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Ref.: AH/LAH/B531

COMPUESTOS ARTIBACTERIANOS

Bstz invencidn se refiere a compuestos antibacte-
rianos ¥y, en particular, a un nuevo compuesto antibacteria-

no oroducido por la bacteris Pseudomonas fluorescens,K ¥y a

las sales y esteres del compuesto. -
ILa petente briténica n? 1.395.907 describe y rei-
vindica un procedimiento vpara el aislemiento de compuestos

antibacterianos de la bacteria Psevdomonas fluorescens,

siendo uno de dichos compuestos el llamado dcide pseuﬁomd-

nico, de férmula (I)

Y%Ji\/\!«/\w (T

(1)

2l un nos referiremos agul como "4cido pseudbémonico A",

Se ha encontrado zhora que otro compuesto antibac-

teriano puede aislarse de Pseudomonas fluorescens y este com

puesto puede prepararse tambien de dcido pseudoménico A.
Por lo tanto, la presente invencidn describe un
compuesto de férmula (II) o una sal o’éster correspondientes

farmaceuticamente aceptables:

El compuesto (II) se nombrard agui como "dcido pseudoménico
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C", Se cree que el compuesto tiene la estereoquimica absolu-
ta que indica la f£érmula (IIT)

(S A / ‘ . ~.
m\;J’//\\Boz(cna)Bcozﬁ

3 o
(II1)
los dos dobles enlaces tienen wna configuracién trang- o E,
e Sales no tdxicas sceptables del dcido pseudomdni-
co C son: sales metdlicas, vor ejejplo, de aluminio, sales
de metales alcglinos, tales como sodio y potasio, sales de
metgles alcalino terreos, tales como de calcib o magnsaio
Y szles aménicas o ambénicas sustituidas, por ejemplo, aque-
llas de élquilamino inferior, tales comotrietilamina, hidro-
xialqﬁilamino inferior, tales como 2-hidroxietilamina, bis-
(2-hidroxietil)-amina o tri-(2-hidroxietil)-amina, cicloal-
quilaminas, tales como biciclohexilamina, o de procaina,
dibenzilamina, N,N-dibenziletilen-diamina, l-efenamina, N-
etilpiperidina, N-benzil-p -fenetil-emina, dihidrombietila-
mina, N,N’~big-deshidroabietilefilen-piridina, o bases del
tipo piridina, tales como piridina, colidina o quinoleina.
Las sales preferidas son las}de metales alcalinos,.
Los esteres adecuados incluyen:
(2) de alguilo 01_2
uno de los cuales puede estar, opcionalmente, sustituido

0? alquenilo'Ca_s o 2lquinilo 02-8’ cads,

por un éicloalquilo c 3 halégeno, carboxi, aleoxicarbonilo

3-7
01-6’ carbamoilo, arilo, heterociclico, hidroxi, alcanoilo-

xi 61-16’ amino, mono y di-alquilamino Cl-6’

(v) de cicloalouilo C sustituido, oncionslmente, con

3-7
alqullo 01-6'
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(e) arilo

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

opcionalmente sustituido con hasta c¢inco haldgenos, 2lquilo

Cl-s’ alcoxi Ci—G’ haloalquilo Cl—6’ hidroxi, amino, cZrbo-
xi, a2lcoxiearbonilo 01—6’ 0 alcoxi(Cl_G)carbonilalqﬁilb
C .

El término "heterociclilo" incluye anillos, sanci-

llos o fundidos, comprendiendo hasta cuatro heteroétomoé

en el anillo, seleccionados entre oxizeno, nitrégeno, azu-

fre y, opcionalmente, sustituidos con hasta trés grupds ha-
légeno, alquilo G, , alcoxi ciﬁs, haloalguilo 01—6? nidro-
xi, am?no,'carboxi, alcoxicarbbnilo 01-6? alcoxi'(Cl_s)car-
bonilalquilo(Cl_s), arilo u 0xo. ’

Un tipo de grupos esteres el formado por gruvos
alquilo, arilo’'y aralguilo, cuélquiera de los cuales puede
estar sustituido por un grupo hidroxi, amino o haldgeno.
Por ejemplo, el grupo ester puédé ger un grupo alquilo»cl_s,
en particular, metilo, etilé, n o iso-propilo, Bz, sec-y

iso o terc-butilo; un grupo haloalquilo C, ., tal como

tPifluorometilo, 2,2,2-tricloroetilo; un'ifipo aminoalqui—
lo, tal como a2minometilo, 2-aminoetilo; hidroximetilo, hidro-
xietilo; feniloj: fenilo sustituido o wn grupo bencilo.
Log esteres preferidos son esteres alquilo_Cl_s.
El dcido pseudomdénico C, sus sales y sus esteres,
tienen ectividad antibacﬁeriana. Tienen, particularmente,

alta 2ctividad contra Haemphilus influengzae, Neisseria-gono-

rrhoeze y Mycoplasma sp, ¥y, por ello, son vdlidos en el tra-

tamiento de enfermedades respiratorias y venereas, de huma-
nos y enfermedades veterinariag, inducides por micoplasmas.
Ldemds, los comnuestos de estz invencidén tienen 1z ventajz
sobre el 4cido »seudoménico A de ser estables en condiciones

dcidas y mas estables en condiciones zlcslinas.

T
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lsa, aztear, almidén de maiz, fosfato cdlecico, sorbitol o

En humenos, las infecciones contre las que son
particularmente Utiles el #cido pseudomdnico C y sus sales
y esteres incluyen las enferemedades venereas, Debido a que
no es un antibibtico p;lactémico, es efectivo contra cepas
de N. gonorrhoeae productoras de p-lactamasa, contra las que
los tratapientos normeles, tales como los antibidtices. . -
de penicilina y wcefelosporina no pueden ser utilizados.

El dcido pseudomdnico C puede ser'tambien efecti-
vo en el {ratamiento de infecciones respiratorias, 66mo,
bronquitis crénica y meningitis bacteriena, uretritis no es-
pecifica y neumonia. En animales se emplea,generalmente, co-
mo un promotor de crecimiento, o para el traztamiento de mas-
titis en ganado o para el tratemiento de infecciones ds mi~
coplasma en animales, como pavos, pollos y cerdos. _

Este invencidén provorciona, tambien, una composi-
cién |farmacettica o veterinaria, que comprende dcido pseudd-
ménido C, o una sal o ester correspondientes, junto con una
sustancia trahsportadora o excipiente, farmaceltica o wvete-
rianariamente aceptables. '

Las composiciones pueden formulzrse para adminis-

tracidén por cuzlguier via, dependiendo de la enfermedad tra-

tada. Las composiciones pueden presentarse en forma de table
tas, cépsﬁlas, polvos, grénulos, pastillas o preparaciones
liquidas, como disoluciones o‘suspensiones orales 0 paren-
tefales estériles.

