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Esta, invencion se refiere a un nuevo proceso para inhibir la for-
macion de pirrolidinas N-alquiladas y pirrolidinas sustitufdas, -
por microorganismos durante una fermentacidn ¥ a nuevos compuestos
producidos en el mismo. Mas particularmente, esta invencidn se -
refiere a un nuevo proceso en donde un inhibidor metabolico, se-=
leccionado de la clase compuesta por sulfonamidas hidrosolubles -
que poseen propiedades antibacterianas, y reactivos carbonile que
inhiben las acido glutémico~decarboxilasas s 8¢ agrega a una fere-
mentacion microbiol6gica para inhibir la formacion de pirrolidi--
nas Ne-alguiladas y pirrolidinas sustitufdas y ¥ & nuevos compues-=
tos producidos por el mismo.

Nustrativamente, los inhibidores metabolicos due pueden
usarse en el nuevo proceso, son los ccmpuestos siguientes y sus ~
sales: sulfanilamida, sulfaguanidina, sulfatiazol, sulfadiazina,
N-sulfanilbenzamida, sulfaquinoxolina, sulfabromometazina, N'-ace
tilsulfanilamida, sulfadimetoxina, sulfamerazina, sulfametazina,
sulfapirazina, sulfapiridina, tiocarbohidrazida, semicarbazida, -
tiosemicarbazida, hidrazida del acido furdico, hidrazida del aci-
do isonicot:”.nico, e hidroxil amina.

E]l proceso de la invencidn en cuestiln puede usarse en

una fermentacién, usando el microorganismo Streptomyces lincole=--

nensis var. lincolnensis que se describe en Patente E.U.Ae - - --

3 ,086,912 como un productor del antibidtico lincomicina. Cuando
se agrega un inhibidor metabolico del proceso en cuestién, al pro

ceso descrito en Ejemplo 1 de Patente E.U.A. 3,086,912, se produce
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el antibictico lincomicina D. Lincomicina D es N-demetillincomici

na y puede representarse por la férmla estructural slguiente:

5 O3ty HO-CH
C e E— LH
IL ﬂ ot I
O o
Ciig
10 H

El proceso de la invencidn en cuestidn puede también

usarse en la fermentacion de celesticetina revelada en Ejemplo 3

de Patente E.U.A. 2,928,84k. EL producto resultante es el nuevo

compuesto N-demetilcelesticetina que puede representarse por la

15 férmula estructural siguiente:
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La N-demetilcelesticetina puede ser hidrolizada de acuerdo con el -
proceso revelado en Patente E.U.A. 2,851,463 para producir el nuevo
compuesto N-demetildesalicetina que puede representarse por la for-

mula estructural siguiente:

CH
3
CH.0-CH
3
- 1 £z NE OH
k J ﬂ 111
¥ HO Q
{ oH
H - ~CH, -CHz-?H

El nuevo proceso de esta invencidn se practica incorpo--
rendo en un medio de fermentacion una cantidad eficaz de un inhibi
dor metabélico, en proporcién que oscila desde mas de impurezas =~
ocasionales de 0.0L g/litro'hasta 8 g/litro del medio de fermenta-
cibn. EL inhibidor metabdlico puede estar presente inicialmente -
en el medio, o puede ser agregado al cultivo durante la fermenta--
citn. El agregado puede hacerse en forma cont{nua, semicontima -
o por otros medios siempre que la concentracion del inhibidor nete
bolico en el medio de fermentacion no afecte al cultivo de micro--
organismo hasta el punto en que la produccién del producto deseado
se resienta. Preferentemente, el agregado se comienza cuando la -
fermentacion tiene una antignedad de 2% a U8 horas. EL nivel toxi

3 3 . 4 > > ’ 'y 3 -.
co del inhibidor metabolico variara con el microorgenismo, equipo,
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y medio usado, pero en general en cualquier momento particular de
la fermentacion, una concentracion menor de unos 5 g/litro de me-
dio de fermentacion no es toxica. Por lo tanto, puede usarse un
programa de alimentacidn de inhibidor metabdlico por el cual el -
nivel del inhibidor metabdlico en la fermentacidn no sea nunca su
perior a 5 g/litro en cualquier momento determinado. A medida -
que se aumenta este nivel, y siempre dependiendo del equipo y me-
dio usado, se pueden observar algunas manifestaciones téxicas, -
tales como crecimiento misceliano reducido. Cuando el crecimien-
to del miscelio esta reducido apreciablemente por los agregados ~
del inhibidor metabélico, entonces, generalmwente, se observara -
una cafda notable en el rendimiento de la fermentacidn del produc
to deseado.

