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Esta invencidn se refiere a una nueva composicion de la -

-2 -

materia y a un proeeso para la produccién de la misme. Mis particu
larmente, esta invencidn se refiere a un nuevo compuesto, N-demetil-
N-etil-lincomicina C, llamado tembién lincomicina S (U~25,468) y a -
un proceso para la produccién de la misma.

La lincomlicina S es un compuesto orgénico que se produce ~
cultivando una actinomiceta productora de lincomicina en un medio nu

tritivo acuoso en presencie de etionina agregads en condiciones - -«

"merdbicas. La lincomicine S tiene la siguiente formila estructural:
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en donde R y R* son etilo y R" es n-propilo.
La lincomicina S es un compuesto vasico que tiene la propie
ded de actuar adversamente sobre el desarrollo de bacterias Gram-po=

sitivas y Grem-negativas ; por ejemplo, Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis, Streptococcus faecalis, Streptococcus hemolyticus, Escheri

chia coli, Xlebsiella penumoniae y Salmonella schottmuelleri. Por lo

tanto la lincomicina S puede ser usada sola o0 en combinacion con otros
agentes antibidticos para prevenir el desarrollo o reducir el numero -

»»
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de bacterieg,en diversos smbientes, como se reveld mas arriba. Por

ejemplo, puede ser usado como desinfectante en diversos equipos den

tales y médicos contaminados con Stephylococcus aureus. Es tanbién

4 3 3 3
util en soluciones de lavados pare usos sanitarios, como el lavado

de manos y la limpieza de equipos, pisos, muebles de cuartos o labo

ratorios contaminados; es tembién util como preservativo industrial,

por ejemplo, como enjuague bacteriostatico pare rope lavade y para =

impregnacién de papel y telas; y es util para detener el crecimiento

de organismos sensibles en ensayos en placas y otros medlios microbio

légicos.

Seg&n esta invencidn la actinomicets usada para la produc

cidén de lincomicina S es Streptomyces lincolnensis var. lincolnensis.

Esta es una actinomiceta bien conocida que esté en depésito en la -

coleceidn permanente del Northern Utilization and Research Divisicnm,

Agriculturel Research Service, U.S. Department of Agriculture, - -

Peoris, Illinois, U.S.A. EL nimero de registro en esta coleccidn es

NRRL 2936.

Ia lincomicina S estsa relacionads por su estructura a los

antibioticos lincomicina, lincomicina B (U-21,699) y lincamicina C

(U-11,921). En relacion a la Formula I, las estructuras son como -

sigue:

R R*
Lincomicina CH,8 CH3
Lincomicina B CH3 CI-[3
Lincomicina C CH3 02H5

Lincomicina S 02H5 02H5

Rtt

O3l

(12H5

G5ty
R (
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La lincomicina S, no obstante su relacion a la lincomicina, lincomi-
cina B y lincomicina C, es un antibiftico claramente diferente pose
yendo propledades antibacterisnas inesperades. ILa lincomicina, lin-
comicing B y Lincomicina C tienen actividad antibacteriana frente a.
orgenismos Gram-positivos, mientras que la lincomicina S es activa =
no sélo frente a organismos Gram-positivos sino que también frente &
orgenismos Gram-negativos. La siguiente Teble I muestra la compara-
citn de lincomicina ¥y lincomicina S frente a miercorganismos Grem=-po

sitivos y Grem-negativos comunes.

TABLA T
CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA
BN MCG./ML.