Las tabletas y cdpsules para administracidén oral
pueden presentarse en forna de dosis unidad, ¥y pueden coﬁte—
ner excivientes convencionsles como agentes aglutinantes,
por ejemplo, sirope, acacia, gelatina, sorbitol, tragacan-

to, o polivinil pirolidona .; de relleno, por ejemvlo, lacto-

glieina; lubricantes de tabletas, por ejemplo, estearato

magnésico, talco, polietilen glicol o silice; desintegran-
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tes; por ejemplo, almiddn de petata, o agentes humectantes
acevtzbles, como sulfzto de sodio y. laurilo. Las t2bletas
pueden revestirse de acuerdo con los métodos bien conocidos
en la pridctica farmzceldtica normal. Las preparaciones ora.
les liquidas pueden ser en forma de, por ejemplo, suspensio-
nes acuosas u oleosas, disoluciones, emulsiones, jaraﬁes o}
elixires, o pueden presentarse como un producto seco para
su reconstitucién con agua,u otro vehiculo ddecuado; optes
de su uso. Tales preparaciones liquidas pleden contener adi-
tivos convencionales, como agentes formadores de suspensio-
nes, nor ejemplo, sorbitol, sirope, metilcelulosa, jarsbe

de glucosa, grasas comestibles de gelatina hidrogenada, agent
tes gnulsionantes, por ejempld, lecitiné; monooleato de sor-—
bitah o acacia; vehiculos no acuosos (que pueden ineluir
aceites comestibles), por ejemplo, aceits de almendra,:acei-
te dd coco fraccionado, esteres graéos como glicerina, ;:pro-
pilen glicol o alcohol etilico; conservantes, por ejemjlo,
p-hidroxibenzoato de metilo o propilo, o dcido sdrbicoy ¥

si sd desea, agentes saborantes y colorantes convencionales.,

‘ Los supositorios contendrén bases de supositorio
convencionales, por ejemplo, ﬁantequilla de coco u.otro gli-
cérido.

Para zdministrdcidén parenteral, las formas fluidas
de dosis unidad se preparan utilizand% el compuesto y un
vehiculo estéril, preferiblemente agua. El compuesto, deven-
diendo del vehiculo y la concentracidén usada, puede ser sus-
pendido o disuelto en el vehiculo. En la prevarscidén de di-
soluciones, el compuvesto puede disolverse en agua pera in-
veccidn v filtrado esterilizado antes de introducirlo en un
vial o ampolla adecuzdo.y cerrarlo. Otros aditivos, como
anestésicos locales, agentes conservantes y tamponantes se
pueden disolver, ventajosamente, en el vehiculo. Para mejo-.

rar le estabilidad, la composicidn puede congelarse después
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de introducirla en el viel y eliminar el agua a vacio. En-
tonces se cierre hermeticamente el vial con el polvo liofi-
ligado seco en su interior. lLas suspensiones parenterales
ge preparan, sustancialmente, de ia misma menera, excepto
que el comruesto se suspende en el vehiculo en vez de disol-
verse Y la esterilizacidén no puede completarse por filtra-
cién,EL compuesto puede esterilizarse mediente exposiciédn

a éxido de etileno antes de suspenderlo en el vehiculc es-
téril;En la composicidén, puede incluirse ventajosamente, un
agente'surfactante 0 humectante, para facilitar la distrie
bucién 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 administracién. Cuando
las \composiciones comprenden dosis unided, cade unidad con-
tendrd, vreferiblemente, de 50-500 mg. del ingrediente ac-
tivo. La dosis empleada para el tratamiento de un humano
adulto gerd, vreferiblemente, del orden de 100 mg. a 3 g.
por dia, por ejemplo, 250mg-2g., por dia, dependiendo de la
via y frecuencia de la adminigtracién. i

El dcido vseudoménico C o una sal o ester pueden
administrarse, alternativamente, como narte de una dieta
total. En este caso, la cantidad de cpmnuesto empieada debe
ger menos del 1%, en peso, de la dieta y, preferiblementes,
no\mas del 0,5%, en peso. La dietas para animales puede con-
sistir, en un pienso normal, al que puede afiadirse el com-
puesto, o este ya puede heber sido afiadido & wne premezcla,

. La presente invencién proporciona, tambien, un .
procedimiento para la preparacidn del 4cido pseudoméniéo ¢

o une s2l o un eater cofresvondientes, cuyo procedimiento

| comprende la reaccidén del 4cido pseudomdénico A o una sal

o ester correspondientes, con un reactivo que convierte un

epéxido & una olefina; y, opcionelmente, la realizacién de
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{(a) Selenocianato potdsico en metanol/agua;

tdsico incluyen mezclas de agua con alcenoles, en particu~

una de las siguientes etapas:
(i) formacién de una s2l del dcido pseudoménico C produci-
do
(ii) esterificacidn del 4cido psevdoménico C o una sal co-
rresnondiente para producir wn ester del dcido pseudondni~
co C; o '
(iii) hidrolisis de un ester del dcido psendomdnico C.

La conversién de un evéxido a una olefina wuede
realizerse mediante varios reactivos descritos en la biblio-

grafia, y el reactivo particular a elegir para el procedi-

dimiento de pruebaz ¥y error. Algunos de tales reactivos son
mas adecvados que otros para eSte propdsito. Algunos méto-

dos, generalmente adecuados, son los siguientes

(veage JCS Chem.Comm.,, 1975, 1216; JCS 1949, 278)
(b) Haluros de wolframio de baja valencia; por ejemplo
W1, /butil litio (vease J.Amer.Chem.Soc. 1972, 94, 6538)
(e) Ph3
(vease JCS Chem.Comm, 1973, 253)
(d) Ioduro de trifluoroacetilé/iouduro sédico;
(vease J.0rg.Chem.,1978, 43, 1841).
En las siguientes referencias se desc?iben otros métodos:

J.Amer.Chem. S0¢.,1973, 95, 2697.

Tet.Letts (17) 1976, 1395.

. Ber. 1955, 88, 1654.
J. Org.Chem., 1958, 22, 1118.

Se ha encontrado que un método conveniente consiste

P = Se/4cido trifluoroacético;

en el uso de selenocianato potdsico.

Disolventes adecuzdos vara usar con selenociznato po-

las alcanoles cl-c20' Se ha encontrado aue los mas altos ren:

dimientos del compuesto de férmule (II) se obtienen si se

miento de la presente invencidn se decide mediante un proce-|
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emplea un alcohol con un grupo a&lquilo de gran tamafio, en
particular ramificado o elclico. Alcoholes especificos son,
por ejemplo, alcohol iso-hexilico, alecohol terc~emflico y -
alcohol ciclohexilico. La reacciéﬁ se lleva a cabo, general-
mente, g elevadas temperaturas, preferiblemente, alrededor
del punto de eﬁullicién del disolvente emplesdo. Bl %tiempo
para que la reaccidn se realice, depende de la temperatura
de la reaccidén y, por tanto, del disolvente. Generaimente,
es adecuado un tiempo de 2 a 9 dias, |

Otro método adecuado para convertir el epéxido del
écidofﬁseudomdnico A, o una sal o ester correspondieﬁtés
en une olefina, comprende el tratamiento con ioduro:éé tri-
fluoroacetilo & ioduro sddico. E1 ioduro dé trifluorcacetilo
puede prepararse in situ a partir de anhidridb trifiuoroacé-
ticd. La reaccién se 1lleva a cabo adecuadamente a temﬁera-
%ura ambiente durante 10-36 horas, aproximadamente, prefe-
riblemente 24 horas, aproximadamente.