Cuando se agrega un inhibidor metabélico, como se deli~-
ned previamente , & une fermentacion de lincomiecine, tel como se -
revela en Patente E.U.A. 3,086,912, se produce lincomicina Dy =~
algo de lincomicina. También, por el agregado de un inhibidor me
tabolico a la fermentacion de celesticetina , como se revela ante-
riormente, se produce N-demetilcelesticetina y algo de celestice-
tina. Un método preferido para la recuperacién de lincomicina D
¥ N-demetilcelesticetina es el uso de un producto li'quido de in--
tercambio catibnico. E1 primer paso de dicho proceso consiste en
poner en conta‘cto el fermentado con un producto l:i'.quido de inter=~
cambio cationico no miscible en ague, que consiste de por lo me--

nos un diluyente organico no miscible en agua y Por 1o menos una-
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sal de un acido sulfdnico aromitico soluble en aceite, teniendo -
dicho acido 1 a 2 anillos aromiticos y por lo menos una mitad al-~
quilo, habiendo asi en total por 1o menos 15 atomos de carbono al-
qu{licos cuando el acido contiene un anillo aromatico y por lo me-
nos 8 &tomos de carbono alquilicos cuando el dcido contiene 2 ani-
1los aromaticos. El segundo paso de dicho proceso consiste en po-
ner en contacto el producto liquido de intercambio catidnico elui-
do, resultante del primer paso, con una mezcla de agua y por lo me
nos un agente de extraccion seleccionado del gTUpo constituido por
aminas, sales por adicion de acido hidrosoluble de las mismas y -
sales de amonio cuatermario hidrosolubles, a un pH menor de aproxi
madamente 7. ILa solucidn acuosa resultante entonces puede usarse
directamente como uns fuente conveniente del materisl basico nitro
genado, o el material basico nitrogenado puede ser separado de la
golucidn acuosa en forma de base libre o como uvna sal por adicion
de acido por métodos conocidos en la materia. .
Como se mencicna anteriormente, la sustancia l{quida de
intercembio cationico no miscible en agua del nuevo proceso de es-
ta, inwencién, consiste por lo menos de un diluyente orgénico no -~
miscible eﬁ agua y por lo menos de una sal de un acido sulfonico -
aromatico soluble en aceite. Un diluyente no miscible en agua es
uno que forma un sistema l{quido de dos fases en contacto con un
volumen igual de agua. Ejemplos de diluyentes organicos no misci-
bles en agua adecuados son los sleanos, por ejemplo, pentano, hexa

no, heptano, octano y semejantes, especlalmente las mezclas dispo-
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nibles en el comercio de hexanos y heptanos isémeros; cicloaleca=-
nos, por ejemplo, ciclchexano, metilciclohexano y semejantes, hi-
drocarburos arométicos, por ejemplo, benceno, tolueno, los xilenos,
los trimetilbencenos, etilbenceno, cimeno, cumeno, tetrahidronaf-
taleno y semejantes, hidrocarburos halogenados, por ejemplo, diclo
rometano, cloroformo, tetracloruro de carbono, 1,2~-dicloroetanoc,
1,1,2,2-tetracloroetano, clorobenceno, diclorobencenos y semejan-
tes; éteres, por ejemplo, éter diet{lico, éter diisopropilico ¥y -
seme jantes; ésteres, por ejemplo, acetato de etilo, acetato de bu
tilo, benzoato de metilo y semejantes; y nitro compuestos, por -
ejemplo, nitrometano, nitrobenceno y semejantes. Se prefiere es-
peciglmente diclorometano como um diluyente orgénico. Ta porcidn
catidn de le sal de acido sulfdnico soluble en aceite, puede ser
cualquiera de una grén variedad de cationes metalicos. Cationes
metalicos alcalinos, por ejemplo, sodic, potasic e iones amonio,
N cétiones de metal alcalino térreo, por ejemplo, iones de magne-
sio, caleio y bario, se prefieren, pero también son adecuados =
otros cationes metélicos, por ejemplo, iones aluminio, zinc y co
bre. ILa poreldn anibn de la sal de acido sulfonico soluble en -
aceite puede corresponder a cualquiera de una gran variedad de =~
dcidos sulfénicos aromdticos o mezelas de los mismos. Son acidos
éulfénicos preferidos aquellos obtenidos por sulfonacion de mono=
o] poiialquilbencenos o naftalenos. Tales 4cidos sulfonicos ¥ sus
sales solubles en aceite son bien conocidos para aguellos exper=--

