (C13), 66,4 (Cl6), 63,8 
(C90, 44,4 (012), 44,0 (C4), 36,8 (08), 34,0 (C20, 33,7 
(09), 29,0 (040  5 0  60, 28,7 ( 0 8 0 ,  28,3, 26,2 

Me
'  ) ,  25,9 (C70,. 24,7 (C30 ,  20,1 (CI4) ,  19,0 (C15),

16,4 (017), (intensidad relativa) 509 (7%), 480 (10),
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422 (10), 404 (8), 394 (10), 387 (7), 383 (8). (Calculado 
para 509,3108. Encontrado 509,3110). Los aceténidos
se convirtieron, cuantitativamente, en pseudomonato,C de 
metilo y ácido pseudoménico C, respectivamente, con 80% de 
ácido acético,.durante la noche.

Ejemplo 12 t

Pseudomonato C de metilo

Ioduro sédico (600 mg. 4 eq.) (secado a llOSC/4 ho­
ras) se agité en THF seco (1 mi.) y acetonitrilo seco (l mi.) 
y se anadié anhídrido trifluoroacético (141 1, 1 eq.). Des­
pués de 5 minutos, la disolucién amarilla se enfrié en hie­
lo y se añadié pseudomonato A de metilo (514 mg.). Después 
de 5 minutos, el baño de hielo se eliminé y la reaccién se 
agité a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla 
de reaccién se diluyé con bisulfito sédico acuoso y se extra­
jo con acetato de etilo (4 x 25 mi.). Los extractos combi­
nados se lavaron con salmuera,^se secaron con (MgSO.) y se4
evaporaron para dar un aceite que se cromatografié sobre 
sílice (5 g.). Las fracciones puras (cromatografía de capa 
fina, y cromatografía de líquidos de alta presién) se com­
binaron y evaporaron para dar el producto deseado (63 mg., 
13%)

Ejemplo 13

Pseudomonato C de isohexilo

Pseudomonato A de metilo (10 g.) y selenocianato 
potásico (4,32 g., 1,5 eq.) en 2-etil-n-butanol (alcohol 
isohexílico)-agua (9:1, 150 mi.) se calentaron a reflujo du­
rante 2 dias. La disolucién se filtré y evaporé y el residuo 
se redisolvié en acetato de etilo/agua. La capa orgánica se
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separó, se lavó con salmuera, entonces se secó con (MgSO )4
y el disolvente se eliminó a vacio. El producto bruto se 
cromatografió sobre sílice (100 g.), eluyendo con 0 a 6% 
de MeOH-CHCl^. Las fracciones que contenían pseudomonato C 
de metilo, puro, se combinaron y evaporaron para dar un 
aceite que cristalizó dejándolo estar; p.f. 47-9^0 (2,2 g.) 
Las fracciones restantes se combinaron y recromatografiaron 
para dar un compuesto puro, identificado después como pseu­
domonato C de isohexilo (1,0 g. ) Vmag(CHOl^) 3400 (an­
cho), 1703, 1640, 1427, 1220, 1150, 1020 y 973 cm'\
(CDCl^) 0,94 (6H, t, (CHgCH^g), 0,97 (3H, d, C17-CH^),
1,14 (3H, d, C14-CH^), 1,32 (12H, m, -(jCHg)g-), 2¡19 (3H, 
s, Q15-CH^), 3,95 (2H, d, OCHgCHEtg), 4,05 (2H, t, 09'- 
CHg)L 5,45 (2H, m, H-10, H-ll) 5,75 (1H, s, H-2), (í^fCDCl^)
174,0 (Cin, 166,9 (Cl), 157,2 (C/), 134.,4, 129,0 (CIO, Cli;
117.3 (C2), 75,0 (C5), 71,2 (C13), 70,4 (C7), 68,8 (06),
66.3 (OCHgCHEtg), 64,9 (C16), 63,8 (C9'), 44,4 (Cl2j, 43,2 
(C4)¡ 42,1 (C8), 40,5 (OCHgCHEtg), 34,4 (02'), 32,5 (C9), 
29,1¡(C4', C5', C6'), 28,8 (C8'), 26,0 (C7l, 25,0 (C3'), 
23*4 (CHgCH^) 20,3 (C14), 19,2 (C15), 16,4 (017), 11,0
(CHgCH^).