Cuando el producto deseado es el dcido pseudoméni-
co C libre, o la sal,pﬁede ser conveniente emplear un ester
de dcido pseudoménico A para'gl procedimiento antes citeado.
Este ester es un grupo protector del carboxilo. Los grupoé
protectores de carboxilo adecuados dependen de las condi-
ciones de reaccidén empleadas pera la gpertura del epdxido
y son, por ejemplo, grupos ester . 2,2,2-tricloro-etilico,
@ué'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 eililo. En este caso, el dcido carboxilico reacciona
con un agente sililente, como un halosilano o wn silazano,
Un agente sililente preferido es N,0-bis(trimetilsilil)ace-
témida, que vproduce el derivado trimetil-sililado del Acido,
Antes de realizar el procedimiento anterior, ca-

racteristico de esta invencién, puede ser deseable proteger
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los grupos hidroxilo en el dcido pseudoménico A o su sal o
ester. Aunque 12 reaccién puede reélizarse sin proteccidn
del hidroxilo, en algunos casos se darian rendimientos mas
altos del derivado del dcido pseudoménico C si los grupos
hidroxilo estuvieran protegidos. Tales grupos protectores
deben ser eliminables bajo condiclones suficientembnﬁg sua-
ves. Grupos adecuados son, por ejemplo, los grupos Eililo
producidos a partir de un agente sililante como ya se ha disy
cutido anteriormente, Grupos protectores de hidroxilo parfi-
culermente adecusdos son, por ejemplo, .trimetilsililo, %-
butildimetilsililo, metiltiometilo.Un grupo protector de
hidroxilo preferido es trimetilsililo, que se elimiﬁanacil-
mente 2l completar la reaccidn. Alternativamente, parajalgu-
nas Yeacciones de apertura del epdxido es posible protager
los grupos hidroxilo con otros radicales ester, que pue@en
eliminarse por medios quimicos o enzimidticos, Por ejemglo,
p-nifrobenzoato, metoxiacetato, fenoxiacetato, trifluo;pa—
cetaﬁo, cada uno de los cuales puede eliminarge bajo condi-
cionqs bdsicas suaves, como amoniaco acuoso, o carbonsto
potdsico en metanol acuoso.

_ Tambien es posible‘proteger el resto glicol del
dcido pseudoménico A, Reactivos adecuados para formar jales
grupos protectoies de hidroxilo son, por ejemplo, los com-
puestos de férmula (IV) d

donde R1 representa hidrégeno o un grupo a2lquilo Cl-6 y Rz,

R3 ¥y R4, independientemente,_representan un grupo alaquilo
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o EL grupo Rl puede representar, por ejemplo, hidrdge-
no, metilo, etilo, n- 0 igo-propilo. Preferiblemente, Rl
represents hidrégenb, de tal manera que el compuesto de fér-
mula (IV) sea un ortoformiato de trialquilo. A

Los grupos R2 R3 y R4 puede ser, por ejemplo, ﬁetilo

etilo, n- o iso-propile, n~, iso-, sec- o ﬁerc—butllo. Pre-~

feribvlemente, Rz, R3 ¥y R4 son todos iguales y cada unc re-

presenta un gruyo metilo, ,
Otros grupos protectores del glicol incluyen aque—

llos en los que el resto glicol se convierte en la estructu-

ra:
\O\
”///”,«/—C \\\\\\\\\\
0 - RN
donde R y R° representan hidrégeno, alquilo Cl 6 ° fenllo.
Preferiblemente, r® ¥y Rp son ambos metilo, es decir, el

grupO'es el grupo isopropilideno. Este grupo puede introdu-
cirse en el dcido pseudoménico A o en su sel o ester, por
reaccidén con 2,2-dimetoxipropano y sq elimina con dcido acé
tico. |
| El grupo protector de hidroxilo puede eliminarse

por un método convepc1onal para cz2da grupo protector de hi-
droxilo partlcular. _

Puede suceder que se elimine directa o alternati—
vamente, puede convertirse en wn grupo protector diferente

que entonces es elimineble bajo diferentes condiciones, Es-

1. ta dltima vie puede emplearse cuando se usa un gruﬁo protec-

tor de glicol derivado de un ccmpuesto (IV); este se conviel]

te, vor écido, en el grupo -OCORl, gue entonces se elimina.
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Cuande se requiere. un ester del dcido pseudomdéni~
co G, el paso de esterificacidn, paso (ii) enterior,vuede
realizarse por cualouier método convencional, vor ejemplo,
por reaccidén del 4cido o una sal correspondiente:

(a) con el haluro apropiado, sulfato o alcanosulfonato del
alcohol en preéencia de un disolvente como acetona, dinmetil-

sulfuro o dimetilsulféxido y calcio, o carbonato potdsico

‘0 con un haluro en presencia de hexametil fosforamidaj;. o

(b) por métodos cataliticos de transferencia de fase con el
haluro y/o sulfato del alcohol en disolucidn acuosa y?o or-
génica en presencia de unz sal de amonio cuaternarié} tal
como bisulfzto o haluro de tetrabutil amonip. . o haluro de
benciltrimetil amronio 3§ o '
(¢) kon un diazoalcano.
L2 hidrdlisis de un ester de 4cido pseudoménico C

(pas¢ (iii) anterior) puede ser hidrdlisis quimica, por
ejemplo, por hidrdélisis selectiva alcalinaj; o hidrélisis en-
zimdtica, por ejemplo, por el uso de ILevadura de Panadero.

‘ Tambien se incluye dentro del alcance de la pre-
sente invencidn un procedimiento para la preparacidn del
écido pseﬁdoménico C o wna sal o ester correspondientes, que

comprende el crecimiento de Psevdomonas fluorescens bajo

condiciones aerédbicas o en un medio de cultivo que contie-
ne sales inorgénicas y fuentes de carbono y nitrégeno asimi-
lables, hasta que el medio de cultivo muesira, 2l menos,

una actividad antibacteriana detectable, acidificacidn del
medio de cultivo; extraccidn, con un disolvente orgénicq,

de los materiales activos disueltos en el medio de cultivo,

¥ mas %tzrde, bien:

(a) separacidén del 4cido pseudoménico C o una sal correspon-|

diente a vartir de cualquier otro material zetivo y, ovcio-
nzlmente, posterior esterificacién del 4cido sevarado, o

(b) esterificacién de los materiales activos, seperacién de
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| mayoritario que se produce,ademds del #cido pseudoménico C,

un ester del dcido pscudomdénico C a partir de esteres de
otros materiales activos y, ovcionalmente, posterior‘h@dro-
lisis del ester separado.para formar el écidd pseudoménico
C o una sal correspondiente.