tos en la materia y muchos son facilmente obtenibles de fuentes -
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comerciales. Son necesarios mas procedimientos para efectuar una
separacién de lincomicina y lincomicina D en una fermentacion de -
lincomicina y de celesticetina y N-demetilcelesticetina en una fer
mentacion de celesticetina. Esto puede hacerse convenientemente,
por extracciones repetidas a un pH alcalino de una solucidn conte
niendo wno de los dos pares de antibioticos. Puede utilizarse un
solvente para lincomicina y celesticetina, por ejemplo, un alcano
inferior clorado, tal como clorurc de metilemo. Estos extractos =
con solvente contienen principalmente lincomicina o celesticetina.
La solucion acuosa restante , que contiene predominantemente ya sea
lincomicina D con trazas de lincomicina o N-demetilcelesticetina -
con trazas de celesticetina, pueden exitraerse ventajosamente en -~
forma repetida con un solvente para lincomicina D y N-demetilceleg
ticetina, por ejemplo, un alcanocl inferior no miscible en agua, -~
tal como alcohol n-butilico. ILos extractos de solvente pueden so-
meterse a nuevos proce;iimientos de purificacién, por ejemplo, dis-
tribucién en contracorriente, cromatografia de particion sobre si-
lica o tierrs de diatoméas ; utilizando ventajosamente solventes -
para lincomicina D y N-demetilcelesticetina, como se revels ante--
riormente, y mezclas acuosas como agentes de elucién, crome,tografia
de adsorcion sobre adsorbentes adecuados , pbor ejemplo, Florisil -;-
(un silicato sintético del tipo descrito en Patente E.U.A. 2,393,625
vy comerciado por la Floridin Company ), alimina Yy carbén con elucidn
de la lincomicina D o Ne-demetilcelesticetina de los mismos, ventajo

semente con solventes para lincomicina D y N-~demetilcelesticetina,
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como se menciona anteriormente.

La extraccidn fraccionada liquido-liquido, se lleva a ca
bo en columnas cromatogréficas de particién 0 en un aparato para -
aistribucidn en contra corriente, usando sistemas de solvente tales
como alechol n-butilico y agua (1:1).

la cristalizacion de Lincomicina D o N-demetilcelestice-

tina, puede llevarse a cabo convenientemente, disolviendo una pre-

4
paracion de sal purificada de cada uno de los compuestos en agua

¥y agregando una alcanona inferior, por ejemplo, acetona.

. -l 0 (3
La recristalizacion se lleva a cabo disolviendo la sal

eristalina en agua, agregando un solvente miscible en agua, por

ejemplo, acetona, metanol, etanol, o 2-propanol y enfriando para
inducir o completar la cristalizacion. Ios cristales se filtran ¥y
lavan con solventes acuosos y, si se desea, por solvente anhidro y
lvego se secan al vacio.

Los muevos compuestos de la invencidn también pueden re-
cuperarse del 1fquido de fermentecidn filtredo por adsorcidn sobre
resinas de intercambio catidnico. Pueden usarse tanto el tipo de
acido carboxilico como sulfdnico. [Las resinas de acido carbox{li
co adecuadas incluyen las resines de acido poliacrilico obtenidas
por la copolimerizacidn de acido acrilico y divinilbenceno por el
procedimiento dado en pégina 87 de Kunin, Ion Exchange Resins, (Rg
sinas de Intercambio I0nico) 2da. edicidn, (1958), John Wiley and -
Sons, Inc. ILas resinas de deido carbo#ilico de intercambio catid-

3 3 » . ’ >
nico de este tipo son comercializadas bajos los nombres de fabrica
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Amberlite IRC-50 y Zeokarb 226. Ias resinas de acido sulfonico ade
cuadas incluyen resinas de poliestireno sulfonato nuclear con liga-
duras crugzadas con divinilbenceno que se obtienen por el procedimien
to dado en pagina 8! de Kunin, supra. Las resinas de intercambio -
catidnico sulfonadas de este tipo son comercializadas bajo los nom-
bres de fabrica Dowex 50, Amberlite IR-120, Nalcite HCR, Chempro -
c-20, Pbrﬁutit Q, ¥y Zeokarb 2257.

