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Esta invencidn se refiere 2 una nueva composicidp de ﬁa-
teria y a un proceso para la preparacién de la misma. Esta inven-
cion se refiere mas particularmente é un nuevo compuesto, lincomi -
cina D (U-11,973 E), ¥ a un proceso para la produccidn del mismo.

Lincomicina D es un producto biosintético producido por
un actinomiceto productor de lincomicina cuando se agrega metil -
tiolincosaminida (MTL) a la ferﬁentacidn descrita en Ejemplo 1 de
Patente E.U.A. 3,086,912 para la produccién de lincolnensina, tam-
bién llamada lincomicina. MTL se obtiene por hidrazinolisis.de --
lincomicina.

Iincomicina D es un compuesto bdsico y tiene el mismo es
pectro antibacteriano que lincomicins.. Por lo tanto, puede utili;
zarse de la misma manera que lincomicina. Por ejemplo, es util en
soluciones de lavado, con propdsitos sanitarios, como en el lavado
de las manos y limpieze del equipo, pisos o muebles de habitaciones
contaminadas; es también udtil como un preservativo industrial, por
ejemplo, como un enjuague bacteriostdtico para ropas lavaedas y para
papel y telas de impregnacidn; y es til para suprimir el crecimien
to de organismos sensibles en ensayos en placa, y otros medios bio-
ldégicos. También puede ser usada como un suplemento alimenticio, -
para promover el crecimiento de msmiferos y aves, ya sea sols o en
combinacidn con otfos antibidticos,

Lincomicina y Lincomicina D son similares en algunos as-
pectos, tales como que ambos antibidticos tienen un grupo titulable

bdsico con valores pKa similares y pesos equivalentes muy aproximados;
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y ambos antibidticos no muestran ninguna absorcidén en la regidén ul-
travioleta. Sin embargo, se puede comprobar que son diferentes com
puestos como se demuestra por sus solubilidades en varios solvéntes,
rotacién dptica, espectro de absorcidn infrarroja y cromatografia -
en capa delgada usando un sistema solvente constitufdo por metil -~
etil cetona, acetona, agua (150:50:20, por volumen).

El nuevo compuesto de la invencién puede producirse en -~
una fermentacidn como se describe en Ejemplo 1, Patente E.U.A. ---
3,086,912 cuando se usa una cantidad effectiva de metil tiolincosa-
minida (MTL) que oscila entre me€s que impurezas casuales o 0.75 gn/
litro hasta 8 gm/litro del medio de fermentacidn. El MTL puede estar
en el medio inicialmente, o puede introducirse en el éultivo du-
rante 1la fermentacién. ILa alimentacidén puede hacerse continuamente,
semi -continuamente o por otros medios mientras que la concentracidn
de MTL en el medio de fermentacidén no afecte el crecimiento del mi-
croorganismo hasta el punto en gue sufra le produccidén de lincomici
na D. Preferentemente, la alimentacién se comienza cuando la fer-
mentacidn es de 24 a 48 horas de antigﬁedad. El nivel tdxico de -
MTL .puede variar con el equipo y medio utilizados, pero en general
no es téxico un nivel, en ningun momento determinad durante la fer
mentacidn, de menos de aproximadamente 3 gn/litro del medio de fer
mentacién. Por lo tanto, un programe de alimentacidn para MIL pue
de usarse por medio del cual el nivel de MTL en la fermentacidn no
sea nunca mayor de 3 gm/litro en cualquier momento determinado. A

medida que este nivel aumenta, y nuevamente dependiendo del equipo
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y medio utilizados, pueden observarse algunas manifestaciones de --

toxicidad, tales como reduccidn del crecimiento miceliano. Cuando
el crecimiento de micelio ha descendido significativamente por los
agregados de MTL, entonces, generalmente, puede observarse una nota
ble disminucidn en el rendimiento de la fermentacidn de lincomicina
D. MTL no se considera ser un aditivo de fermentacidén extremadamente
téxico en el sentido como, por ejemplo, lo es el dcido fenilacético
péra la fermentacidn de la penicilina. Por lo tanto, aun si se agre
gan 8 gm/litro de MTL dentro dé la fermentacidén de una vez, todavia
se producird lincomicina D en la fermentacidn.