En el procedimiento anterior, la etapa de cultivo,

donde Pgeudomonas fluorescens crece, se realiza de forma

conventional. Segliin nuestros conocimientos, puede emplear-
se cualquier cepa de este organismo; una cepa plblice acep-
table serd Pgeudomonas fluorescens NCIB 10586 (NCIB = Colec-

cién Nacional de Bacterias Industriales).

Degpués que se completa la fermentacién, lbs mate-
riales activos, incluyendo el :4cido pseudoménico C, ‘se ex—
traen del medio de cultivo acidificado acuoso con un disol-
vente adecuado. | '

El procedimiento de extraccién comprende, prefe-
riblemente, la extraccién del medio de cultivo, con un di-~
solvente orgénico, despuds de acidificacidn; reextraccidn
del extracto orgénico con uné*disalucién alcaline acuosa
temponada; y, finalmente, reextraccidn de esta dltima, con
un disolvente orgdnico, después de acidificacién. Disolventep
adecuados se pueden determinar mediante un procedimiento de
prueba y error, como ejemplos:pueden mencionarse isg-butil-
metil cetona (IBMC), eloroformo ¥, preferiblemente, aceta-
to de etilo, ‘

\ Bl dcido pseudomdénico C puede, entonces, separer-

se ahpartir de otros materiales activos producidos en la
fermentacién, bien directamente (etapa (a) anterior) o por
esterificacién de 12 mezcla y separacidn del ester de £éido
pseudoménico C (etapa (v) anterior). Cuando la bacteriz em-
plezda es Pseudomonas fluoregcens NCIB 10586, el material

es el dcido pscudoménico A, Si el Ultimo mnterial se en-

cuentra en cantidades sustenciales es preferible eliminar
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la mayoria del 4cido pseudoménico A por cristalizacién, op-

[}

cionalmente por inoculacidn,a partir de un disolvente adecusl
do, por ejemplo, dietil eter. .

Si se realize la alternativa (a), el 4cido pseudé-
monico C puede separarse directamente por crometografia de
la mezcla restante, bien caono el mismo dcido libre, o como
una sal corréspondiente. Por cromatografia sobre gel de si-
lice, ‘el dcido pseudoménico C corre-ligersmente por delante
del dcido pseudomdénico A, por lo que las fracciones puéden
identificarse de esta manera.

- El 4cido pseudomdnico C o una sal correspondiente
pﬁeden esterificarse por cuglquiera de los métodos descri-
tos antes en esta menmoria descripfiva. h

; Si se realiza 12 alternativa (b) anterior, la mez-
cla ide log'materiales activos se esterifica primero, prefe-
riblerente después de eliminar la mayaria del 4cido pseudo-
ménice A por cristzlizacién. Otra vez, pueden emplearse
cuzlquiera de los métodos de esterificacidn descritos. Lo
1-6 de 105

compoﬁentes de la mezcla, preferiblemente esteres metili-
: .

mas conveniente es formar esteres de alguilo C

cos. comm T e e e e

Le mezcla resultante de esteres puede, entonces,
cromatografiarse yAseparar el ester queado del 4cido pseu-
doménico C. Si lo que se desea es el dcido libre o la sal
puéde oroducirse mediante hidrélisis‘quimica o enzimdtica
del éster separado. . f

TIos siguientes ejemplos deben considerarse ilus-

trativos, pero no limitativos de la presente invencién:’

Ejemolo 1

10,11l~-Desoxipsevdomonato A de metilo (pseudomonsito G demeiid

a vartir de pseudomonato A de metilo
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Una disolucidén de pseudomonato A de metilo (1,03 &.
2 mmoles) y selenocianato potdsico (0,846 g., 6 mmoles) se
calenté a reflujo durante 7 dias en metanol-agua 9:1 (30 ml.
El precipitado negro de selenio se filtré y el filtrado se
evapord a un aceite. El Ultimo se repartié entre acetato
de etilo y agua y la fase orgdnica separada, se lavé con bi-
carbonato sédico, salmuera, (Mg504) seco y se evapord :a un
aceite. Por cromatografia sobre gel de sflice H (tipo :60)
usando un gradiente de cloroformo a 4% de metanol-clorpforno
ge obtuvo metil 10,ll-desoxipseudomonato de metilo como un
aceite (0,129 g.);'la crometografia en capa fina coa cloro-
formo-metanol 9:1 demostrd un componente de Rf = 0,46 y la
cromptografia de liguides de alta presidén dié un tmica; pico,
' c((;Hcl3) 3400, 2900, 2850, 1720, 1710, 1650, 1150 y 980
en™ ) A, (EtOH) 221 mm (€ 11500), dg(ooe1)) 5,75 (UK, m,
c2-H), 5,40 (2H,m, Cl0-H y Cl1-H), 4,05 (2H, %, 09'-052)
3,65 |(3H, g, CH30), 2,21 (3H, s ancho, ClS—C_H_3), 1,21 (34,
d, 017-C_P_I_3) y 1,00 (34, 4, C14-CH,), Jc(cnc13, 174,3 (£1°),
166,8 (1), 156,8 (C3), 134,5 y 129,4 (C10 y 11), 117,6
(c2), 74,8 (c5), 11,2 (C13), 70,4 (C7), 68,9 (C6), 64,8
(016), 63,8 (C9), 51,4 (CH,0), 44,7 ¥y 43,1 (G4 y 12),: 42,0
(c8), 34,1 (c2°), 32,4 (c9), 29,1 (c4’,5" ¥y 6°), 28,7 (C8’),
26,0 (C7’), 24,9 (€3°), 20,4 (C14), 1g,1 (C15) y 16,6 (C17),
m/e (infensidad relativa) 499 (100%, wtoe1 por C,I,)

-

Edemolo 2

\
\

Acido vseudoménico C por fermentacidn

(a) fermentacidn

Psevdomonas fluoreccens, cepa ACIB 10586 se cultivé en

L
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una muestra al siguiente medio de cultivo:

Extracto de levadura oxoide - 2%(w/v)
Glucossa T 0,11
Ortofosfato disodio hidrégeno . 0,26
Ortofosfato de potasio y dihidrogeno ' 0,24.

Egto se cultivd a 282 durante le noche ¥y entonces se ubili-

z6 para inocular el medio de produccidén siguiente:

Licor de maiz macerado : 0,3% (w/v)
Glucosa - 2,0
Glicerina . - 0,5
Sulfato aménico < . 0,2
Carbonato cdlecico . A 0,4
Ortofosfato de potasio y dihidrdégeno ‘ , 0,04
Ortofosfato de disodio e hidrégeno ' ’ 0,065
Cloruro de manganeso R H20 : T 0,0003
Cloruro potédsico , 0,05
Sulfato magnésico 7 H,0 T ' 0,2375

P2000 para minimigar 1la formacién de espumas

La fermentacidn se féalizé a 252C dufante 48 ho-
rag, entonces la produccidén estuvo esencialmente completa.
Después de eliminar las célulés por centrifugacidn, el sobre
nadante se repartié en acetato de etilo a pH3. La disoluciéy
de acetato de etilo se secé (MgSO4) ¥ se evapord a un volu-
men reducido, se afiadid eter y se dejé que el dcido pseudo-

mdénico A cristalizase.