El antibiotico se eluye de la resina con un écido, venta-
josamente a un pH inferior que el pKa de la resina de intercambio -
catidnico usada. Se obtienen resultados satisfactorios con un pH -
de alrededor de 1 a 6. EL eluido se ajusta a un pH de 7.5 a 8.5, -
aproximadamente, con una base, por ejemplo, hidrdxido de sodio, o
con una resina de intercambio anidnico fuertemente basica. [Las re
sinas de intercambio anionico adecuadas para este propésito se ob--
tienen por clorometilacion por el procedimiento indicado en péginas
88 y 97 de Kunin, supra, del poliestireno con ligaduras cruzadas, -
si se desea, con divinilbenceno, preparado por el procedimiento in-
dicado en pégina 84 de Kunin, supra, y cuaternando con trimetilami-

na o dimetiletanolamina por el procedimiento dado en pégina 97 de -
Kunin, supre. Las resinas de inbercambio anionico de este tipo se
comercializan bajo los nombres de fabrica Dowex 2, Dowex 20, Amber-
lite IRA-400, Duolite A-102 y Permutit S-1]. '

7’
Los nuevos compuestos de la invencion pueden purificarse
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por sucesivas transferencias de las formas protonatadas a las for-

mas no protonatadas y vice versa, especialmente con la intervencion

de otros tipos de tratamientos, como por ejemplo, extracciones y -
lavados con solvente, cromatograf{a y extracciones fraccionadas -
liquido-liquido. De esta meners pueden emplearse sales de lincomi
cina D y N-demetilcelesticetina para aislar o mejorar el antibiéti
co respectivo., Por ejemplo, el antibiotico puede convertirse em =
una sal insoluble tal como el plcrato, que puede someterse a proce
dimientos de purificacién ¥ luego usarse para regenerar la base =~
libre de antibidtico por tratamiento con &leali. O el antibidtico
puede convertirse en una sal soluble en sgua, tal como el clorhi--
drato o sulfato, y la solucion acuosa de la sal extraerse con va--
rios solventes no miscibles en agua antes de regenerar ls base li-
bre del antibidtico por tratamiento con alcali de la solucion aci-
da asi extraida.

TLas sales de lincomicina D, N-demetileelesticetina, y -
N-demetildesalicetina pueden usarse para 1los mismos propésitos bio
légicos como la base libre. Las sales de lincomicina D y N-deme--
tileelesticetina pueden usarse para mejorar el antibidtico como se
describid anteriormente.

Ias sales de acido espec{ficas de los nuevos compuestos
de esta invencion puedeﬁ prepararse por neutralizacion de la base
libre con un acido spropiado disminuyendo hasta aproximadamente -
pH 7.0, ¥ ventajosamente hasta aproximademente pH 2 a pH 6. ILos -

4 . K3 > 03 K]
acidos adecuados para este propéslto incluyen aeido clorhidrico -
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sulfurico, fosforico, acetico, succinico, citrico, lactico, malei-
7 . ‘. 1o, L, . L L ’ Id
¢o, fumarico, pamoico, colico, palmitico, mucico, camforico, gluta
2 ‘o S L ’ . ‘. ) s dqs
rico, glicolico, ftalico, tartarico, laurico, estearico, salicili-
. g st 1l
co, 3-fenilsalicilico, 5-fenilsalicilico, 3-metilglubarico, orto--
’ ’ 7 .
sulfobenzoico, ciclchexanosulfamico, ciclopentanopropionico, 1,2-~
rd rd
ciclohexanodicarboxilico, k-ciclohexenocarboxilico, octadecenilsuc
< . 3 14 3 4 s )
cinico, octenllsucc{nlco, metanosulfonico. bencenosulfonico, heli-
, . . - o . LN ’ - /
antico, de Reinecke, dimetilditiocarbamico, sorbico, monocloroace-
. Lo t . . L . ]
tico, undecilénico, 4'-hidroxiazobenceno-4-sulfonico, oetadecilsul
-, rd . . s .
furico, picrico, benzoico, cinnamico, y semejantes.
ILa lincomicina D puede usarse en laboratorios de hospita