El nuevo compuesto de la invencidn es vna base nitrogenada

2

tiene un pKa de aproximadamente 7.6, y bajo condiciones ordinarias -

que tiene la férmula molecular ClTH32N2068.HCl.H 0. Es monobdsica,

es mds estable en la forma protonatada, esto es, en la forma sal. Es
soluble en agus, alcanoles inferiores, por ejemplo, metanol, etanol,
Yy semejantes; y relativamente‘insoluble en ésteres alquilicos infe-
riores de deidos alcanoicos inferiofes, por ejemplo, acetato de eti-
lo, acetato de butilo, acetato de amilo, y semejantes; alcanonas in-
feriores, por ejemplo, acetona, metil &til cetona, isopropil butil -
cetona, y semejantes; y alcanos inferiores clorados, por ejemplo, --
cloruro de metileno, cloroformo, dicloruro de etileno, y semejantes.
Es insoluble en éter y benceno.

Cuando se agregsa metil tiolincosaminida (MTL) a una fer-
mentacidn de lincomicina tal como se revela en Patente E.U.A, ---

3,086,912, se produce lincomicina D y algo de lincomicina.
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Un método preferido para la recuperacidn de lincomicina D es la --
utilizacidén de adsorbentes temsioactivos, por ejemplo, carbén deco
lorante, o resinas decolorantes, y elucidén del material adsorbido
por medio de un solvente. Cualquiera de los solventes mencionados
méds arriba puede utilizarse. Una resina decolorante adecuada es -
Permutit DR (Patente E.U.A. 2,702,263). E1 fermentado total se --
filtra como se indica en Patente E.U.A. 3,086,912 antes del pasaje
del fermentado sobre el adsorbente tensioactivo. Los eluidos son
evaporados hasta sequedad y el residuo es extrafdo con un solvente
no miscible en’égua del cual se recupera el nuevo compuesto y lin-
comicina. 3i se desea, ambos antibidticos pueden convertirse en la
forma protonatada. Procedimientos posteriores son necesarios para
conseguir une separacidn de lincomicina y lincomicina D, Esto pue-
de realizarse, convenientemente, por repetidas extracciones a un pH
alcalino de una solucidén conteniendo los dos antibidticos. Un sol-
vente para lincomicina, por ejemplo, un alcano inferior clorado, tal
como cloruro de metileno, puede utilizarse. Estos extractos con sol
vente contienen en forma predominante lincomicina. La solucidn acuo
sa remanente, que contiene principalmente lincomicins D con trazes -
de lincomicina, puede extraerse ventajosamente en forma repetida con
un solvente para lincomicina D, por ejemplo, un alcanol inferior no
miscible en agua, tal como alecohol n-butilico. Los extractoscon sol
vente pueden someterse a posteriores procedimientos de purificacidn,
por ejemplo, distribucidn en contracorriente, cromatografia de parti

cién sobre silica o tierra de diatomeas, ventajosamente, usando --
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meiclas de solventes para lincomicina D, como se indica anteriormen
te, y agua como agentes de elucidn, cromatografia de adsorcidn o ad
sorbentes adecuados, por éjemplo, Florisil (un silicato sintético -
del tipo descrito en Patente E.U.A. 2,393,625 y vendido por la Flo-
ridin Company), alimina, y carbdn con elucidén de la lincomicina D
de ellos, ventajosamente, con solventes para lincomicina D, como se
menciona anteriormente.

Is extraccidn fraccionada 1iquido-liguido se lleva a cabo
en columnas de particidén cromatogrdfica o en un aparato de distribu
cién en contracorriente usando sistemas de solventes tales como --
alecohol n-butflico y agua (1:1).

Ta cristelizacidn de lincomicina D puede llevarse a cabo,
convenientemente, disolviendo una preparacidn de sal purificada de
lincomicina D en agua y agregando una Qlcanona inferior, por ejemplo,
acetona,

1a recristalizacidn se lleva a cabo disolviendo la sal --
cristalina en agua, agregando un solvente miscible en agua, por ejem
plo, acetona, metanol, etanol, o 2-propanol, ¥y enfriando para indu-
cir o completar la cristalizacidén. Los cristales se filtran y lavan
con solventes acuosos, y, si se desea, por solvente anhidro y luego
secado al vaclo.