(b) Aislamiento del dcido vseudoménico C

\

Ias aguas madre de la anterior cristalizacidn se evapo-

raron hasta dejar un aceite que se cromatografid sobre pla-
cas de gel de silice, 20 x 20 cm., de cromatografia de ca-
pa fina preparativa, que se desarrollaron con cloroformo:

isopronanol-dcido acético (80:20:0,5). La banda por encina

del 4eido psevdoménico A de Rf 0,65 se elimind y re-cromato-

grafid como entes pare dar dcido pseuvdomdénico C. (Calculado |
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para O, H,,0q: C 64,45 H 9,28, Encontrado: C 64,0; H 9,3%),
Vax (CHOL;) 3430 (ancho), 1710, 1650, 1220 (ancho), 1153,
1120, 1050, ¥ 977 on™, A__  (BtOH) 222 nm (€ 14100), d;
(CD013) 5,69 (1H, m, C2-H), 5,4 (2H, m, CL0-H), 4,65 (4H,
ancho),4 ,01,(2H, 4, 09'-CH2) 2,15 (3H, s, Cl5~CH3), 1,12
(34, 4, C17-CHy; J=6Hz), 0,96 (3H, 4, C14-CH, 5 J=8Hz), d 4
(cnclj) 178,1 (C17), 166,9 (C1), 156,9 (C3), 134,5 y 129,5
(c10 y c11), 117,6 (c2), 74,9 (C5), 71,4 (C€13), 70,4 (CT),
69,0 (C6), 64,9 (C16), 63,9 (C9’), 44,7.(C12), 43,0 (C4),
41,9 (c8), 34,0(c2"), 32,4 (C9), 28,9 (C4", 5" y 6°), 28,6
(c8°), 25,9 (C7°), 24,7 (C3*), 20,4 (C14), 19,2 (C13), 16,7
(c17).

\

Ejemplo_3
|

Aislamiento de pseudomonato € de metilo

El aceite residual obtehido de las aguas madres del
Ejemplo 2(a) (aproximadamente 5 g.) se disolvid en metanoi_
(50 ml.), se diluyd con ague (50 ml.) y el pH se ajusté & 7
con hidréxido sédico acuoso. Después de evaporar hasta sge-
quedad una disolucién del residuo en dimetilformamida
(50 ml.), hexametilfosforamida .(5 gotas) e ioduro de metilo
(5 ml.) se agité durante la noche & Hemneraturs ambiente.
La.disolucidén se evepord a sequedad y el residuo se repar-
t16 entre acetato de etilo (50 ml.) y agua (20 ml.), Ie
capa érgénica se lavé con salmuera saturada, bicarboneto
sédico acuoso, salmuera,‘se secd con (MgSO4) ¥y se evaporé
hasta dejar un aceite a partir del cual cristalizé algo i -
<.de . pseudomonato A de metilo. El aceite residual se cro-
matografié 2 veces sobre gel de silice (20 g., luego 15 g.,
tipo 60), eluyendo con un grezdiente de O-4% de metanol-clo~
roformo. Las fracciones que contenian pseudomonato C de

Metilo, sustancialmente puro, (Rf 0,46, en cromatografiz de
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capa fina sobre silice, cloroformo/metanol 9:1, metilpseudo-
monato A, Rf 0,42) se combinzron y cromatogrefiaron sobre
gflice (4 g., tivo 60) ugendo vn gradiente de 0-3% de metang
cloroformo (destiledo sobre pentdxido de fésforo). las fracH
ciones que contenian pseudomonzto C de metilo puro (pox
cromatografia de cape fina) se combinaron y evaporaron;para
dar un aceite (50 mg.) que demostré ser espectroscépica y
cromatograficamente idéntico al 10,1l-desoxipseudomona§o A
de metilo, obtgnido en el Ejemplo 1. } |

4

Ejempolo 4

Acidp vseudomdénico C a partir de pseudomonato C de metilp

OH ‘

- --- Pseudomonato C de méﬁilo (230 mg.)-del Ejemplo 3
se disolvié en DUF (25 ml.) y se diluyé con un tampén de
fosfato 0,05 M (120 ml.) y entonces se agitd con levadura
de panadero (6 g.) durante la noche, ia mezcla se filtré,
se\evaporé a sequedad y el residuo se disolvid en acetato
de etilo (50 ml.) y agua (50 ml.). La capa orgénica se la-

v 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. Desnués de secar, los extractos combinados se
evaroraron para dar un aceite. Por cromatografia sobre gel
de sflice H (tipo 60, 8 g.) ¥ elucién con gradiente O a 6%
de metanol-cloroformo se obtuvo el 4cido pseudomdénico C

(150 mg., 67%) que fué cromatogrédfica y espectroscopicamen-

1o
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te, idéntico al material obtenido ﬁh el Ejemplo 2.

Fjemolo 5

Pseudomonato C- de metilo

(Procedimiento alternativo al del Ejemplo 3)

Tas aguas madres (15 g.) del Ejemplo 2 (a) se disol-
vieron en acetona (150 ml.), y se agitaron durante 1a noche
con cerbonato potdsico (42 g.) e ioduro de metilo (21 ml.)
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién de filsrd y
el filtrado se evepord a éequedad, entonces se tomd éi ace-
tato de etilo/agua y se procesé como en el Ejemplo 3 para
dar pseudomonato C de metilo.:

El ester de metilo puede hidroligarse coﬁo\en el

Ejemplo 4. ;

Ejemplo 6

Pseudomonéto C sddico

(10,11-Desoxipseudomonato A sédico)

Uns disolucidén de pseudomonato C de metilo (0,330 g
en tetra-hidrofurano destilzdo (20 ml.) y una disolucién
de hidréxido sédico N/10 (20 ml.) se %gité & temperatura
embiente durante 2 horas. El tetrahidrofureno se eliminé
g vacio para dar una disolucidn acuosa turbia, que se la-
vé con eter-acetato de etilo para eliminar el ester que no
hebia reaccionado. La cepa acuosa se saturd con cloruro sé-
dico, se afiadié acet2to de etilo y se acidificé con dcido
c¢lorhidrico diluido 2 pH 1,5. La capa de acetato de etilo
se separd, ge lavé con salmuera, se secd con (MgSO )y se
evapord a gequedad., El £cido pseudoménico C obtenldo ge susg-

pendid en agua-tetrahldrofurano ¥ ese afiadié una disolucidn
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de hidréxido sédico N/10 & pH 7,5. La disolucién acuosa re-
sultante se evapord a sequedzd a vacio. El residuo se disol-
vié en metanol seco (5 ml.), se filtrd y el exceso de eter
seco se 2fiadié al filtrado con agitacidén. El precipitado
blanco resultante de pseudomonato C sédico se recogidé y
secé a _vacio (0,153 g.). El compuesto demostré ser homoge-
neo por cromatografia de capa:fina y por cromatografis de
liquidos de z2lta presidn,Lm]%?- 0,94 (e 1,0, MeOH)?\)max
(kBr) 3400, 2800, 1700, 1640, 1560, 1230, 1150, 975cm~l,

A oy (EGOH) 221 nm (& 13300);5}1((01)3)230)) 5,7 (1H, m,

H vinflico), 5,3 (2H, m, -CH=CH-), 3,95 (2H, 5, CH,-9'),
2,08 (3H, s, -CH, vinilico), g,gs (3H,.¢1 -CH
y 0,88 (3H, 4, -CH

secundario)

3

secundario).