les para aislar Klebsiella pneumoniae de muestras o exudados orga'.-

nicos de pacientes los cuales presentan mezclas de ciertos otros -

organismos, tales como Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus.-

Los Ultimos microorganismos son relativamente susceptibles a la =
lincomicina D, mientras que K. pneumoniae es relativamente resis--
tente, y cuando en el medio existe una concentracidn apropiada de
lincomicina D, se desarrollara K. pneumoniae, mientras que no se -
desarrollara B. subtilis o _S_.' gureus. EL nuevo compuesto tambien
puede ser u'sado para ivhibir microorganismos gram-positivos forma-
dores de €Sporos que se propagan en las placas de agar cuando se -
aislan mohos, levaduras, actinomicetas y microorganismos grem-nega
tivos. Puede utilizarse, por ejemplo, para el aislamiento de micro
organismos en muestras de suelo, como tambien en el aislamiento de

los arganismos gram-negativos, por ejemplo, Pseudomonas, Proteus, =




y Bscherichia coli de infecciones mezcladas en presencia de Sta--

phylococcus o Streptococcus.

La N-demetilcelesticetina y N-demetildesalicetina pue--
den usarse para preparar B-hidroxietiltiocelestosaminida (B~HTC)-
sustituyendo ala celesticetina y desalicetina en Ejemplos 1 y 2, -~
respectivamente, de Patente E.U.A. 3,208,996. La N-demetilceles-
ticetina y N-demetildesalicetina pueden también usarse pare prepa
rar analogos antibacterianos activos de la celesticetina y desali
cetina, cuyos anélogos tienen espectros antibacterisnos dife-
rentes de la celesticetina y desalicetina. Por ejemplo, por eti-
lacidn de N-demetileelesticetina y N-demetildesalicetina, se ob-=
tienen compuestos que son activos contra bacterias gram-negativas.

Los siguientes ejemplos ilustran el proceso y productos
de la presente invencién, pero no deben interpretarse como los ﬁni
cos. Todos los porcentajes estén dados en peso y todas las propor
ciones de mezclas de solventes estan expresadas por volumen, salvo
que se indique de otra manera.

EJEMPLO 1
A. Permentacion de lincomicina D

Un cultivo de tubo inclinado de suelo de Streptomyces Lincol-

4 o
nensis var. lincolnensis, NRRL 2936, se usO para inocular una se-

rie de frascos Erlenmeyer de 500 ml, conteniendo cada uno 100 mi.
de medio de siembra estéril compuesto por los sipguientes ingredien

tes:



10

15

20

25

-1lw

Glucosa monohidratada 25 g
Farmamedia¥ 25 g
Agua corriente c.s.p. 1 litro

*Farmamedia es une harina de semillas de algodc')n tipo industrial
producida por Trader's 0il Mill Company, Port Worth, Texas.

El pH antes de la esterilizacion fue T.2. La siembra
se desarrolld durante tres dfas a 28° ¢ ;an un agitador rotatorio
Gump operando a 250 rpm con un movimiento de 2-1/2 pulgedas.

Se usd un indeulo al 5% de la siembra descrita anterior-
mente (5.0 ml) para inocular un frasco Erlenmeyer de 500 ml, con=-=
teniendo 100 ml de medio de fermentacidn estéril: compuesto por los

siguientes ingredientes:

Glucosa monchidratada 15 ¢g
Almiddn bo g
Melazas 20 g
Farmamedia 25 g
caoo3 8¢g
Agua corriente c.s.p. 1 litro

El pH después de la esterilizacion fue 6.8. Los frascos
de fermentacion se incubaron a una temperatura de 280 C en un agi~-
tador rotator.io Gump, operando a 250 rpm con un movimiento de 2-1/2
pulgadas. Después de 24 horas de fermentacién, se agregaron 5 mg
de sulfanilamida por ml de medio (0.5 g por 100 ml de medioc). El
l:i’.quido de fermentacion se recolectd después de 96 horas de tiempo

o -,
de fermentacion.
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B. Recuperaci(')n