El nuevo compuesto de la invencidn puede también recupe-
rarse del 1lfquido de fermentacién filtrado por adsorcidn sobre re-
sinas de intercambio catidnico. Pueden utilizarse ambos tipos de

dcido carboxflico y sulfdnico. [Las resinas de dcido carboxilico
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adecuadas‘incluyen las resinas de decido poliacrilico obtenidas por
la copolimerizacidn de dcido acrilico y divinilbenceno por el pro-
cedimiento senalado en pdgina 87 de Kunin, Resinas de Intercambio
Iénico, Segunda Edicidn, (1958), John Wiley & Sons, Inc. Las resi-
nas de intercembio catidnico de dcido carboxflico de este tipo son
comercializadas bajo los nombres registrados Amberlite IRC-50 y Zeo
karb 226, las resinas de dcido sulfénico adecuadas incluyen resinas
de poliestireno de nicleo sulfonado con ligaduras entrecruzadas con
divinilbenceno gue se obtienen por el procedimiento indicado en pé-
gina 84 de Kunin, supra. Las resinas de intercambio catidnico sulfo
nadas de‘este tipo son comercializadas bajo los nombres registrados
Dowex 50, Amberlite IR-120, Nalcite HCR, Chempro C-20, Permutit Q, y
Zeokarb 225.]

E1l antibiético es elufdo de la resina con un dcido, venta-
Josamente a un pH inferior que el pKa de la resina de intercambio --
catidnico usada. Se obtienen resultados satisfactorios con un pH de
eproximadamente 1 & 6. El elufdo se ajusta a un pH de aproximadamente
7.5 a 8.5 con une base, por ejemplo, hidrdxido de sodio, o una resina
de intercambio anidnico fuertemente bdsica. [Las resinas de intercam
bio anidnico adecuadasg para este propdsito se obtieneh por clorometi-
lacidn por el procedimiento indicado en pdginas 88 y 97 de Kunin, su-
pra, de poliestireno con ligaduras cruzaedas, si se desea, con divinil
benceno, preparado por el procedimiento indicado en pdgina 84 de Ku-
nin, supra, ¥y cuaterhando con trimetilamina o dimetiletanolamina por

el procedimiento indicado en pdgina 97 de Kunin, supra. Las resinas
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de intercambio anidnico dé este tipo son comercializadas bajo los
nombres registrados Dowex 2, Dowex 20, Amberlite IRA-400, Duolite
A-102, y Permutit S-1.) ;

El nuevo compuesto de 15 invencidén puede purificarse por
sucesivas transferencias de las formas protonatadas a no protonata
das y vice versa, especialmente haciendo intervenir otros tipos de
tratamientos, como por ejemplo, extracciones y lavados con solven-
tes, cromatografia y extracciones fraccionadas 1lfquido-lfquido. De
esta manera pueden emplearse las sales de lincomicina D para aislar
o mejorar el antibidtico. Por ejemplo, el antibidtico puede_convez
tirse en una sal insoluble, tal como el picrato, que puede someterse
a procedimientos de purificacién y luego usarse para regenerar la -
base libre antibidtico por tratamiento por dlcali. O el antibidtico
puede convertirse en una sal hidrosoluble, tal como el clorhidrato o
sulfato, y la solucién acuosa de la sal extraerse con varios solventes
no miscibles en agua antes de regenerar la base libre del antibidtico
por tratamiento con glcali de la solucidn dcida asi extrailda.

las sales de lincomicina D pueden utilizarse para los mis-
mos propdésitos bioldgicos que la base libre o pueden emplearse para
me jorar el antibidtico como se describe anteriormente.

Pueden hacerse sales de dcido especificas por neutraliza-
cién de la base libre con un dcido apropiado hasta por debajo de --
aproximadamente pH 7.0, y ventajosamente entre pH 2 y pH 6 aproxima
damente. Los #cidos adecuados para este propésito incluyen dcidos

clorhidrico, sulfurico, fosférico, acético, suceinico, cftrico, --
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iéctico, maleico, fumgrico, pamoico, cdélico, pelmitico, micico, --
canférico, glutdrico, glicdlico, ftdlico, tartdrico, ldurico, es-
tedrico, salicilico, 3-fenilsalicilico, 5-fenilsalicilico, 3-metil-
glutdrico, ortosulfobenzoico, ciclohexanosulfdmico, ciclopentanopro
pidnico, 1,2-ciclohexanodicarboxilico, A4-ciclohexenocarboxilico, oc
tadecenilsuceinico, octenilsuccinico, metanosulfénico, bencenosul-
fénico, helidntico, de Reinecke, dimetilditiocarbdmico, sérbico, -
monocloroacético, undecilénico, U'-hidroxiazobenceno-k-sulfénico,
octadecilsulfirico; picrico, benzoico, cinndmico, y dcidos semejan-
tes.