3
Ejemplo 7 ;

Pgeudomonato C sédico

Pseudomonafo ¢ de metilo (1 g.) se disolvié en THF
(50 ﬁl.)/aéua (50 ml.) y el pH se ajustéd a 12 y se mentuvo
durante 21/2 horas. La disolucidn se ajustd a pH 7 y se
evaporé a sequedad, entonces se redisolvié en agua (30 ml.)
Y se lavd con acetato de etilo. La fraccidn acuosa entonces
se acidificd a pH 2'y se extrajo con &cetato de etilo, Des~
pués se secd con (MgSO4) vy los extractos combinados se eva-
poraron a vacio. Bl aceite resultante (0,55 g.) se tratd con
bicarbonzto sédico (95 mg. 1.eq.) en agua (20 ml,)/meta-
nol (20 ml.) y se evapor& a sequedad. La s2l sddica se di-
solvié en etanol (minimo) y se afiadid, gota a gota, a eter
(300 ml.) y el precipitado se filtré (0,58 g., 57%), y max
(¥Br) 3380 (ancho), 1700, 1642, 1560, 1225, 1150 y 973
cm‘l, 7\max (EtOH) 222 nm (& ;3700), JH(CHBOD) 1,07 (3H, 4,
417 Hz,‘Cl7-C§3>, 1,18 (3H, 4, I 7 Hz, 014~cg3), 1,44 (12H,
m, -(CH2)6), 2,25 (34, s, 015-053), 4,11 (eH, 5, cg-cgz),
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5,5 (28 m, H-10, H-11), 5,79 (1H,s, H-2), JC(CD30D) 183,0
(c1’), 168,4 (c1), 158,9 (¢3), 135,7, 129,6 (C10, C11),

118,2 (¢2), 76,2 (C5), 72,0 (¢7), 71,5 (C13), 69,8 (C6),
65,6 (C16), 64,8 (C9°), 45,2 (C12), 44,0, 43,6 (C4, C8),
39,3 (02°), 33,6.(C9), 30,7, 30,4, 30,3, 29,8, 27,7, 27,1
(63°-687), 20,3 (C14), 19,4 (C€15), 16,6 (C17). (Calculsdo
para C 0 Na.H 0: C 59,5; H 8,6; Na 4, 4% Encontrado.

26 4378
C 59,4; H 8,43 Na 4,9%).

Ejemplo 8

Acido pseudomdnico C

Acido pseudoménico A (500 mg.) se disolvié en 2,2~
dimefoxiproneno (20 ml.) y acetato de etilo (20 ml.), enton+
ces ge afiadid deido p-toluensulfénico (unos nocos cristalesn,
La disolucidén se agitd durante 1 hora y entonces se lavé
con galmueras y se secl con (Mgso ). Después de evaporar el
disolivente a vacio, el residuo se disolvié en agua-metanol
(1:1, 20 ml.) y se afiadié bicarbonato potdsico (100 mg.,

1 eq.). Los disolventes se eliminaron & vacio, se afiadié
selenocianato votdsico (432 mg., 3 eq.), elcohol terc-ami-
lico-2gua (9:1, 15 ml,) y la reaccidn se calenté a reflujo
durante 4 dias. Después de filtrar, lp disolucidén se eva-
poré a sequedad, se afiadié agua (20 ml.) y la disolucién se
ajusté a pH 2 (HC1-5M) bajo una cava de acetato de etilo

(20 ml.). Ie cara orgdnica se gevard y la capa acuose se

extrajo, otra vez, con acetato de etilo (3 x 20 ml.). Ios
extractos combinsdos se secaron con (Mg504) y se evaporaron
para der un aceite que se redisolvié en 80% de dcido acéti-
co (10 nl,) y se 2gité avtemperatura ambiente durente la
noche. Lz disolucién se evapord 2 sequedad y el aceite re-
gidual se 6romatografi6 sobre sflice (10 g.), eluyendo con

0 & 6% de metanol-cloroformo., les fracciones que contenien
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producto puro (por cromztografia de capa fina) se combina~
ron y evaporaron para dar dcido pseudoménico C (280 mg.,
58%)

Ejemplo 9 ,

Acido pseuvdoménico C

Acido pseudomdnico A (500 mg.) se disolvid ‘ea 2,2-

dimetoxiprovano (50 ml.) y se traté con 4cido p-toluensulfé-

Inico (unos vocos cristales). Despuds de 1 hora, la disslu-

cién se diluyé con acetato de ctilo, se 1lavd con salmuera

¥ s= secéd con (MgSO4). La disolucidn se evapord s vacio y

el residuo se redisolvié en agua-metanol (1:1, 20 mi.) §

se afiadié bicarbonato votdeico: (100 mg., leq.)., Los disolven

tes se eliminaron a wacio, se afiadidé selenocianato potdsico |

(432 mg., 3 eq.) y se zfadid alcohol iso-hexilico-zgna
(9:1, 15 ml.) y la reaccidn se-calentd a reflujo durante 4
dizs. Después de filtrar, la mezcla de reaccién se diluyé

con acetato de etilo (20 ml.) y se extrajo con bicarbonato

séddico acuoso (3 x 20 ml.), Los extractos acuosos se combi-

naron y acidificaron con 4cido acético bajo una cepa de
acetato de etilo (20 ml.). Después de agitar durante 1 ho-
ra, aproximedamente, la capa orgénica, se separé y la capa
acuosa se extrajo, otra vesz, con acetato de etilo (3 x 20
ml.). Los extractos combinados.se lavaron con salmuera, se
secaron con (MgSO4) N se‘evaporaron para dar un aceite. Por
cromatografia del aceite sobre sflice (5 g.) se obtuvo dcido
pseudordnico C (215 mg. 45%). '

Ejerolo 10

Psevdomonato C de metilo

Pseudomonato A de metilo (5,14 g.), selenocianato
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potdsico (4,32 g.) en alcohol iso-hex{lico-agua (9:1, 150
ml,) se calentaron a reflujo durente 3 dizs. La mezcla de
reaccidn se filtrd, se evapord a sequedad y se disolvié en
acetato de etilo (50 ml.)-salmuera (50 ml.). La capa orgi-
nica se separé, se lavé con salmuera (50 ml.) y se secd con
(MgSO4). Después de la evaporacidén de los disolventes g va-
cio, el residuc se cromatografié sobre silice (80 g.) elu~
yendo-con 0-4% de metanol-cloroformo. Las fracciones puras
ge combinaron y evaporaron para dar un aceite que,dejandolo
estar, dié un pseudomonaéofc de metilo eristalino, p.f.
47-998 (2,57 g., 52%). (Calculado pars 0pH, 08t C 55,03

H 9,3%. Encontrado: C 65,0; H 9,5%. ) x

A}

Ejemnlo 11

.

