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(sociedad de EE.UU.)
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por:
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griega, y John A. Fox,.de nacionalidad norteamericana,
" ¥y Malcolm Edward Bergy, de nacionalidad norteamericana.
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. se refiere mas particularmente, a un nuevo compuesto, lincomicina.B,
: . . (1
.

,~cion esta basada en el descubrlmiento de que preparaclones de linco .

5@@ g1

Esta invenc1on se refiere a una nueva camp051cion de mata .

ria j & un.proceso para la produccion de la misma. Esta invenciop,b,

(U-21699), y - un pr0ceso para la preparacién del mismo. .

En la Patente E. U A. 3,086,912 se describe un proceso de

voo s

- fermentacion Yy de recuperacion para la produccion del antibiotico .

» ¢« °

~lincomicina, tambien denominado lincolnensin. La presente 1nven---.:'

‘0"
. ‘& 8

micina cruda contienen und material antibiotico desconocido hasta «? .

P

ghora. El material antiﬁiético,vque es denominado lincomicina B, -

tiene el mismo esbectrE'para orgahismds sensitivos que la lincomici

na, aunque en menorvgrado. 'Por*io tanto pgede ger utilizado de la;A‘

misma manera que la lincomicina, por ejemplo, es Util para solucio-‘
. -

nes de lavado,‘con'propésités sanitarios, como ser en el lavado de

las manos, y limpieza del equipo, pisos'o muebles de habitaciones -

contaminadas; también es util como un preservativo industrial, por

eJjemplo, como un enjuague.bacteriostético paraArbpas’lavadas‘y pare

impregnacidn de papeles y tejidos;vy‘es-ﬁtil para suprimir el creci‘

miento de organismos sensibles en las placas de ensayo, y otros me->

- atos biologicos. Tamblen puede ser usado como un supleménto alimen ’

ticio‘pafa promover‘crecimiento de*mamiferos Yy aves, ya'sea por si
s0lo o en combindcidn cén ‘antibidticos.

" La lincomicina 24 lincomicina B son stmilares en muchos ‘{

i_ aspectos, por’ ejemplo, ambos antibioticos tienen un grupo titulable ' 

basico con valores de pKa' similares ¥ pesos equivalentes ‘my cerca

>



.'travioleta, y ambos tiene? las mismas propledades de solubilidad./

. 8in embargo, estos.antibioticos son apreciablemente'distintos como, °, ‘

'  solvente constitu{do por metil etil cetona, acetona, agua, (150 50'

© Ejemplo 1, de Patente E.U.A. 3,086,912.
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5 nos, ambos antibioticos no presentan absorcion en la region del df

.000
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se demuestra por la cromatografia en capa delgada usando un sisteme v

. ' . . . s, :
Procedimientos tales como la distribucidn en contracorriéé:.

te y la cromatografia'con~Flofisii (un silicato sintético ‘@el tipo"‘:

. )' .

".descrito en Patente E U.A. 2 393,625 y vendido por la Floridan ‘?!"'w
- Company) se emplearon ‘para alslar ‘centidades de lincomicina Ba par ‘

“tir de preparaciones crudas..

El nuevo compuesto de~lafinvencién se produce en una fer-

" mentacion cqmdAse~describe en Ejemplo 1 de -la Patente E.U.A.. = -
+3,086,912. Por lo tanto, una fuente de-lincomicina B es un fermen-

... tado total de una'fermentacién de~linccmi¢ina comd se sefiala en -

. ’ ' N ’ . . . o
El nuevo~compuesto de la invencion es una'base nltrogenar

,' ',da que tiene la formula molecular Cl7H32 068.. Es monobasico, tie-
K7ine un PKa® de.alrededor‘de'7.h6¢7.68, y baJo'condiciongs ordina;ias
‘es més estable‘en.la forma bfotpnatada, es deqirien la fdrﬁé dé sal.
“.”j Es soluble en alcanoles 1nferior§s, efg.,'metanél{,étanol):isopropaéA
 ;no1, los butanqleé y.semeJantes; ésteresﬁalquilicoé~inferioresiyré¢1"
.ﬁds<dléanoic§sk;pferiofes, e.g., a§eta£o de ‘etilo, acetato de buti;o;'
" . dcetatd de.amilo'y‘semejanfes;;aiégnonas~inferio;e§,le.g., acetoﬁa,-

25 :

jmétiluetil?cetoné; isopropil butil cetona, y semejantes; y alcanos. -
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“TLinferiores clorados, e.g., cloruro de metileno, cloroformo, dicldrdrb

nf‘de etileno; y semejantes.' Tiene cierta solubilidad en agua pero <

'en agua, €8y l-butanol, acetato de butilo, ‘cloruro de metileno Y

L en- Patente E. U.AY 3,086,912. -Un metodo preferido para la recuperas s

'.ooo
L]
o..c‘

puede ser: extra{do de soluc1ones acuosas ‘con solventes ‘no misciblgs v

.
Q
‘.

e
[ 4

semeaantes..