La lincomicina D puede utilizarse en laboratorios de hos-

pital para aislar Klebsiella pneumoniae de las torundas de algoddn

o exudados orgdnicos de pacientes en los cuales estdn presentes can
tidades mezcladas de ciertos obros microorganismos, tales como Ba-

cillus subtilis y Staphylococcus aureus. Estos dltimos organismos

son relativamente susceptibles a la lincomicina D, mientras que la
K. pneumoniae es relativamente resistenté, ¥ cuando una concentracidn
apropiada de lincomicina D se encuentra presente en el medio, de-
sarrollard K. penumoniae, mientras que no lo hardn B. subtilis o S.
aureus. Bl nuevo compuesto también puede usarse para inhibir los
gérmenes grampositivos formadores de esporos que se difunden sobre
placas de agar cuando se aislan mohos, levaduras, actinomicetos y -
organismos gramnegativos. Puede ser usado, por ejemplo, en el ais-
lamiento de microorganismos en muestras de sqelo como tembién en el

aiglamiento de organismos gramnegativos, por ejemplo, Pseudomonss,
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Proteus y Escherichia c¢oli de infecciones mixtas en presencia de -

Estafilococos o Estreptococos.

Los ejemplos siguientes son ilustrativos del proceso y -
productos de la presente invencidn pero no deben interpretarse como
los unicos. Todos los porcentajes se expresan en peso y todas las
proporciones de mezcla de solventes en volumen salvo que se indique
de otra manera.

Ejemplo 1 Lincomicina D

A. TFermentacidn

Un cultivo de suelo de Streptomyces lincolnensis var. --

lincolnensis, NRRL 2936, se usdé para inocular una serie de frascos

Erlemmeyer de‘500 ml conteniendo cada uno 100 ml de medio estéril de

presiembra constitufdo por los siguientes ingredientes:
Yeastolac* 10 gnm
Glucosa Monohidrateda 10 gm
N-Z Aming B¥*¥* 5 gm
Agua corriente c.s.p. 1 litro
¥Yeastolac es un hidrolizado proteico de células de le-
vadura,
¥¥N-2 Amina B es un digerido enzimdtico de caseina
Sheffield.
El medio de presiembra después de la esterilizacidn tenia
un pH 7,3. La presiembra se cultivé durante 2 dfas a 28° C en un -
agitador rotativo Gump operando a 250 rpm con un desplazamiento osci

latorio de 2-1/2 pulgedas.
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El indculo de presiembra (600 ml), descrito anteriormente,
se usé para inocular un tanque de siembra de 400 litros conteniendo

250 litros del siguiente medio de siembra estéril:

Glucosa Monohidratada 10 gm
Levadura 10 gm
Productos de destilacidn

solubles > em
Cloruro de sodio L gm

Agua corriente c.s.p. 1 litro

Ajustar pH é 7-7.2 con una solucién al 50% de hidrdxido de
sodio, luego agregar un gramo/litro de CaCO3 y 2 ml/litro de aceite
de manteca de cerdo. Esterilizar durante 30 minutos a 121o C.

El indculo de siembra se desarrolld durante 48 horas a una
temperatura de 28° C, con una proporcién de aireacidn de 100 litros
standard /minuto, y agitando a razén de 280 rpm.

Un indculo de 5% de la siembra descrita anteriormente --
(12.5 litros) se usé para inocular un tanque de fermentacidn de 4oo

litros conteniendo 250 litros del siguiente medio de fermentacidén -

estéril;
Glucosa monohidratada 15 gm
Almidén 40 gm
Melazas 20 gnm

Iicor de Peptona Wilson No. 159% 10 gnm

Licor de Macerado de Maiz 20 gm
Carbonato de calcio 8 en
Aceite de manteca de cerdo 5 ml
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Ucon** 2 ml
Agua corriente c.s.p. 1 litro
¥E1 Licor de Peptona Wilson No. 159 es una prepara-
¢idn de hidrolizado enzimdtico de proteinss de

origen animal.