!
Pseudomonato C de metilo ¥ 4eido pseudoménico €

Pseudomonato A de metilo (514 mg.) se disolvio en
2,2~dimetoxipropanc (20 ml.) y se sfiadieron unos pocos cris-
tales de dcido p-toluensulfdnico. La disolucién se agité
durente 1/2 hora y entonces se 2fiadid acetato de etilo (20
ml,) y la disolucidn se lavd éon selmuera y se secéd con &
(Mgsod). Después de evaporar los disolventes, el acetdénido
gse disolvié en aleohol terc-amilico-agua (9:1, 15 ml.), se
afiadié selenocianato potdsico (432 mgi) y la reaccidén se ca-
lenté a reflujo dursnte 5 dias. Ia disolucién se filtré, se
evapdré g gequedad y el residuo se disolvid en acetato de
etilo (20 ml.)=-salmuera (20 ml.). Ia capa orgénica sc sepa-
r§ y la capa acuosa se extrajo,otrs vez, con acetato de eti-
lo (3 x 20 ml.). Los extractos combinados se secaron con

(Mgso4) y se evaporaron a sequeded. El vrodicto bruto conte-

fina), que se separaron por cromatografia de columna sobre
sflice (10 g.), eluyendo con 0-8% de metanol-cloroformo. Le




10

15

20

25

80

pr imera fraccidn se identificd como 6,7-0-isopropiliden

| pseudomonato C de metllo (206 mg., 38¢),v (CHCl ) 3450,

1722, 1643 y 1220 cn™—, & 5(CD61,) 0,98 (3h, a, I 7 Haz,
O7-0), 1,33 (3K, 4, 37 Hs, Olb-cy 3)s 1,33 (154, m,
(CHQ)S’ acefénido CH )’ 1,48 (34, s, aceténldo CH ),2,18
(34, s, Cl5-CH ), 3, 63 (3H, s, OCH ), 4,05 (2H,t, cg "~CE,, ),
174,0 (01'), 166,6 (c1), 156,2 (03), 135,0, 128’9 (¢10,C11),

17,8 (c2), 108,7 ( ¢ ), 16,5 (G5), 76,7 (0T), T4s3

(CS), 71,0 (C13), 66,5(016), 63,7 (Cg’), 51,3 (OCH3), 44,6
(012)1 44,1 (04)7 37,9 (08)134y2 ((}2'),34,1 (Cg'), 29,1

. ;.A e
(cs’, 5°, 6°), 28,8 (C8"), 28,3, 26,3 (>C<Me)' 26,0

(c7), 24,9 (63°), 20,3 (C14), 19,1 (€15), 16,4 (C17), We

| (intensidad relativa) 523 (s%f, 494 (19), 436 (22), 369 (30)

306 (22), 299 (20). (Caloulado pera HI-GHgs 523,3257. Encon-
trado: 523,3263). La segunde fraccién se identificé como
écido 6,7-0-isovroviliden pseudoménico G (130 mg., 25%).
m (CHCl ) 2300-3600 (ancho), 1702, 1642, 1220, 1152 y
1052 cm T, 6 #(C0CLy) 0,98 (3H,4, 7 Hz, C17-CH,), 1,14
(3H, 4, 4 7 Hz, 314'03 ): 1,33 (15H, m, (CH o kg aceténldo
CH ), 1,49 (3H, s, ceténldo cg ), 2,18 (3H, s, 015-053),
4, 06 (eH, %, C9'-CH,), 5,45 (LH m, H-10, H-11), %,73 (1H,
s, B-2), § 5(€01,) 178 1 (c1’), 166,7 (61), 156,1 (C3),
134,9, 129, o, (c1o 011), 117,8 (C2), 108,7 ( C ), 6,4
(¢s), 75,6 (C7), 74,2(C6), 71,2 (C13), 66,4 (C16), 63,8
(c9*), 44,4 (012), 44,0 (C4), 36,8 (08), 34,0 (C27), 33,7
(cg), 29,0 (C47, 5, 67), 28,7 (c8"), 28,3, 26,2

e .
(¢ 7 ), 25,9 (C7")y 24,7 (€37), 20,1 (C14), 19,0 (C15),
THe |

16,4 (017)y /e (intensidad relativa) 509 (7%), 480 (10),
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422 (12)’ 404 (8), 394 (10), 387 (7), 383 (8). (Calculado
para M —CH3 509,3108. Encontrado 509,3110). Los aceténidos
se convirtieron, cuantitativamente, en pseudomonato.C de

metilo y dcido pseudoménico C, respectivemente, con 80% de
deldo acético,.durante la noche. '

Ejemolo 12 |

Pgeuvdonmonato C de metilo

Toduro sédico (600 mg. 4 eq.) (secado a 1102C/4 ho-
ras) se agité en THF seco (1 ml.) y acetonitrilo seéé (1 ml.)
Y se afiadié anhidrido trifluoroscético (141 1, 1 eq.). Des-
pués de 5 minutos, la disolucién amarilla se enfrié en hie-
loy sé affadié pseudomonsato A-de metilo (514 mg.). Desoués
de 5 minutos, el bafio de hielo. se eliminé y la reaccién se
agité a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla
de reaccidn se diluyd con bisulfito sédico acuoso y se extra-
jo con acetato de etilo (4 x 25 ml.). Los extractos combi-
nados se lavaron con salmuera,: se secaron con (MgSO4) y se
evaporaron para dar un aceite que se cromatografié sobre
s{lice (5 g.). Las fracciones pures (cromatografia de capa
fina, y cromatografia de liquidos de alta presidén) se com-

binaron y evevoraron para dar el prodwcto deseado (63 mg.,

13%)
Ejemnlb 13 .