*
se 0 o0

Llncomicina B puede ser recuperada de una fermentacidn de ".

'7lincomicina empleando los procedimientos de recuperacion senalados"'°‘

‘oo.‘
.

000‘
L

- cidn de lincomicina B es utilizar adsorbentes tensloactivos, por °s-'~.
-~ ejemplo, carbon decolorante o resinas decolorantes Y eluir el mate-
‘~rial adsorbido con un solvente. -Puede ser*utilizado cualqniera de-

Albs*solventes~mencionadés-més arribg. Una resina decolorante ad -
..::léuada'eS’Pgrmﬁtita DR-(Paténte_E.U.A. 2,702,263). EL fermentado to°
ﬂ téi se ‘filtra como se éeﬁaiﬁ eﬁ'Paténte‘E.UgA.A3,086,912 antes de -

‘' hacer pasar el fermentadp sobre ‘el adsorbente tensioactivo. Los e

elu{dos’seievaporan hasta sequedad y el residuo”se’extrae con-un -

solvente no miscible en agua del cual se recupera el nuevo compues-

.toy lincomlcina Son necesarios otros procedlmlentos pare efectuar .
' una separacién de lincomicina y lincomicina B. - Son procedimientos-
- p?eferidOS'la distribucién en confracbrriente yla cromatografia con

.'Florisil,axnue también pueden ser usados otros, tales como cromato

graf{a con ‘silica gel y cromatografia ‘eon columma de particion.
_-La'extracciqn fraccionada'liquido-liquido se~lleva a cabo

en un aparato distribuiddr‘en~contracorri§nté,‘usandd sistemas de .-

- solventes tales comO‘ciclohexéno;métil etil=cétona-<soluc16n amorti




- .guadora ‘PH 10 (7:3 2) ¥ l-butanol-agua (1:1) o sobre columnas de e

~'¢000.

'particion cromatograficas.

0.

_.o '-'

La purificacién final se:lléVa'a-cabo convirtiendo la ;- -

.
C.'

Alincomicina B en una sal, ventajosamente el clorhidrato y cristali

A :zando este ultimo esenc1almente de una solucidn de acetona por - el-"’

-

f;ﬁﬁ”“ e ' 'iagregado de éter. =

‘o . . . ¢ . R T 4
-El nuevo compuesto de»la 1nvenc16n tambien puede ser re=r+es*

P RS

"cuperado del fermentado filtrado por adsorcion sobre resinas de 1n 1

. 00"

.10

f tercambio cationlco. Pueden ‘ser usados tanto el acido tlpo carbo~ 3 1 
 ~i0»‘7f. .'1fxilic0'como sulfohico. [Las resinas acido carboxilicas adecuadas |
. incluyen las resinas acido poliacrilico obtenidas por la copolime-
'-Z.Apii'f1 §_l,‘f_~rizacion de deido acrilico y divinilbenceno por el proqedimiento;-'
‘ . U':dado eh‘pégina’B? de Kunin; Resinas'de Intercamﬁib Ionico {Ion -
‘;fffiffaﬁ;fi: I Exchange Resins) 2da. ediqién (1958), John Wiley and’Sons, Inc. -
i‘fiéfA o ' Las resinas de intercambio de cation acido qarﬁbgilico de este ti-
| {':2 po son.comeréializadas bajo las ﬁarcas de fabrica AﬁBerlite IRC-Sb,
4t“;{‘y'Zeokarb.226. Lds reéinas’de:écido sulféniéo~adeCuadés inciuyen
resinas ae poliestireno sulfonado huclear, con ligadurastentrecru-:
:ff'; ~g'";f.¥ zadas con div1nil-benceno que sé obtlenen por el procedlmiento da-~-
'},,4'20 o i’ '.do en pagina 84 de Kunin, supra. LasAresinas de.1ntercambio catlo
}:nico sulfonado de este tlpo ‘son " comercializadas baJo las marcas de
_ilfabrica Dcwex 50, Amberlite IR-120, Nalc1te HCR, Chempro C-EO, ;4
" PermutitaQ, y' Zeokarb 225.].