*¥Un polialquileno glicol sintético producido por
Union Carbide Chemical Co., N.Y. 17, N.Y.

Antes de la esterilizacidn, el pH se ajustd a 7.2 con una
golucidn al 50% de hidréxido de sodio.

Se agregaron dos gramos/litro de MTL dentro de la fermen-
tacidn anterior alas B horas. (En fermentaciones similares, se agre-
garon niveles de MTL ten altos como de 8 gramos/litro para producir
lincomicina D.)

El cultivo se desarrolld durante G0 horas a una tempera-
tura de 28° C, proporcidn de aireacidn de 200 litros standard por -
minuto, y agitando a razén de 280 rpm. Todo el caldo de prereco-
leccidn tenia una valoracidn contra S. lutea de 204 meg/mg.

La valoracidn contra Sarcina lutea se conduce sobre agar
amortiguado a pH 6-8 con solucidn amortiéuadora fostato pH 7.0 --
(0.1 M). Un volumen unitario (0.08 ml) de solucidn conteniendo el
material a ser valorado se coloca en un disco de ensayo de 12.7 mm
que es entonces colocado en una placa de agar sembrada con el micro-
organismo de ensayo.

B. Recuperacidn

Se filtrd todo el caldo (35 litros) de una fermentacidn
de lincomicina D al pH de recoleccidn usando 4% de tierra de dia-

tomecas como coadyuvante de filtracidn. El filtrado se mezcld -~
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durante 30 minutos con 5% de carbdn activado y luego se £iltrd --
usando 5% de tierra de diatomeas como un coadyuvante de filtracidn.
El conglomerado de carbdén se lavé sucesivemente con agua y acetona
acuosa al 20%, luego se eluyé una vez con acetona acuosa al T0%, ¥y
dos veces cén acetona acuosa al 90%. Los tres elufdos de acetona -
(uno de T0% y dos de 90%) se mezclaron, se concentraron hasta 1i-
quido acuoso y se secaron por congeiacidn para dar 121.7 g de pre-
paracién No. 1 que contenia lincomicina y lincomicina D. El con-
glomerado de carbén que queds después de las extracciones con ace-
tona se suspendid con n-butanol, acetona, y agua (3:3:2) y se fil-
tré. El liquido madre se concentrd hasta un liquido acuoso y se -
secé por congelacidén para dar 9 gramos de preparacidn No. 2 que -~
contenia lincomicina y lincomicina D. Partes de preparaciones 1 y
2, 112 y 6 gramos, respectivamente, se mezclaron y disolvieron en
40O ml de agua. El pH de la solucidn se ajustd hasta 10 por el --
agregado de 1l ml de hidréxido de sodio acuoso 5 N. Esta solucidn
se extrajo entonces con 500 ml de Skellysolve B (hexanos isdmeros),
y se descartd el extracto. La solucién acuosa remanente (425 ml)
fue entonces extrafda 4 veces con porciones de 250 ml de cloruro de
metileno. Los extractos de cloruro de metileno mezclados (950 ml)
se concentraron hasta sequedad para dar 4.5 gm de preparacidén A que
contenia solamente lincomicina. Ia solucién acuosa usada se extra-
Jjo cinco veces con porciones de 250 ml de alcohol n-butilico., Los
extractos de butanol mezclados se lavaron con agua y luego se con-

centraron hasta una solucidn acuosa y se secaron por congelacidn.
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Esta preparacidn entonces se disolvié en una solucidén conteniendo
20 ml de metanol absoluto y 29 ml de cloruro de hidrdégeno metand-
lico 1 N, Esta solucidén se mezcld con 500 ml de éter etilico y el
precipitado que se formdé se aisld por filtracidn y se disolvid en
agua. La solucidén acuosa se secd pér congelacidén hasta un residuo,
preparacidén B, que contenfs lincomicina y lincomicina D.

