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. vo, de un medio de cultivo o de un medio en el que se ha cul-

REF: B595

Esta invencidn se refiere a una nueva sal de un com-
puesto antibacteriano y a un procedimiento para su prepara-
cibn.

El &cido pseudomfnico es el compuesto de f6rmula (I):f’

OH

Este compuesto estéd descrito en la patente b#iﬁénica
n® 1.395.907 como poseedor de actividad antibacteriana y,
por lo tanto, es {itil en el tratamiento de las infecciones
bacterianas en el hombre y los animales. El método descrito
en la patente briténica n® 1.395.907 para la preparacién del
&cido pseudoménico consiste en aislar &na mezcla que contie-

ne los componentes &dcidos que constituyen el principio acti-

tivado Pseudomonas fluorescens en condiciones aerobias y

después separar el icido de la mezcla por cromatografia.-

Ahora se ha hallado que el &cido pseudoménico puede
ser aislado difectamente de un extracto del caldo de fermen
tagién, en forma de su sal de litio.

La sal de litio del &cido pseudomdnico (a la que nos
referiremos aqui como pseudomonato de litio) es un compuest6
nuevo y constituye un aspecto de esta invencién. Aunque la
patente britﬁnica ne 1.395.907 describe la sal s&dica del
écido pseudoménico, no describe ni prévé. el uso de la sal
de litio. Mientras la sal s&dica es un compuesto amorfo e
higroscdpico, sorprendentemente el pseudomonato de litio es

estable, cristalino y no higroscépico. Ademds, la sal de li-
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pseudomdnico, cuyo procedimiento consiste en extraer la pre-
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tio eé mucho menos soluble que la sal sb6dica. Estas propie-
dades no podian deducirse de la patente britédnica ndmero
1.395.907 y hacen del pseudomonato de litio un intermediario
Gtil en el aislamiento o purificacién del &cido pseudoménico.
Por consiguiente, en un segundo aspecto, esta inven-
¢idn proporciona un procedimiehto de aislamiento del pseudo-

monato de litio de una preparacién cruda que contiene 4cido

paracién cruda con un disolvente orgénico polar, no miscible
con agua, en el que sea soluble el &cido pseudoménicec, tra-
tar el extracto con una sal de litio que sea por lo menos li-
geraﬁente soluble en el disolvente no miscible con agua y
separar el pseudomonato de litio resultante.

Después el pseudomonato de litio puede convertirse
en el 4cido libre, &cido pseudoménico, o en una sal diferen-
te de este Gltimo, por técnicas convencionales.

El procedimiento de esta invencidn es especialnente
adecuado para aislér Gcido pseudoménico, en forma de éﬁ'sal
de litio, de medios de cultivo o de medios en los que se han
cultivado cepas de bacterias productoras de écido.pseudoméni—
co. En este caso, la forma mis adecuada de llevar a cabo el
procedimiento es la siguiente.

Una bacteria.productora de &cido pseudoménico, en
general una cepa de bacterias de la familia Pseudomonas, se
cultiva por uh método habitual en condiciones aerobias o en
un medio de chltivo adecuado. Estos medios de cultivo son
conocidos en géneral y contienen sales inorgénicas y fuentes
de nitrégeno y carbono asimilables. En el caso mis adecuado,

la bacteria utilizada es la Pseudomonas fluorescens. Una cepa

adecuada a disposicidén del ptiblico es la Pseudomonas fluorescen
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salmuera, por ejemplo utilizando un décimo del volumen del

. tratar el extracto con una sal de litio. La sal de litio

NC1B i0586. Se deja que el microorganismo se desarrolle has-
ta que hay presente en el medio de cultivo una cantidad ade~ |
cuada de fcido pseudoménico. Después pueden separarse las
particulas s6lidas del medio por filtracién o centrifugacién
paxa producir un liquido transparente. EL pH del liquido trans ,
parente se ajusta a 3,0-5,0, adecuadamente alrededor de 4,5.

Esta solucidn acuosa acidulada se extrae después con

o

un disolvente orgénico polar, no miscible con agua. Se prefig
ren los disolventes apr&ticos. El disolvente debe tener una
polaridad suficiente para disolver adecuadamente al-aéido
pseudoménico. Los disolventes adecuados son acetato de'etilor
buténol, metilisobutilcetona y dicloruro de metileno. Alter-
nativamente, pueden emplearse mezclas disolventes talies como
éter conteniendo alrededor de 5 % de etanol. Un disolvente
preferido es la metilisobutilcetona.

El wolumen de disolvente utilizado para la =xtrac-
cién debe ser minimo, garantizando al mismo tiempc una bue-
na separacién fisica entre las dos fases. Cuando se;ektraé
un lfquido de cultivo, un volumen adecuado es de la mitad
a la sexta parte, preferiblemente la cuarta ?arte, del volu-
men del l1fquido a extraer.

N

Frecuentemente es ventajoso lavar el extracto con

extracto, con objeto de reducir el agua contenida en el ex-|
tracto.

La éiguiente etapa del procedimiento consiste en

empleada, en el mejor de los casos, debe ser mds soluble
en el disolvente que el pseudomonato de litio. Preferible-

mente es la‘sal devlitip de un &cido ca;boxilico organico,
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por ejemplo una sal de un Acido alcanoico de f6rmula (II):

R - CO, it (11)
donde R es un grupo alquilo, por ejemplo de 1 a 20 &tomos de
carbono, éreferiblemente de 1 a 8 atomos de carbono.