El antibiotico es:eluldo de . la resing”con:un ééido,‘ventg“

25 '} - | josamente a un pH -inferior que el pKa' ae~1§ resina de intercambio-
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stea, con divinilbenceno, preparadas por elprocedimiento dado en pa-”

- gina 84 de'Kunin,‘supra, y cuaternando con trimetllamina o dimetll*? v

% e :

‘
(R )

',. .o

" cationico usada. _Se obtienen resultados satisfactorios con.un pH; -, -

de aproximadaménte 1la 6. El-elu{do se ajusta a sproximadamente ,;E,.

' »}ipH 7.5 a 8 5 con una base, e.g., hidrdxido de sodio, © una resina.; g

de intercamblofanionico fuertemente basica. [Las re51nas ‘de 1nter-‘.

*

. cambio anionico adecuadas para este prop051to se dbtlenen por cloro

..aon’

8 metllacion medlante el procedlmiento ‘dado en paginas‘88 ¥y 97 de e e

- Kunin, supra, de pollestireno con ligaduras entrecruzadas si se de- “

i ..
. . *

"..

FI

} ‘etanolamina por él procedimiento dado en pagina 97 de Kunin, supra.-

'Las resinas de intercambio anidnico de este tipo estén comercializa

das bajo las marcas de'fébrica waexr?} waex’?O,,Amberlite IRA-LOO,

' Duollte A-102 y Permutita S-1.]

E1. nuevo compuesto de la invenclon puede puriflcarse ‘por’

" sucesivas transferencias de la’ fbrma,protonatada‘a la forma mo pro ‘

)

: tonatada Y viceversa, especialmente con otros tipos de tratamiento ‘
.‘-. como por ejemplo, extracciones con solventes Y lavados, cromatogra
fia y extracciones fracclonadas liqnido-l{quido. ‘De este manera -
“ pueden emplea:se.saleS'de-lincomlcina B:para gislar.o‘mgjofar el -
'anfibiétiéo, -Por ejemplo el antibistico puede éonvertirse en una
 ,'331 insoluble, tal -como el ﬁigrafo,-que puede sométerse a procedi-
Y:'iﬁiéhtos de~furifiqaciéﬁ y luego usarse para reéeﬁéiarflg base libre
)5 _del’ahtibi6tic¢“pof tratamieptoigon;élcﬁli;'o éi'antibiéticO'fuede'

4ser-con§extido en una saliséluble}én’dgua, tal como el clorhidrato

o sulfato y-la solucién acuoss de la sal extraerse con varios sol-
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ventesg no miscibles en agua antes de la. regeneracmn de -la base li’"'

.oo-

bre del antiblotlco por tra.ta.mlento con alcali de la solucion as:[ -

' extralda' por acido. Las sales de lincomicina B pueden utillzarse - e
[

'o

* ' para los mismos propqs:.tos biologicos como la base libre o pueden - L

0‘0

PR 5 - ser empleadas para meJorar el antibmtico como se describio anterior ‘
- mente. o . : e

‘ Las sales ac1das especuficas pueden prepararse por neutra‘-.‘:
RS lizac:lon de-la base libre con el acido apropiado hasta por debajo SN .
.'Z . de aprox1mada.mente PH 7.0 y ventajosamente hasta’ alrededor ‘de pH - 2. . :; |
."'-..j‘10 8 pH 6. Los.acidos adecuados para este proposito incluyen el acido ‘
. clorhidrico, sulfurico, fosfo:ico, acético, succinico, citrico, lac .
o tico, malgicé, fumarico, pamoicb', ‘colico, pelmftico, mucico, canfd-
: ,~rico; 'glutaf.r.ico;- glicdlico, ftélico, tartéxfiéo; léurico, estedrico,

salicilico, 3-fenilsalicilico, 5-fenilsalicilico, 3-metilglutarico,

: 15 : ':, orto-sulfobenzoico, ciclohexanosulfamico, ciclopentanopropionlco, -
B S 2-ciclohexanodlcarboxillco, h-ciclohexanocarbox{lico, octadecenil
~.'»'suc01nico, octenilsucc:.nico, metanosulfonico, bencenosulfonico, - -
L hellantlco, de Reinecke » dimetildlt10carbam1co, SOI‘blCO, monocloro-
acetico, u_ndecilenico, h'-hidroxiazobenceno-h-sulfonico, octadecil-
.20, o '.-A sulf.fzrico,' picrico, benzéico,vv cindmico y seméjahteé. |
' :, - A' o Ty El nuevo-,co;ppﬁesto de la invencion tiéné -la propiedad de
e ” L » | afectar adversa.xiiehte éll.cre;:ir‘niel.atd “de varios mici-oérganismos ) par
| ticularmente bacterias g puede ser usado ‘ya gea ‘como la. base libre"

o ‘como une. sa.l por e,dicion de acido, aisladamente 0 en combinacion'