ORGANISMOS DE PRUEBA LINCOMICINA LINCOMICINA S
S. sureus 0.8 0.k
Streptococcus hemolyticus 0.k 0.
Streptococcus faecalis 0.4 0.h
E. Coli > 200 50
XK. pneumonise 50 12.5
S. schottmuelleri > 200 50

Se ha encontrado shora que el agregar etionina a la fermen-

tacion usendo el microorganismo Streptomyces lincolnensis var. lincol-

nensis, no solo se produce lincomicina C y algo de lincomieina y lin-
comicina B, sino que tawbién se produce lincomicine S. Hasta nuestro
fescubrimiento, los procedimientos acostumbrados y ususles para ais-

lar la lincomicina, lincomicina B y lincomicina ¢ del caldo de cultivo
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que contlene a los mismos, han destrufdo o impedido aislar y reco-
nocer la lincomicine S. En el proceso de dichos caldos, fuercn ais
lados la lincomicina, lincomicina B y lincomicina C y se descartaron
los residuos. Asi, g pesar de formarse lincomicina 8 en forma con-
comitente a la lincomicina, lincomicine B y lincomicina C, ella no -
fue conocida, reconocida o recuperada en una forma utilizeble y reco
nocible anterior a esta invencidn. Por el procedimiento de esta in~ -
vencion somos capaces shora de aislar, separar y recuperar lincomici
na S libre de lincomicina, lincomicina B, lincomicina C y semejantes.
Aunque la lincomicine S puede ser producida por fermenta-
¢ibn, como se descridid en Ejemplo 1 de Patente E.U.A. 3,086,912, -
cuando se agrege etionina, la produccién de lincomicina S en esta -
fermentacion no es suficiente para una recuperacién eficaz. Un me-
dio preferido para la produccién de lincomicina S es un medio sinté-
co de fermentacion, como se muestra en Ejemplo 1, al cual se agrega
etionina. En este mwedlo la fuente del cerbono es la glucosa monohi-
drateds y la fuente del nitrégeno es el nitrato de amonio. Trazas =
de meteles teles como zine, hierro y magnesio son agregedas el medio.
Aunque el actual medio preferido produce la mayor cantided recupera-
ble de lincomicina S5, se reconoce que pueden llevarse a cabo varia-
clones en 'el"medio en une forma bien conoeida perae expertos en el -
oficlo, pudiéndose usar otras fuentes de carbono y nitrc')geno. Tales
otras fuentes de carbono pueden ser amicar moreno, sacarose, glice-
rina, almiddn, almiddn de mafz, galactosa, dextrina, melazas y simi-

lares. Otras fuentes de nitrdgeno pueden ser el licor macerado de -

s’
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maiz ; levadura, levadura de cerveza autolizada sin gblidos, harina

de soja, harina de semillas de algodén, harina de mafz 3 sélidos de

la leche, digerido pancrestico de caseins, destilados solubles, ha-
rina de pescado, licor de peptona animal, residuos de carne y hueso
y similares.

La produccion de lincomicina 8 puede efectusrse a cual--
quier temperatura util pare el desarrollo satisfactorio de microor-
ganismos, por ejemplo, entre unos 18° ¥y ko ¢ ¥ preferentemente en-
tre unos 250 y 30° C. Ordinariamente la produccién 6ptime. del com-
puegto es obtenida entre 2 a 10 dfes aproximadamente. Normalmente
el medio permanece bastante cercano del punto neutro, o en el lado
bésico durante la fermentacidn. EL pH final depende, en parte, de
los amortiguadores presentes, si hay alguno, y en parte del pH ini-
cial del medio de cultivo el cual es ajustado ventajosamente a pH |
6-8 sproximademente antes de su esterilizacidn.

Cuando el crecimiento se lleva s cebo en vasljas grandes
¥y tanques, es preferible usar el microorganismo pera inoculacidn en
la forma vegetativa, en vez de la forma esporulada, para evitar un
retardo pronunciado en la produccién del nuevo compueste y la ine-
ficaz utilizacion concomitente de equipo. En efecto, es deseable
producir un indculo vegetativo en un caldo de cultivo mutritivo, -
inoculando el caldo de cultivo con una alfcucta de cultivo de suelo
0 agar inclinado. Cuando un indeulo joven vegetativamente activo
he sido asi logrado, es transferido asép’cicemente e grandes vasijas

o tanques. El medio en que es producido el”indeulo vegetativo puede
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ser el mismo o diferente del utilizado para la produccion del muevo
compuesto, siempre y cuando see obtenido un buen crecimiento del mi-
croorganismo.