EL fermentado total de una serie de fermentaciones de lin
comicina D, como se describe anteriormente, se £iltrd con la ayuda
de tierra de distomeas. El conglomerado del filtro se lavd con - =
agua v el lavado se mezcld con el filtrado. La mezcla de fermenta-
do 1impidos y lavados (4 litros) se ajusté a pH 6.0 y se extrajo -
una vez con 400 mL de una solucion al 9% de naftaleno sulfonato de-
sodio dinonilo (NaDNNS) y Skellysolve B (hexanos isomercs). EL fer
mentado usado se extrajo entonces una vez con 400 ml de Skellysolve
B. Los extractos de NaDNNS y Skellysolve B se mezclaron. El extrag
to mezclado se lavd con 200 ml de agua. El lavado acuoso se descar
t0 y la fase NaDNNS-Skellysolve B se mezcld con 160 ml de una solu-
c;lén el 25% de Aliquat-336 (cloruroc de tricaproilo metil amonio de
tipo industrial producido por General Mills, Chemical Division, - -
Kenkakee, Illinois) en Skellysolve B y 200 ml de agua. La mezcla -
se agité bien y luego se dej6 separar las dos fases. La fase acuo-
se se conservo para procesos posteriores. La fase orgénica ge ex=-
trajo dos veces con 200 ml de agua cada vez. BEstos extractos acuo-
sos se mezclaron con el primer extracto acuoso y esta solucion acug
sa mezclada se lavo dos veces con 200 ml de Skellysolve B cada vez.,
El lavado de Skellysolve B se descartd. La solucion acuosa mezcla-
da ese ajusté a pH 10 y se extrajo tres veces con porciocnes de - =
350 mL de cloruro de metileno cada vez. EL extracto de cloruro de
metileno se concentrd hasta sequedad para dar una preparacién que -~

por croma,tografia de papel se encontrd contenia compuestos lincomi-
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cina, pero no lincomicina D. ILa solucidn acuosa usada se extrajo -
entonces con n-butanol (cuatro poréiones de 350 ml). Los extractos
butanolicos se mezclaron y se concentraron hasta sequedad. EL resi
duo se triturd con etanol al 95% Yy se aislaron por Piltracion 140 ng
de material cristalino insoluble. BEsta preparacién por cromatogra~-
£ia en papel se encontrd contenia principalmente lincomicina D con ~
pequelias cantidades de los compuestos relacionados de lincomicina. =
La recristalizacion de esta preparacién disolviendo en % ml de agua
y agregando 25 ml de acetona, aio 50 mg de una preparacién eristali-
na compuesta de lincomicina D solamente, que tiene el signiente ana-
lisis elemental:
Mnélisis elemental calculado para:
C17H32NéO6S.HCl.HéO: ¢, 45.73; H, 7.90; N, 6.28; S, 7.18; CL, T7.94;
0, 25.08.
Hallado: C, b5.62; H, 7.78; N, 6.23; S, T.31; C1, 7.82;
0, 25.24 (por diferencia)

EJEMPLO 2

La sulfanilamida en Ejemplo 1 puede sustituirse por los si-
gﬁientes inhibidores metabdlicos para producir lincomicina D: sulfa
guanidina, sulfatiazol, sulfadiazina, N-sulfanililbenzamida, sulfa--
quinoxolina, sulfabromometazina, N'-acetilsulfanilamida, sulfadime--
toxina, sulfamerazina, sulfametazina, sulfapirazina, swlfapiridina,
tiocarbohidrazida, semicarbazida, tiosemicarbazida, hidrazids del =
deldo furdico, hidrazida del dcido isonicotinico, e hidroxilamina.

EJEMPLO 3 NeDemetilcelesticetina.
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Agregando un inhibidor metabdlico de Bjemplos 1 y 2 a la fer-
mentacibn del Ejemplo 3 de Patente B,U.A, 2.928,844 de la manera indicada
en Ejemplo 1, anterior, se produce N-demetiloelesticetina que puede recu-
perarse del caldo de fermentacidn de la manera indicada en Ejemplo 1 para
dar N~demetilcelesticenins cristalina que tiene el siguiente andlisis ele-
mentals
Andlisis calculado parat 023H34N209S: Cy 53.6435 H, 64655 N, 5.443

0, 27.963 S, 6.23.
EBJEMPLO 4 N~Demetildesalicetina

Sustituyendo la celesticetina en Ejemplo 1 de Patente E.U.A,

248514463 por N-demetibelesticetina, como se obtiene en Ejemplo 3, se ob~

tiene N~demetildesaliceting,

N 0 T A~
mnsococeoezo=e==
La presente patente de invencidn, comprende las siguientes
reivindicaciones;
1¢= Un procedimiento para inhibir la formacibén de pirrolidinas
N-alquiladas y pirrolidinas sustituidas, por microorganismos durante una
fermentaoidn, caracterizado porque consiste en incaporar en el medio de fer-
mentacién un inhibidor metabdlico seleccionado de la clase constitufda por sul-
Tonamidas hidrosolubles que poseen propiedades antibacterianas, y reactivos
carbonilo que inhiben las decarboxilasas del &cido glutédmico.
2.~ Un procedimiento segin la reivindiocacidn anterior, caracte-
rizado porque consiste en incorporar en el medio de fermentacidén un inhibi-

dor metabdlico seleccionado de la clase oconstitulda por sulfonamidas hidroe
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solubles que poseen propiedades antibacterianas y reactivos carbonilo que
inhiben las decarboxilasas del Acido glutamicos.