.°25 . ‘con otros’ agentes antibacterianos, para prevenir ‘el crecimiento o -




“‘vbientes, por eJemplo, en plantas y en animales, tales ‘comor mamife
'j__ros, aves, peces, reptiles N seres humanos, en 10s- que el microor=
‘.ganismo infectante es susceptlble al antibidtico. -Puede tambien - .
{ ser usado como un . suplemento alimenticio para promover el crecimien

“to de anlmales, por ejemplo, mamiferos, aves, peces y reptiles. -

o fStreptococcus~lactis, Y Streptocoécus viridans.‘ Pbr~lo tanto,’ el e

....

'i.para reducir el numero de microorganlsmos presentes en varlos am-«

‘0 QO
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 i‘ La lincomicina'Bvinhibé el crecimiento del Staphyloéoccgs aureus, - ":°

.aoo'
. o

nuevo compuesto puede utilizarse como un de31nfectante para dife-- L

A}

.- rentes eqnipos denta;es y medicos;contaminados con' Staphylococcus
gureus; también puede ser usado como un desinfectante para utensi
- 1tos alimenticios contaminados con este organismo, lavados y apila _'

':tdos. También,'cdmo laAlinéomicina B es activa contra Streptococcus'

5lact1s, que produce -1a’ agrura de -1a leche,. puede ‘ser utilizada para
: evitar o retardar el enrranciamiento de productos 1acteos, por ejem -
‘plo, leqhe Y queso. El nuevo compuesto puede tambien usarse: para -
”iinhibir'lds gérﬁenes gram-positivos-formadoresAQe esporos que se dai -
:fvfunden soﬁre,piacas de,agai cuand6>se gislan'mohos, leyéduras,facti
"f:nomicetas, y‘microérganisﬁos~gramnegativos. ‘Puede ser usad;, por . -

) éjemplo,,en‘el aislamiento de microorganiémoé,en muestras de suelé;

lo mismo que.en el aislamiento de“microorganismosrgramnégativos, -

'ppr‘eJempio;:Pseudomonés, Pfomeus ¥y--Escherichia Coli;~dejinfecciones
.. mixtas en p?esencia de estafilococos y/o estreptococds. 'Ratones in-

feétados‘conxstaphylococcué.aureﬁs fueroneprotegidos*poigvia oral -

~ con una ‘dosis terapéutica media de 8.1 (h.0912,2)‘ﬁg/kg,de»base';m-




" libre de lincomicina B.

Los ejemplos siguientes son:ilustrativos de los procesqﬁg;;'
'y productos de la'pfesente—invencién'pero no deben ser'interpretgz“:‘
. . . . . ®

X 3
-

-— .
LI 4

dos como los Unicos. Todos los porcentajes estan expresados en De.
.05 . " 'so y todas las proporciones de ‘mezclas de solventes lo estan en vg

PR

e s lumen, salvo que se indique de otra manera. - , N
Ejemplo 1l Base libre de ‘lincomicina B:
A. Recuperacién - - ' ' BN

El fermentado total dé un procedimiento deAfermentaciénziz‘

10 ;Av“ " como se describe en Ejemplo 1, Patente E.U.A. 3,086,912 (26,400

'”éalones con un titulo de 572 még/ml) seAgJustéla pH 3.0 con = .=

1305 gal. devécidO'sulfﬁricolal 6O%Ay se £iltrd a 20°C, sobre un -

: 1“  _' 7:&{~f;filtfo previameﬁte~recubiertc_utilizando'5,800‘1bs. de tierra de-
| 'v V'deia£omeaslcomo el prefrecubriﬁieﬁto Yy sin agfegar;mezcla al-fermeg'l
vaffjié 3'4 f' tado total. El fermentado filtrado (24,000 galonésAcon un titulo
. ‘ : ide'318;mcg/ﬁl)Ase_ajust6 a pH 8.0 con soiucién'de’hidréxidO‘de so- j‘
':dio al 50%, se calentd a 45°C y se bombed a través de un f£iltro -
’1v prensa'clafificénfe,_un;medidof:de flujo y haq;ﬁ abajp.a través de
‘ -S:cglumhas déwcarbén coﬁectadas en se;ie. Cada columna'de.cafbén-
."i2;'2dv';fv‘5 contenia_2hO4lbé1‘de carboén gréhulado malla 0. EL fermentado fil
R ‘trado se hizo phsar comenzando a razén de 20 gal‘}poerinﬁto y teg.;
':aminando a ‘razén de io gal. por‘mihﬁto. ‘Las columgﬁs dg é;rbéﬁlenf e
u‘*tonceé,fgéron~layédas-en'fpnda'éériadé(hﬁcié édélahte)lhacia abajo’