Son ejemplos de sales de litio adecuadas el acetato,
propionato o hexanoato, siendoc una sal preferida el 2-etilhe-
xanoato de litio.

La sal de litio puede agregarse al extracto en for-
ma sélida pero es preferible agregarla como solucién concen-
trada en un co-disolvente que disuelve a la sal de ligio perq
gque no solubiliza sustancialmente al pseudomonato de litio.
Entre estos co-disolventes se encuentran el etanol y, prefe-
riblemente, el metanol.

En general, se prefiere utilizar un exceso de apro-
ximadaménte el 10 % de sal de litio y agregar lentamente una
solucién de la sal al extracto. En la mayorfa de los casos,
el pseudomonato de litio cristaliza y se separa, proceso que
es facilitado enfriando a 0—5:0 aproximadamente. El pseudo-
monato de litio puede ser separado por técnicas convenciona-
les. Despufés de separar una ptimera masa de pseudomonato de
litio, puede ser conveniente concentrar y separar una segun-
da masa. |

Como el pseudomonato de litio no es higroscdpico,
puede ser secado en una estufa de aire. Esto no es posible
con el pseudomonato s6dico ni siquiera con el acido pseudo~
méﬁiCO propiamente dicho, que es dificil de secar salvo en
una estufa a vécIo o muy cuidadosamente a temperatura baja.

El pseudomonato de litio puede conve?tirse en las
sales o en el fcido libre por técnicas convencionales, por

-’

ejemplo por acidulacifn y extraccidn en un disolvente org&-
3 .

L]




10

15

20

25

30

- nico.

1,0 %.

- litio en 35 ml de metanol, a lo largo de un periodo de media

La invencién es ilustrada mediante los siguientes
ejemplos.
EJEMPLO 1

Aislamiento de pseudomonato de litio

Un medio de cultivo que contiene dcido pseudoménico
se acidula a pH 4,5 con &cido clarhfdrico al 20 % y se extrae
con un cuarto de su volumen de metilisobutilcetona. El extrad
to en metilisobutilcetona se lava con un décimo de su volumen
de salmuera saturada. EL contenido de &dcido pseudoménico en

este momento es de 2500 Ug/ml y el contenido de agua es del

A 10 litros del extracto en metilisobutilcetona se

afiade gota a gota una solucién de 9,0 g de etilhexanoato de

hora y a la temperatura ambiente y la mezcla se agita Juran-

te una hora mis a 20°C y después durante una hora a 5°C. El

precipitado se aisla por filtracién, se lava con metilisobu-

tilcetona y se seca al aire a 50°C para dar pseudomonato de
litio, p.f. 169°C, rendimiento: 26,5 g (90 %), pureza: 87 %.
EJEMPLO 2

“ Conversidn en &cido pseudomdnico

Se disuelven 10 g del pseudomonato de litio del Ejep
plo 1 en 200 ml de agua. Se afaden 85 ml de metlllsobutllce-
tona y el pH se ajusta a 4,0 con &cido clorhidrlco 4N. Se se-
para la capa superior de metilisobutilcetona, se seca sobre
sulfato sédico anhidro y el dcido libre se precipita por adin
cién de 130 ml de heptano. Después de enfriar a 5°C, el &ci~
do pseudoménico se aisla por filtracién, p.f. 77-78°C, ren-

dimiento: 8,0 g (85 %), pureza: 90 %.
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_génico polar, no miscible con agua, en el gue es soluble el

En resumen la Patente de Invencién que se solicita
deber& recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para ailslar pseudomonato de li-

tio de férmula

de una preparacién cruda que contilene dcido pseudoménico,
que comprende:

a) extraer la preparacidén cruda con un disolvente or-

dcido pseudombnico;

5) hacer reaccionar ei extracto~procedente de la eta-
pa anterior con una sal dé litio que sea por lo menos ligera-
mente soluble en ei disolvente no miscible con agua;

¢) separar el pseuddmoqato de litio procedente de
la etapa anterior: y

a) opcionalmenté, someter a reéccién de hidrélisis
ei pseudomonato de litio obtenido para producir &cido pseddo—
ménico. ‘

2. Un procedimieﬁto segfin la reivindicacién 1, donde
la preparacién cruda que contiene‘écido pseudomdnico es un me
dio de cultive o un medio en el qﬁe se han cultivado cepas
de bacterias productoras de &cido pseudoménico.

- 3. Un procedimiento segfin la reivihdicacién 2, donde

las bactexrias son del género Pseudomas fluorescens.

,| 4. Unprocedimiento segdn pualqdféra de las reivin-
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dicaciones 1 a 3, donde la sal de litio con la que se trata
el extracto es una sal de un &cido alcanoico de f8rmula

RrCOz—Li+, donde R es un grupo alquilo de 1 a 20 &tomos de
carbono. '

5. Un procedimiento segfin la Reivindicacidén 4, don-

de la sal de litio es 2-etilhexanocato de litio.

6. Un procedimiento segfin la reivindicacidn 1, don-
de se efectfia la etapa d) de hidrSlisis para obtener el 4ci-
do pseudoménico.

7. Se reiyindica por filtimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invenéién_que se soliéita
pox: QN PROCEDIMIENTO PARA AISLAR PSEUDOMONATO DE LITIO.

Todo conforme gueda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva gue consta de ochd'paginas ne-

canografiadas.

Madrid, 18 de Mayo de 1.979

BERNARDO . (INGRIA

p.p.
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