3o~ Un procedimiento segin las reivindicaciones anteriéres,
caracterizado porque consiste en incorporar en el medio de fermentacidn
un inhibidor metdbdlico seleccionado de la clase constituida por sulfonami-

das hidrosolubles que poseen propiedades antibacterianas y reactivos carbo-

nilo que inhiben las decarboxilasas del Acido glutédmico, en una cantidad efec-

tiva que osoila desde mis de impurezas casuales hasta 8 g/litro del medio
miritivo acuoso,

4+~ Un procedimiento segin las reivindicaciones anteriores, ca~
racterizade porque consiste en incorporar en el medio e fermentacidn un
inhibvidor metabdlico seleccionado de la clase consiituida por sulfonamidas
hidrosolubles que poseen propiedades antibacterianas, y reactivos carbonilo
que inhiben decarboxilasas del dcido glutamico, en una cantidad efectiva que
oscila desde mis de impurezas casuales hasta 8 g/litro de medio mutritivo
acuos0,

5e~ Un procedimiento seghn las reivindicaciones anteriores, ca-
racterizadas porque oonsiste en incorporar en el medio de fermentacién un
inhibidor metabdlico seleccionado de la clase constituida por sulfonamidas
hidrosolubles que poseen propiedades antibacterianas y reactivos carbonilo
éue inhiben decarboxilasas del dcido glutémico, en una cantidad efectiva
que oscila desde mis de impureszas casuales hasta 8 g/litro del medio ﬁutri—
tivo acuoso.

6e— Un procedimiento segin las reivindioaciones anteriores, ca~
racterizado porque consiste en cultivar Streptomyces lincolnensis vare lin-
colnensig bajo oondiciones aerdbicas en un medio nutritivo acuoso que con=

tiene un inhibidor metabdlico seleccionado de la clase constitulda por sulfo-
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nanidas hidrofulubles que poseen propledades antibaclerianas y reactivos car~
bonilo que inhiben las decarboxilasas del dcido glutdmico, en una cantidad
efectiva que oscila desde mds de impurezas casuales hasta 8 g/litro del me~
dio nuiritivo acuoso, hasta que una actividad sustancial sea impargida a di-
cho medio por la produceidn de lincomicina D,

Te= Un procedimiento segin la reivindicacidn n¢ 6, caracteriza~
do porque consigte en aislar la lincomicina D asi producida.

8+~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 6, caracterizado por-
que el inhibidor metabblico es sulfanilamida.

9e~= Un procedimiento segln la reivindicacidn 6, caracterizado por—
que el medio nutritivo acuoso contiene sulfanilamida en una cantidad efecti~
va que oscila de desde mis de impurezas casuales de 0,01 gflitro hasta 8 g{li
tro de medio nutritivo acuosoc.

10,~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 6, caracterizado
porque el cultivo se efectiia a una temperatura de aproximadamente 182C has-
ta aproximadamente 37°C, durante un periodo de entre unos 2 hasta unos 10
dias,

11+— Un procedimiento segin las reivindicaciones anteriores, ca-

racterizado porque consiste en cultivar Streptomyces lincolnensis var, lincol-

nensis bajo condiciones aerbbicas en un medio mutritivo acuozo al cual se
agrega 5 mg de sulfanilamida por ml de medio, despiés de 24 horas de tiempo
de fermentacidn, hasta que una actividad sustancial sea impartida a dicho me-
<
dio por la produccidén de lincomicina D,
12+~ Un procedimiento segin la reivindicacidén 11, caracterizado
porque consiste en aislar la lincomicina D asi producida,

13«~ Un procedimiento segin las reivindicaciones anteriores, oa-

racterizado porque para inhibir la formacidn de celesticetina por microorganis
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mos durante una fermentacidn que consiste en incorporar en el medio de
fermentacidn un inhibidor metabblico seleccionado de la clase constituida
por sulfonemidas hidrosolubles que poseen propiedadas antibacterianas, y
reaotivos carbonilo que inhiben las decarboxilasas de acido glutamico, en
una cantidad efectiva que oscila desde mis de impurezas casuales hasta & g/li—
tro de medio nutritivo acuoso.