Pgeudomonato C de isohexilo

———

Pseudomonaeto A de metilo (10 g.) y selenocianato
potésico (4,32 g., 1,5 eq.) en 2-etil-n-butanol (alcohol
isohexilico}agua (9:1, 150 ml.) se calentaron a reflujo du-
rente 2 dias. la disolucién se filtré y evapord y el residuo

se redisolvid en acetato de efilo/agua. La capa orgénica se
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separé, se lavé con sz2lmuera, entonces se secd con (Mg304)
y el disolvente se elimind a._vecio. El producte bruto se
crometogrzfié sobre silice (100 g.), eluyendo con 0 a 6%
de MeOH—CHClB. las fracciones que contenian pseudomonato C
de metilo, puro, se combinaron y evaporaron para dar un 7
agceite que cristalizé dejandolo estar; p.f. 47-92C (2,? g.)
Las fracciones restantes se combinaron y recromatografiaron
para dar un compuesto puro, identificado deénués COM0O pSeu-
domonato C de isohexilo (1,0 g, ) Vo (CHCl ) 3400 (an-
cho), 1703, 1640, 1427, 1220, 1150, 1020 y 978 en ™, §y
(CDCl3) 0,94 (6H, %, (GH2 _3)2), 0,97 (34, 4, C17- 053,,
1,14 (3H, 4, C14-CH ), 1,32 (128, m, -(CH,) g=)» 2419 (3H,

g, 15-CH )y 3,95 (2H a, OCHchvt )y 4,05 (2H, %, C9"~
cH,)} 5, 45 (2H, m, H-10, H-11) 5,75 (1H, s, H-2), § oCDCL,)
174, (c17), 166,9 (c1), 157,2 (¢/), 134,4, 129,0 (c1o 011)
117,8 (c2), 75,0 (¢5), 71,2 (C13), 70,4 (CT), 68,8 (cs),
66,3| (0CH,CHE,), 64,9 (C16), 63,8 (C97), 44,4 (c12), 43,2
(c4)} 42, 1 (08), 40,5 (OGH CHEt,) 34,4 (C27), 32,5 {C9),
29,11(ca’, 57, c6%), 28,8 “(o8” ), 26,0 (C7°), 25,0 (63"),
23,4 (CH,C 3) 20,3 (C14), 19,2 (C15), 16,4 (C17), 11,0
(CHZQﬂB).

DATOS BIOLOGICOS

T T

(1) Actividad entibacteriana-orgenismos humanos

La Tebla 1 muestra el espectro antibacteriano del pseu-
domonato C sédico y el psevdomonato C de metilo en térmi-
nos de concentracidn inhibitoriz minima (pg/ml) medida
por dilucidén serizda en un nutriente dn ggar conteniendo

5% de aqngre de caballo chocolateada.
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TABLA 1

ORGANISHO C.I.M.( ug/m)
‘ pseudomona- pseudomg-
to C sédico nato C de

metilo

E. coli NCTC 19418 »100 >1G0
E. coli ESS 1,0 1245

P. mirabilis 889 5100 >100

X. aerogenes A >100 > 100

Ps geruginosa NCIC 10701 >100 _ >160
Pastleurella multocida 1633 1,0 2,5
Haembpphilus influenzae QL 0,1 <0,2
Heemophilusg influénzae Wy 21 b,l | ‘.0,5
Neisseria flavescens 6633 0,2 0,5
Bacillus subtilis 0,02 £i0,2

Corynebacterium xerosis 9755 >100 > 100

Sa:ccine. lutea i 2100 > 100
Staph. aureus Oxford . 0,1 £0,2
Staph. aureus Russell 0,2 0,5
Staph. aureus 1517 . . 02 0,5

Strep., faecalis I " 100 2100
Strep. Pyogenes A 64/848 0,1 1,0
Streb. Pyogenes B 2788 2,5 1,0
Strep. Pyogenes C 2761 0,2 1,0
Strep. pneumoniae CN33 0,1 0,1

(2) Activided anti-miconlasma

E]l pséﬁdomonato C de metilo posee buena actividad anti-

micoplasma in vitro contra micovlesmas de fuentes humanas
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Y veterinarias, como muestrs la Tabla 2,

Método:

(1) Las concentraciones inhibitorias minimas (C.I.M.) de
pseudomonato C dé metilo se determinaron en placas Micro-
titre, por una modificacidn del test de inhibicién metabl-
lice (Taylor-Robinson,1967). Los comnuestos se diluyeron
seriadsmente en agua estéril y: desionizade pars daf un in-
tervalo de concentraciones de 250-0,5 g/ml. Se afiadié

el caldo de micaplasme conteniendo 1% (peso/volumern) ds gludt
cosa y 0,005% (peso/volumen) de rojo fenon, parz compenser
la dilueidn producida por la d&isolucién acuosa de la droga.
Entonces se afiadieron a cada concentracidn de la drogs uni-
dades de micoplasma formadas por colonias de, aproximadamen+
te, 104. En cada placa se incluyeron indculos infectados
sin droga, no infectados y de control de pH. las piacas

ée cerraron con cinta de celofdn y se incubaron a 37¢C du-
rante 7 dias. La C.I,M. fué lz concentracién mas baja del
compuesto, que evité un cambig-de color en el cultivo de

micoplasma, causado por el metabolismo.  --

Referencia .
»

Taylor-Robinson, 1967. Micoplasmas de varios huéspedes y

sus sensibilidades antibidticas. Post. Grad. Med, J., 43

Suppl. [ March ], 100,
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TABLA 2

MICOPLASIUA f C.I.M.(pug/ml)
M.gallisepticum S.6 62,5
M.synoviae 25204 w0 £0,5
M.pulmonis JB ¢ £0,5
M.suipneumoniae laber ¢ £0,5 -
W.pneumoniae 427a f 1,0
M.fermentans MW KL4 <0,5

¥

. Ia Tabla 3 muestra los velores de C.I,M, para el pseu-

domonato C sddico y el pseudoronato C de metilo contrz mas

egpecies de micoplesmas deterziinadas en caldo de Frii usandg

el método microtiter, :
TABLA 37
ORGANISMO C.I.M.( ug/ml)

- Psgeudomona- Pseudomona-
to C de me- to C sdédico
tilo

M, suipneumoniae Str. 11 »10 >10

M.. suipneumoniae J2206/183b >10 10

M. dispar H225 10 5,0
M. dispar NOTC 10125 50 2,5
M. pneumonize 427a ‘ >10 2,5
M. pneumoniae ATCC 15492 10 -
M., fermentans KWKL4 _ 0,039 £0,02
M., pulmonis JB : 0,312 0,039
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"En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita
deberd recacr sobre las siguientes:

. REIVIRD TCACJCKES

1. Un procedimiento para la preparacidn de deriva-

dos del 4cido pseudombnico de foérmula (II).

. i b

o una sal o éster del mismo farmacéutiéamente'aceptéble;

cuyo procedimiento comprende cultivar Pseudomonas fluores-

cens bajo condiciones aerdbicas o en un medio de cultivo
conteniendo sales inorgénicaé y-fuertes de carbono'yVﬁitro-
geno asimilables, hasta que €l medio de cultivo presenta,
al ﬁenos una actividad'antibécteriana detectable, acidifi-
cacién del medio de cultivo,:extraccidén, con un disolvente
orginico de los materisdles activos disueltos en el medio de
cultivo y, después, separar el acido pseudomdnico C o“una
sal del mismo de cualesquieré otros imteriales_activos ¥,
oﬁcionalmente, someter a posterior reaccidn de estefifica~_
cibén, el &cido separado. '

2. B8e reivindica por ﬁltimo.como,pbjeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Inveacidn que se solicita:
UN PROCEDIMIFNTO PARA LA PREPARACION DE DERIVADOS DEL ACTDO
PSEUDOMONICO. ’
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Todo conforme queda descrito ¥y reivindicado en la

presente memoria degseriptiva que consta de treinta y una

phgina mecanografiada.

Madrid, 2 Mayo 1.979

[
Y
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