En une fermentacion de preferencia para lincomicina S, se
agregen aproximademente 500 mg. /litro de etionina a la fermentacic'm
al final de 72 horas. Cualquier cantidad mayor o menor, digamos de
unos 0.5 mg./ml a unos % mg./ml, que sea eficaz para le produccidn
de lincomicina S, puede ser usada. ILa fermentacion es entonces co-
sechada a los 6 dfas. Puede usarse ya sea DL-etionina o L-etionins,
pero la adicion de L-etionina resulta mas efectiva en la produccién
de lincamicina 8. Cualquiera que see la etionina usada, puede pre--
sentarse un cierto grado de toxicidad al desarrollo del microorganis
mo que puede reduclir la produccién final de lincomicina S en la fer-
mentacion. La toxicidad puede llevarse al minimo alimentando la fer
mentacin con etionina cusndo ya tiene unes 48 a 72 horas. La alimen
tacion puede ser hechs en forma cont{nua, semicont{nua o de otro mo-
do, siempre que la concentracidn de etionins en la fermentacién no -
afecte el crecimiento del microorganisme hasta el punto donde la pro-
duceion de incomicina se resienta.

Pueden emplearse une varledad de procedimientos en el aisla
miento y purifica.cién de lincomicine 8, por ejemplo, extraceion por -
solventes, distribueion 1{quido-1iquido en un aperato de Craig, el uso
de adsorbentes y eristalizacion de solventes. En un procedimiento de
preferencia, el fermentado total de la fermentacion de lincomicina S

es filtrado usando un ccadyuvante de filtra.cién, por ejemplo, tierrs
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de diatomess, seg&n se requiers. El filtrado es entonces ajustado

& un pH alecelino de aproximadamente 10.0 y extraido con un solvente
no misecible en apgus. Se prefiere el eloruro de metileno. EL solven
te de extraccidn es concentrado hasta sequedad pars producir una pre
paracidn sea impurs, cameniendo Lincomicing, lincomicing B, lincomicina C y lin
comicina S. La lincomicina 8 puede ser separada de las otras linco
micinas por columna cromatogréfica usando un sistema de solventes en
los cuales la lincomicina S es soluble para eluir lincomicina S de ~
la columna. En un método preferido la preparacic'm impura contenien-
do lincomicina S y otras lincomicinas es pasada scbre una columna cro
ma.togréfica de silica gel. La columna es elufda con un sistema sol-
vente consistente de metil etil cetona:ascetona:agua en la proporcic')n
de 100:30:5. La lincomicina S es elufda primero de dichs columna. -
Asi, la columna puede ser elufda y las fracciones recogidas y anali-
zadas por cromatOgrafia en cape delgada para detectar la presencia de
lincomicina S. Ia croms.tografia en capa delgada es conducida sobre
planchas de Silica gel G (E. Merck A.G. Darmstadt) de 0.12 a 0.5 mm.
de espesor usando metil etil cetona:acetona:ague (140:40:22 v/v) como
solvente de elucidn. Las fracciones conteniendo s6lo lincomicina §
pueden ser mezcladas pera su posterior proceso. Las fracciones que
contienen lincomicine S y otras lincomicinas pueden ser mezcladas y
pesadas & través de la columna por segunda vez. Cuando las fraceio-
nes contienen lincomicina § y otras lincomicinas, es ventajoso "enri
quecer" esas fracciones en su contenido en lincomicins § exponiéndo-

le a la distribucién en contra corriente en un aparato de Craig usando
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un sistema solvente que consiste en volumenes iguales de l~-butanol

y agua. Esas fracciones enriguecidas de la distribucion en contra
corriente pueden pasarse entonces & través de una columna cromsto-
grafica como se indico anteriormente.