14+~ Un procedimiento segin las reivindicaciones anteriores, oca-
racterizado porque'consiste en cultivas Streptomyces caelestis bajo condi-
ciones aerdbicas en un medio nutritivo acuoso que contiene un inhibidor meta-
bdlico seleccionado de la clase constituida por sulfonamidas hidrosolubles
gue poseen propiedades antibacterianas, y reactivos carbonilo que inhiben
las decarboxilasas del &cido glutémico, en una cantidad efectiva que oscila
de desde mis de impurezas casuales hasta 8 g/litro de medio nutritivo acuo—
so, hasta que una actividad sustancial sea impartida a dicho medio por la
produceion de ﬁ-@emetilcelesticetina.

154~ Un procedimientc segin la reivindicacidn 14, caracteriza-
do porque consiste en aislar la N~demetilcelesticetina asi producida.

164= Un prodé@dimiento segin las reivindicaociones anteriores,
caraoterizado porque para la produccién de N-demetildesalicetina consiste

en (1) ocultivar Streptomyces caelestis bajo condiciones aeibicas en un me-

dio nutritivo acuoso que contiene un inhibidor metabdlico seleccionado de
la clase constituida por sulfonamidas hidrosolubles que poseen propiedédes
antibacterianas,.y reactivos carbonilo que inhiben las decarboxilasas del
dcido glutimico, en una cantidad efectiva que oscila de desde mis de impure-
zas casuales hasta 8 g/litro del medio nutritivo acuoso, hasta que una ac=
tividad sustancial sea impartidé a dicho medio por la produccidén de N-deme~
tilcelesticetina, (2) aislar la N-demetilcelesticetina del medio de fermen~

tacidn, y (3) hidrolizar la N-demetilcelesticetina a N-demetildesalicetina.
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17+~ Un procedimiento segin lag reivindicaciones anteriores, carac-
terizedo porque consiste en cultivar Sireptomyces Lincolnensis var. lincolnen-
gis bajo condiciones aerbbicas en un medio nutritivo acuoso que contiene una
sulfonamida hidrosoluble que posee propiedades antibacterianas, en una canti-
dad efectiva que osoila de desde mis de impurezas casuales hasta 8 g/litro del
medio nutritivo acuomo, hasta que una actividad sustancial ses impartida a
dicho medio por la produccidén de lincomicina D,

184~ Un procedimiento segin les reivindicaciones anteriores, carac-
terizado porgue consiste en cultivar Streptomyces caelestis bajo condiciones
serdbicas en un medio hutritivo acuoso aonteniendo una snlfonamida hidrosolu~
ble que posee propiedades antibacterianas, en una cantidad efectiva que osci-
la do desde mids de impurezas oasuales hasta 8 g/litro de medio nutritivo acuo~
so, hasta que una actividad sustancial sea impartida a dicho medio por la pro~
duceidn de N-demetilcelesticetinae

19.~ Bn procedimiento segin las reivindicaciones anteriores, ca-
racterizado porque consiste en incorporar en el medio de fermentacidn una sule
fonamida hidrosoluble que posee propiedades antibacterianas, en una cantidad
efectiva que oscila desde mds de impurezas casuales hasta 8 g/litro de medio
nutritivo acuosol

20,- Un procedimiento segin las reivindicaciones anteriores, ca-
raoterizado porque consiste en incorporar en el medio de fermentaoibn una sul~
fonamida hidroioluble que posee propiedades antibacterianas,

21.~ Un procedimiento segin las reivindicaciones anteriores, ca~
racterizado porque consiste en incorporar en el medio de fermentacidén una sul-
fonamida hidroZoluble que posee propiedades antibacterianas, en una cantidad
efectiva que oscila -de desde mds de impurezas casuales hasta 8 g/litro de

medio nutritivo acuoso,
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22.~ Un procedimiento para inhibir la formacidn de pirroiidinas
N-slquiladas y pirrolidinas sustituidas, por microorganismos durante una fer-
mentacién,

Segiin se describe y reivindica en la presente memoria desoriptiva.

La cual consta de ventidos hojas foliadas y esoritas a méiguina por
una sola de sus oarase

5 OCT. 155

Madrid), a
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