C. Distribucidn en Contracorriente

La preparacidén B se disolvié en 100 ml de la fase infe-
rior de un sistema de solventescompuesto por volimenes iguales de
alcohol n-butilico y agua., Ia solucidén se mezcld con un volumen
igual de la fase superior del sistema anteriormente mencionado, ¥y
se transfirié a un aparato de distribucidn en contracorriente Craig
(10 m1 por‘fase), todo de vidrio. Después de 930 transferencias se
analizd la distribucidén por determinacién de sélidos y cromatogra-
fi{a en capa delgada. El andlisis por éfomat§grafia en capa delgada
demostrd que lgs tubos 104-170 contentan princiﬁalmente lincomicina
D. El .contenido de estos tubos se mezcld y se concentrd al vacio,
(aproximadamente 80 ml) momento en que precipité el clorhidrato de
lincomicina D cristalino (200 mg). El1 filtrado se concentrd luego
a un volumen de 50 ml y el.clorhidrato de lincomicina D cristalino
adicional que precipitdé se aisld por filtracidn; rendimiento 200 mg.
Estas dos preparaciones cristalinas impuras se mezclaron (400 mg) y’
se disolvieron en 17 ml de agua. Por el agregado de 60 ml de aceto-
na a esta solucidn, precipitdé clorhidrato de lincomicina D cristali-

no de alta pureza bajo forma de cristales plumosos largos incoloros.



-

10

15

20

25

-15-

313098

Los cristales se aislaron por filtracidn y se secaron; rendimiento

170 mg.

La metil tiolincosaminida usada en Ejemplo 1 se prepard
de la manera siguiente:

Una solucidén de 4 g de lincomicina en 20 ml de hidrato de
hidrazina (98-100%) se reflujé durante 21 horas. El exceso de hi-
drato de hidrazina se destild al vacio bajo nitrdégeno, mientras se
calentaba sobre un bano de vapor, para dejar una masa pastosa de --
cristales. 1a masa se enfrid, se agregd acetonitrilo, y la mezcls
se revolvid hasta que la pasta se dispersd y se suspendieron los --
cristales. Los cristales se recolectaron, se lavaron con acetoni-
trilo y con éter. E1l rendimiento de metil tiolincosaminida crista-
lina blanca dequés de secar al vacfo a temperatura ambiente fue --
2.1 g (84%). ILa recristalizacidn fue llevada a cabo disolviendo la
substancia en dimetilformeamida caliente y agregando un volumen igual
de etilen glicol dimetil éter.

CARACTERIZACION DE CLORHIDRATO DE LINCOMICINA D

Espectro de Absorcidn U.V.: E1 clorhidrato de lincomicina

D no presenta ninguna absorcidn mgxims en la zona de --
220-400 .
Titulacidén: ILa titulacidén potenciométrica muestra la pre-
sencia de un grupc bdsico titulable con un pK'a de T.6.
Solubilidad: EL clorhidrato de lincomicina D es soluble
en agua, alcanoles inferiores, por ejemplo, metanol, -

etanol, y semejantes. Es relativamente insoluble en -
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alcanonas inferiores, por ejemplo, acetona, metil etil
cetona, isopropil n-butil cetona, y semejantes; ésteres
alquilicos inferiores de dcidos alcanoicos inferioreé,
por ejemplo, acetato de etilo, acetato de n-butilo, ace-
5 tato de amilo, y semejantes; alcanos inferiores clorados,
por ejemplo, cloruro de metileno, cloroformo, dicloruro

de etileno y semejantes; é€ter, y benceno.

Peso Molecular: Hallado 450 + 20 (por titulacidn potencio-
x métrica). ‘

10 Cromatograma en Papel: El trazado cromatogrdfico en papel

de clorhidrato de lincomicina D en los siguientes siste-
mas de solventes es como se muestra en FIGURA 1 del dibujo:
T 1-butanol, agua (84:16), 16 horas.

II  1l-butanol, agua (84:16) mds 0.25% dcido p-tolueno-
sulfénico, 16 horas.

15
III 1l-butenol, dcido acético, agua (2:1:1), 16 horas.
IV  Piperidina 2% (v/v) en n-butanol, agua (84:16), 16
horas.
V  1l-butanol, agua (%:96), S horas.
VI  1l-butenol, agua (4:96) md€s 0.25% dcido p-tolueno-
sulfdnico, 5 horas.
20
Aspecto Cristalino: Agujas blancas.
Rotacidn Especifica: [a]%? = + 149° (e, 0.923, agua).
P Anglisis Elemental: Calculado parg Cl7H32N206S.H01.H20
C, 45.73; H, 7.90; N, 6.28; 8, T7.18; C1, T.9h;
0, 25.08.
25 ) 5
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Hallado: C, 45,62; H, 7.78; N, 6.23; S, 7.31; C1, 7.82;
0, 25.24k (por diferencia).