- 13_'ﬁ;'f" " :con" 1160 galones de agua caliente (50%¢) a razén de b gal. por mi-

. 25 - .-nutbq'}Lés éolumnés'fgeron entonces*sopladaS'haéta sequédad'y eluf
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Q.. .

das en series inversas h301a dbaJo con 200 gal. de acetona al 99$

.000

‘a ho C a razon de 3. galones por minuto, seguldo por 2300 galones,,..

de acetona acuosa al 75% a SO C.a razén de 2 galones por minuto.o-._‘

Los eluidos de acetona se mezclaron y concentraron baJo presion re-.
0

ducida hasta un concentrado acuoso (80 galones‘con un t{tulo de - e

X

80 OOO mcg/ml) -El concentrado acuoso se enfrié a 28° C, se ajusto a . '
4

- pH 10. 6 con 1. 5 galones de solucién de hidréxido de sodio al 50%

PR Y
o' >
.

y se extraJo con 80 galones de cloruro de metileno. El concentra-" N

nl-‘ e
* o

-do acuoso se extrajo cinco veces mas con 20 galones de cloruro dev L "

‘metileno cada vez: LQS'extractOS'devcloruro de metilenoyse'filtrg

ron & través de 15 1bs. de tierra'de\diatomeaSVy se concentraron -

" hasta un volumen de eo'galones"bajo vacfo. Se agregd egua deioni--

},-zadé (9.5 galones) y:la concentracién se -continud hasta un volumen

de 1k4 galones. El concentrado se 1levo hasta un - volumen de 19 ga- -

.}lbﬁgs‘pof:éi égrggado.defs galqﬁés de agua deionizada;, . se enfrid
‘~L.a 28°¢ y*seuajgsté_ﬁ'pﬁ 1.0 éoﬁ'l;s galones de‘éciao'clorh{drico -
-concentrado. .Se agregé,acetona (190 galqneg)'a la solucidn acuose
'.acidificada Yy la ﬁecha se enfrié haéta 10°%¢ Yy séirevolvié durante
; zila noche; ‘la pérdida.por~evgﬁ6réci6nufue de 29 galonés; 'Los‘séli-'~‘

'~dos se filtraron en un recipiente filtrante de 36 pulgadas ysela

" varon con 8 galones de -acetona al’ lOO%, el peso neto ‘del material-

cristalino crudo fue 30 75 Kg. Los~30.75 Kg se‘disolvieran en ‘-

,8.5 galones de agua deionizadafcaliente-(l litfo/kg)'y se filtra~-

ron a traves de 5- libras de tierra ‘de’ diatomeas El filtréd0'5e~-

revolvio con. 85 galones de acetona caliente- (35 C), la mezcla ge =
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.5 galones,de acetona y secaron bajo v301o a 60 C durante 48 horas,.

~réhdimiento 24,3 kg de clorhidrato de lincomicina. Los licores ‘ma -

» . e - : ’ ie T4
[ I B
° .', .

sembro con cristales de lincomicina, N la agitacion se continu g‘{’;

se o®

‘ rante 3 horas mientras se enfriaba hasta 10 C.’ Los crlstales se , %

'filtraron en un reciplente filtrante de 36 pulgadas, se lavaron con ¢

.
.
-

se
*

cabee

dre y.lavado de los pasos de cristalizacion anteriores se concentra R

- ron hasta una concentracion acuosa (13.2 litros), y se ajusto un - lf'

tro de este concentrado (pH h 9) a pH 9.5 por agregado de solucionp; .

. &

_’-fde hidroxido de sodio 2Ny se extrajo tres veces con hOO ml de c10‘ o
e ]Jj.. . Turo de*metileno. El extracto»de:cloruro de:metileno_se concentrd
" hasta seQuedad para»dar385.o'gramps de una mezcla 'de base -libre de.

T lincomicina~y base libre de -lincomicina B.

‘B. Distribucidn en contracorriente..