DATOS BIOLOGICOS ^

(1) Actividad antibacteriana-organismos humanos

La Tabla 1 muestra el espectro antibacteriano del pseu­
domonato C sódico y el pseudomonato C de metilo en térmi­
nos de concentración inhibitoria mínima (^g/ml) medida 
por dilución seriada en un nutriente de agar conteniendo 
5% de sangre de caballo chocolateada.
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TABLA 1

ORGANISMO C. I.M.(^  g/ml)

pseudomona- pseudomo-
to C sódico nato C de

metilo

E. coli NCTC 10418 >100 >100
E. coli ESS 1,0 2̂,5
P. mirabilis 889 >100 >100
K. aerogenes A >100 >100
Ps eeruginosa NCTC 10701 >100 >100
Past eurella multocida 1633 1,0 *2,5
Haem )philus influenzae Q1 0,1 <0,2
Haem sphilus influenzae Wy 21 0,1 0,5
Neis seria flavescens 6633 0,2 -0,5
Baci illus subtilis 0,02 < 10,2
Corysjiebacterium xerosis 9755 >100 > 100
Sarcina lútea - >100 >100
Staph. aureus Oxford 0,1 <0,2
Staph. aureus Russell 0,2 0,5
Staph. aureus 1517 . °-2 0,5
Strep. faecalis 1 * 100 >100
Strep. Pyogenes A 64/848 0,1 1,0
Strep. Pyogenes B 2788 2,5 1,0
Strep. Pyogenes 0 2761 0,2 1,0
Strep. pneumoniae CN33 0,1 0,1

(2) Actividad anti-micoolasma

El pséudomonato C de metilo posee buena actividad anti- 
micoplasma in vitro contra micoplasmas de fuentes humanas



* - 28-

1 y veterinarias, como muestra la Tabla 2.

Método

R (l) Las concentraciones inhibitorias mínimas (C.I.M.) de
: ^
i
t
} *

pseudomonato C de metilo se determinaron en placas Micro- 
titre, por una modificacién del test de inhibición metabó- 
lica (Taylor-Robinson,1967). Los compuestos se diluyeron 
seriadamente en agua estéril y= desionizada para dar un in­
tervalo de concentraciones de 250-0,5 g/ml. Se añadió

10 el caldo de micóplasma conteniendo 1% (peso/volumen) de glu­
cosa y 0,005% (peso/volumen) de rojo fenon, para compensar 
la dilución producida por la disolución acuosa de la droga. 
Entonces se añadieron a cada concentración de la droga uni-

. dades de micóplasma formadas por colonias de, aproximadamen--
- te, 10^. En cada placa se incluyeron inóculos infectados

15 sin droga, no infectados y de control de pH. Las placas 
se cerraron con cinta de celofán y se incubaron a 37°C du­
rante 7 dias. La C.I.M. fué la concentración mas baja del 
compuesto, que evitó un cambio^ de color en el cultivo de
micóplasma, causado por el metabolismo. - ..

¡
! 201 Referencia

' -
Taylor-Robinson, 1967. Micoplasmas de varios huéspedes y

)
i

sus sensibilidades antibióticas. Post. Orad. Med. J.. 41 
Suppl. [March j , 100.

25

30 -
!
!

.
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TABLA 2

MICOPLASMA ' C.I.M. (^g/ml)

M.gallisepticum S.6 62,5
M.synoviae 25204 <0,5
M.pulmonía JB <0,5
M.suipneumoniae Laber ''' <0,5
M.pneumoniae 427a y 1,0
M.fermentans HW KL4 . <0,5

- La Tabla 3 muestra los valores Ae C.I.M. para el pseu- 
domonáto C sódico y el pseudoníonato C de metilo contra mas 
especies de micoplasmas determinadas en caldo de Frii usandc 
el método microtiter.  ̂ "

TABLA 3

ORGANISMO C.I.M.(/íg/ml)
- Pseudomona- 

to C de me­
tilo

Pseudomona- 
to C sódico

M. suipneumoniae Str. 11 ^10 >10
M ..suipneumoniae J2206/18 3b >10 10
N. dispar H225 10 5,0
H. dispar NOTO 10125 ^ 50 2,5
M. pneumoniae 427a >10 , 2,5
M. pneumoniae ATCC 15492 10 —
M. fermentans I-ÍWKL4 0,039 < 0,02
M. pulmonis JB 0,312 0,039
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En resumen, la Patente de Invención que se solicita 
deberá recaer sobre las siguiente's:

. REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la preparación de deriva­

dos del ácido pseudomónico de fórmula (II).

OH *' -

CO H 
2

. (II)

o una, sal o áster del mismo farmacéuticamente aceptable; 
cuyo procedimiento comprende ̂ cultivar Pseudomonas flúores­
cena bajo condiciones aeróbicas o en un medio de cultivo 
conteniendo sales inorgánicas; y-fuertes de carbono y-nitro- 
geno asimilables, hasta que e'-l medio de cultivo presenta, 
al menos una actividad antibácteriana detectable, acidifi­
cación del medio de cultivo, ̂ .extracción, con un disolvente 
orgánico de los materiales activos disueltos en el medio de 
cultivo y, después, separar el ácido pseudomónico C o una

A
sal del mismo de cualesquiera otros materiales activos y, 
opcionalmente, someter a posterior reacción de esterifica- 
ción, el ácido separado.

2. Se reivindica por último como.objeto sobre el 
que ha de recaer la Patente de Invención que se solicita:
UN PR0CEDB1IENT0 PARA LA PREPARACION DE DERIVADOS DEL ACIDO

2'8

PSEUDOMONICO.
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la 

presente memoria descriptiva,que consta de treinta y una 

página mecanografiada.
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