Espectro de Absorcidn Infrarrojo: El espectro de absor-

=1 o : -
cién infrarrojo en cim ~, de clorhidrato de lincomicina
5 D en mezcla con aceite mineral, como se representa en

el dibujo de FIGURA II es como sigue:

3570 (D) 1308 (D) 1005 (D)
’ 34718 (D) 1277 (D) 990 (M-D)
3305 (D) 1240 (D) 980 (M-D)
10 3220 (D) 1201 (D) 875 (M)
3050 (D) 1155 (M-D) 8ok (M-D)
1687 (F) 1108 (M) 755 (D)
1668 (F) 1090 (M-D) 720 (D)
1596 (F) 1067 (D) 700 (D)
15 1350 (D) 1050 (M)

Las intensidades de banda en el espectro infrarrojo an-
terior se indican con las letras "F", "M", y "D" respectivamente, y
son aproximadas en términos del fondo del espectro en la vecindad -
de las bandas. Una banda "F" es del mismo orden de intensidad que
20 la banda mds fuerte en el espectro; las bandes "M" estdn entre 1/3
vy 2/3 de la intensidad de la banda mgs fuerte, y las bandas "D" es-

tdn por debajo de 1/3 de la intensidad de la banda mgs fuerte.

w
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Ia presente patente de invencién, comprende las si-
guientes reivindicaciones:
1.~ Procedimiento para la preparacién de lincomicina

D, que consiste en cultivar Streptomyces lincolmensis var. Lincol-

nensis en un medio nutritivo acuoso conteniendo metil tiolincosa-
minida en una cantidad efectiva que oscila entre wds de impurezas
casuales hasta 8 gm/litro de medio nutritivo acuoso; bajo condicio-
nes aerdbicas hasta que una actividad substancial sea impartida
a dicho medio por produccidn de lincomicina D.
2,~ Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién
1 que consiste en aislar la lincomicina D asf producids.
3.~ Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién
1 en donde el medio nutritivo acuoso contiene metil tiolincosamini-
da en una cantidad efectiva que oscila entre mids de impurezas casua
les de 0.25 gw/litro hasta 8 gm/litro del medio nutritivo acuoso.
4.~ Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién
1 en donde el cultivo sé efectla a una’temperatura de aproximada-
mente 182 C hasta aproximadaumente 3750 durante un perfodo de unos
2 a 10 dfas. |
5.= Procedimiento que consiste en cultivar Strepto-

myces lincolnensis var. lincolnensis en un medio nutritivo acuoso

que contiene metilgiolincosaminida, en una cantidad efectiva que
oscila entre mds de impurezas casuales de 0.25 gm/litro haste

8 gm/litro de un medio nutritivo acuoso; una fuente de carbohidra-
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to asimilable y de nitrégeno asimilable bajo condiciones aeté

bicas hasta que una actividad substancial sea impartida a

dicho medio por la produccién de lincomicina D.

6.- Procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacién 5; que consiste en aislar la lincowmicina D asi{ produci-
da.

7.— Procedimiento que consiste en cultivar

Streptomyces lincolnensis var. lincolnensis en un medio nutri

tivo acuoso al que se agregan 2 gm/litro de metil tiolincosa-
minida; bajo condiciones aerdbicas hasta que una actividad
substancial sea impartida a dicho medio por la produccidn de

lincomicina D.
8- Procedimiento que consiste en cultivar

Streptomyces lincolnensis var. lincolnensis en un medio nutri-

tivo acuoso al que se agregan 2 gm/litro de metil tiolincosa-
minida, una fuenie de carbohidrato asimilable y de nitrdgeno
asimilable bajo condiciones aerébicas hasta que una actividad
substancial sea inmfiartida a dicho medio por la produccién de
lincomicina D.

9.f Procédimiento de acuerdo con la reivindica-
cién é, que consiste en aislar lincomicina D asi producida.

10.~ Procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacibén 8 que consiste en aislar la lincomicina D asi producida.

11,= Procedimiento para la preparacién de linco-

micina D.
Segin se describe y reifrindicalen la presente
memoria descriptiva, la cual consta de| diecimpeve hojas folia-

dibujos adjuntos.
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