Diez gramos de esta mezcla de lincomicina y lincomicina B‘

.,‘se disolvieron en 75 ml de la fase inferior ‘de -un sistema de solven~v'
- tes constituldo por volumenes~iguales de l-butanol Y agua. La. 4;
'_goluéién se ajusto a pH~h;2“p5r el agrégédo de.écido clorhidrico “;~;
".acuoso '1.N, sé-mezclévconwun-vblumen igual dévla.fase superior del':

".81stema .anteriormente mencionado Y se transflrlo 8 un aparato de .-

‘distribucion en contracorriente ‘Craig, todo de vidrio (10 mL por -

'}:fase) Despues de 800 transferencias la dlstribucion se analizo ‘-

:. por determinacion de -solidos Yy cromatograf{a en- capa delgada. ‘E1

- analisis por cromatograf{a en capa delgada demostro que los tubos

60-90 conten{an lincomicina B, los tubos 91-100 conten{an una mez-

"cla de lincamicina y lincamicina B, ¥:los: tubos 101-160 conten{an




-12-

.- lincomicina solamente. Los tubos 60-90 fueron primero concentragoe- '

. ¢

‘y'luego secadoslpdf"dongelacion; rendimiento de lincomicina B, - :
. ) B . ‘ee 00

B Rl g Cromatograf{a con Florisil

.
00‘

-'L;'. 5"_A IR . La lincomicina B (800 mg) se disolvio en 30 ml de agua y
B “ ‘ . . ....‘4

el pH de la solucion se ajusto a 10. 5 Despues de secar por conge=--

et . C.

' 1acion, el producto se usé como un materisl de partida para la cohmn‘

.. ..

. -na de Florisil descrita mis "abajo. 'Lg columna se preparo de la si;.A.
‘  gﬁiente ﬁanera; se agregaron L0 g de Florisil a urie. columna de viﬁ}}fi.’
:f }ji)';lj : ‘,:drio (1 pulgada &{amétro interno)'éénteniehdo Skellysolve ﬁ,(hexé-- ’
. nos isomeros) Yy se dejo asentar baJo presion atmosférica.  Se agre-
: {’ 'i:~::‘;;':“i g0 arena de mar sobre la parte superior ‘del lecho adsorbente, y se
| :_ lavo la columns con dos volumenes de 1mpregnacion de Skellysolve B f
(volumen de 1mpregnacion 70 ml) La lincamicina B secada por con.»v
'.::15575' ) gelacion se disolvio en 20 ml de acetona Yy se filtro para separar -
'E>gx@513;::,_ 190 mg de material insoluble. La’solucion filtrada se agrego 8 la
- e columna de Florisil y la columna fue sometida a elucion gradual pri
mero con Skellysolve B solo, luego con Skellysolve B-acetona en pro
fporciones de 8 12y 6: h 3:7,-1:9, ¥y finalmente con acetona sola. ;_
"f:éO ﬂ'j.f1:;.Las fracciones eluidas fueron analizadas por determinacion de s0li="
| ”'Adoa y por cromatograf{a en capa delgada. Las fracciones 5-18 que -A
'9;};af..':' ge encontrd contenian lincomicine B se mezclaron, Yy los solventes -
| | '_ se evapararon al vac{o para dar. 3h0 mg de material amorfo incoloro

‘conteniendo 2h9 mcg/ml de linccmicina B base libre. 'Pof éoncentrﬁé'

' : 25h T etén haata sequedad laa fracciones 19-28 dieron 50 mg de lincomici- .-
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" na B base libre que contenian 242 meg/mg. : - ‘ . 0%
“"Eaemglo 2 Cloridrato de lincomicina B o R

La base 1ibre de linc‘:omlcma B, 100 mg, se disolvio en 3,

' 0. 7 ml de .&cido clorhldrico acuoso ‘1 N. Por adicion de~ etanol, ::'.

.‘;.r 5 - » '_,acetona Yy eter ‘se - obtuvo 1la precip1tac1on de clorhldrato de linco- .

YRAELS

‘;;l-.,; T = micina B semicristalina que separd por filtracion y se volvio a Toee
'da.solver en 0. 3 ml de agua y 10 ml de acetona. Se agrego‘acetona : ’

“o ".¢adicional (20 ml) y 40 ml de éter. Ia solucion que se hizo turbia° ‘)

| se dejé en reposo .a températura ambiente durante 15 horas. Seyalgo_’ 1- ~."
10 o ‘ 16 clorhidrato de ‘].inciom‘icina B cristalino :incoloro por‘filtracién: '
'y sef.seé,é ; rendimiento 60 mg conteniendo 250 mcg/mg. Las va.l_'ora--A
. -ciones se 6btuvieron ensayan.do' las preparaciones contra Sarcina =
“lutea :mtea en agar’ amortiguado a pH.6-8 con amortiguador de fosfato PH )
| 7.0 (0.1 M). Un volumen unitario (0:08 m1) de solucion contenien-
L 15 - d0 el material para valorar ‘se coloca en un dikco de ensayo de Co.
12.7 mm que'v es entonces colocado en una placa de agar sembrada’ con

- el microorganismo de ensayo.

.PROPEDADES TQUIMICAS”Y FISICAS DE LA BASE "LIBRE DE LINCOMICINA B

1. Calculado pera C 7H32 6s 1/enéo

o«

-2°," Gy 50. %; H, 8. 30, N, 6. 99; 8, 8.00; 0, 25. en
o Helledo: s
¢, 50.86; H, 8.48; W, 7:40; 8, 8.13; 0, 25. 13 (por- diferencia)

Rota.cion optica especifica’ [a]25 o 153 (c ‘0.~8726,_agua)

‘-lf~Solubilidad. S_oluble en A_alcoholes .inferi,ore_'s » ‘ace'.hoﬁa ’ acet,,aﬁo de -
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" Cromatografia en papel:

ke

.o-o

etilo, hidrocarburos clorados, y dioxano.. Menos soluble en :,f

.0

agua, eter‘y benceno Relativamente insoluble en solventes X

A'..‘

. ’ ’ . . : - .. .
hidrocarburos saturados. = - : . S "- .

.
-

' Peso Molecular: Hallado. hoe * lO, por titulacion potenciometric&».

 :.;Espéctro ultravioleta. ‘La. base libre de lincomicina B no muestra“‘,..

méxima entre 220 y 400 T : N A
,'Titulacién: PKa' deigpfoximadamente 7.68. R ~ ..si
L Espectro infrarrojo . . A ‘- : ;:ct

> A

Rl espectro de absorcion infrarrojo de la base libre de llnco-
'mipina B .en mezcla de Nu;ol se~reproduce-en el dibujo,- Figura
*'I.»_L#‘gurvaAaxﬁrkr rép?eéenta-;a;mezcla de Nujol mieﬁtras:quez

labcﬁrvé inferior~representé‘una'édspensién.de<base‘libre de = '

Li«lincomicina B en mezcla de Nuaol. La base libre de lincomici-

":na B muestra picos maximos en las siguientes 1ongitudes de ‘on~

K ) l .
da expresadas en cm ¢

Cao(R) o 133 - 1051 (7)

2920 (F) (Aceite) 1325 () 988 (M)
2850 (p) (Aceite) - 1305-() {i9k5 ()
2780 (M) BT ¢ : o2 (M)

1645 (F) | | _‘1215-' (_M)‘"' o 863 (M)

157 (F). 185 (M) - 8024(&1)

ST (F) (eette)  u1S8.(M) . - 718 (W)
1376 (F) (Aceite) 1078 (F) 0 () (Aceite)

' o : 692 (M)

'f La base -libre denlinéamiqing B tiene un;diseﬁo:caracteriéticQ:
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- en la cromatograf{a en papel, segun se muest;a en el dibujo a.e'o. f"
-la Figura II. Los si_st;emas, solventes empleados fueron ;os 8}7_':?’9
guientes. o - ; .' - | o - -...,.E B
' | R © l-butanol, sgua (84: 16), 16 horas. . _ e R
; 5 - '} " II 1-butanol, agua (84:16) més 0. 25% de acido p-tolueno-sul-:. & |
s o -£énico; 16 horas. S e, |
. | : III l-butanol, acido aceético, agua (2:1: l), 16 horas. . ' ::;.'
o IV  Piperidina al 2% (v/v) n-butenol, agua (8#:16_); ‘ ‘: :, :
B 16 horas. | - | e
| 10 : ‘ v l-butanol, agus (4: 96), ‘5 horas.
L VI :l-butanol , agua (4: 96) ma.s 0.25% de acido p-toluenosulfo-"»
V ‘ v ‘ o nico, 5 horas. _ ‘ ‘
 w "% PROPIEDADES QUIMICAS Y FISICAS DE CLORHIDRATO DE LINCOMICINA B

' Caleulado para c 73321\12306.1{01.1/21120

15 : Hallado: C, 46.77; H, 8. 03, N, 6. 36 s, 7. us ¢, 7. 98
| 0, 23 lto (por diferencia).
: Rofacién pptica especifica: [Oz]D + 147.5° (c, 1, agua)
" Solubilidad: .
o Soluble en alcoholes inferior.es.
;"'20,' B o Ligeran.ente_'soiuble én .solver‘;te‘s. menos polares.

‘Relativamente ,insolublé. en éter, hénc’eno‘, hidrocarburo .-

L a

‘clorado y solventes hidrocarburcs saturados.
Peso molecular: U46.5 (cale.)

. Espe‘ctro ultfgvioleta: A

25 - R ciorhidré.to de lincomicina B no muestra mixima entre. -
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g -.Figura III.

cina B en mezcla con Nujol se representa. en el dibuJo de la (

4 -'clorh:ldrato de lincomicine B en mezcla con Nu.jol.

La *curva s.zparior repres mta.~1a mezcla de Nujol

‘mientras que la: curva inferior representa una suspension de

-16-
)220 th ?l.. "..0.
Espectro 1nfrarrojo. » “.’.“

-
OERE
-

El clorhi--‘ aa?

sl".

-
4

drato de linccmicina B muestra p:lcos ma.ximos en las siguientes e

longitudes de .onda, expresa‘dag en cn™t: . : : :'":
© 340 (1gfI§2.)I | 1?80'(M) ' = 1100 (F)
:3360-(F) 11305 (D) 1085 (F)
:1432ho (F). 1270 (D) 11050 (F)
3180 (F) 1235 (D) 960 (M)
3090 (M) 1205 (D) 905 (D)
1690 (F) 1160 (D) 875 (M)
1680 (F) 1145 (D) 795 (M)
1590 (M) ‘1125 (D)

Las intensidades de bands, -:segﬁn se -indicén en el espectro -in-

. frarfojo énterior se indican por:las “letras "F"

' "M” y an

da mas fuerte en el espectro, ‘las bandas M. y' "D'i

. de 1/3 dela intensidsd dela banda més fuerte.

:,; zéfi~

aproximadamente en terminos del fondo del espectro en 1a. vecindad - |

de -bandas, ‘una banda "F" es del m:lsmo orden de :j.ntensidad' que -la ban

respectivamente,

' 'esta.n entre 1/3 y. 2/3 de la intensidad de la ‘banda mas fuerte y menos

Estos ce.lculoa ‘esti

_ mados. se hacen en base a. una escala de por ‘ciento’ de transmision.
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Actividad in vive: S
Ratones infectados con S. aureus. tratados oral-

mente fueron protegidos con una dosis terapéutlca medig de

v

13.9 (5. 1=22.3) - mg/kg de clorhidrato de lincomicina B, K
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La presente patente de invencién, comprende

' las siguientes reivindicaciones:

1.- Procedimlento para la prepara016n de llnco-

mlclna B, caracterlzado porque comprende cultlvar Strqptomyces

lincolnensis var. lincolnensis en un medio nutritivo acuoso .

' bajo condiciones aerébicas hasta que una actividad substancial

gea impertida a dicho medio por la producoién de lincdmicina v
lincomicina B, separando la lincomicina B de la lincomicina y
aisladdo la lincomicina B.'

2.- Procedimiento; cafactérizado porque compren-

dw cultivar Streptomyces lincolnensis var. lincolnensis en un

medio nutritivo acuoso conteniendo una fuente de'carbohidrato
asimilable y nitrdgeno asimilable bajo condlclones aerbbicas

hasta que una act1v1dad substanc1a1 sea impartida a dicho me-

“dio por la producclén de llneomiclna»y lincomicina B, separan-

do la lincomicina B de la lincomicina y aislando la lincomi~-
cina B.-

3.~ Procedimiento, de acuerdo con la reivindi-

cacibn 2, caracterizado porque la separacién consiste en some-
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ter una mezcla de 1incomlcina Yy llncomlclna B a la extracclén

q-o- 0'

fraccionada de liquido-l{quido usando un 31stema~solven§e cons-

.-

titufido por voldmenes iguales de 1-butanol y agua.- .

4= Procedimiento, caracterizado porgue cohpren—
de cultivar un organismo productor de lincomicina en un ﬁééio
nutritivo acuoso baao condiciones aerdbicas hasta que una.aetl-

tn

vidad substancial sea impartida a dicho medio por la proéucclén
de llncomlclna y lincomicina B, separando lincomicina B ég¢ia
lincomicina y aislando la lincomicina B.

B Procedimiento.para la preparacién de linco-
wicina B.' . o | |

| Seglin se describe y reivindica en la presente me-
woria descriptiva y se ilustra con los planos‘que a la misaa se
aeompaﬁan: | . |

'Consté.dicha memoria de diez 'y ocho hojas foliae

das y escritas a mdquina por una sola cara.

Madrid, a 20 Febrero 1.965.
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