Alternativamente, preparaciones impuras de lincomicina S
que contienen otras lincomicinas, pueden ser expuestas a distribu-
cidn en contra corriente ern un aparato de Cralg, como se indic6 en-
teriormente, antes del primer pasaje sobre la columna cromatogréfi-
ca. BEste procedimiento es empleado ventejosemente cuando la prepa-
racion impura de lincomicina S contiene uns centidad relativamente
elevada de otras lincomicinas.

Aunque la cromatograf{a preferida para aislar la lincomi-
cina S de otros materiales conteniendo lincomicina 5 y otras linco-
micinas, es la cromatografia a través de silica gel, esta en el am-
bito de esta invencién el de que otros procedimientos cromatogréfi-
cos pueden usarse, como particién cromatogréfica ¥y adsorcidn croma-
tografica.

LE cristalizacién, lo mismo que la recristalizacion del =~
clorhidrato de lincomicina S se consigue disolviendo una préparacién
de antibidtico consistente de clorhidrato de lincomieina S en agus,
agregando un solvente miscible en agua, por ejemplo, acetona, meta-
nol, etanol, o 2-propancl y entonces enfriar para inducir o comple-
tar la cristalizacién. Los cristales son filtrados y lavados con -
solvente acuoso ¥y sl se desea, con solvente anhidro y luego secados

al vacio.
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EL nuevo compuesto de este invencidn puede ser tembién re-
cuperado del fermentado filtrado por adsorcién"en resinas de inter~--
cembio catidnico. Pueden ser usadas embas el tipo acido earboxflico
y el tipo deido sulfonico. [Resines de acido carboxilico epropiadas
incluyen resines de acido poliacr{lico obtenides por le copolimerizs
cion de acido acrflico y divinilbenceno segin el procedimiento expues
to en la pagina 87 de Xunin, Ion Exchange Resins, 2nd Edition, (1958)
John Wiley and Sons, Inc. Resinas de intercambio catidnico de dcido
carbox{lico de este tipo son comercializades con la marce de fabrica
Amberlite IRC-50 y Zeokarb 226. Resinas de écido sulfdnico a.p'ropie.-
das, inecluyen resinas sulfonadas de poliestireno nuclear unides en -
cadena cruzade con divinilbenceno que son obtenidas por el procedi--
miento expuesto en pégina 84 de Xunin, supra. Este tipo de resinas
de intercambio catidnico sulfonados son comercislizadas con las marcas
de fabrica Dowex-50, Auberlite IR-120, Nalcite HCR, Chempro C-20, =
Permutit Q y Zeokarb 225.]

El entibiotico es elufdo de la resina con wn a'.c:ldo, venta=
Josamente a un pH inferior que el PKe  de la resina de intercembio
catidnico usada. Resultados satisfactorios son obtenidos con un pH
de alrededor de 1 & 6. EL elufdo es ajustado a pE 7.5 a 8.5 con una
base, por ejemplo, hidroxido de sodio, o con una resina de intercam=-
blo anidnico fuertemente basica. Los elufdos pueden ser purificados

luego por columna croma.togra'.fica y procedimientos de distribucion en

 contracorriente como se expresé anteriormente. [Resinas de intercambio

‘antdnico adecuades pera este propdsito son diteriides cloymetilando ssgin el proce-
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dimiento dado en paginas 88 y 97 de Kunin, supra, si se desea, po-
liestireno unido en cadena cruzads con divinilbenceno preparado por
el procedimiento dado en pagina 84 de Kunin, supre y cuaternando -
con trimetilamine o dimetiletanolamina por el procedimienté dado -
en pégina 97 de Kunin, supra. Resinas de intercambio anidnico de
este tipo se comercializan bajo las marcas de febrica Dowex-2, - -
Dowex-20, Amberlite IRA-400, Duolite A-102 y Permutit S-l.)
Variedad de sales por adicion de dcido pueden cbtenerse
de ls lincomicine S al neutralizar la base libre con el acido apro~-
piedo por debajo de elrededor de pH 7.0 y ventajosemente de pH 2 a
pH 6, aproximadamente. Acldos apropisdos para este propésito inelu
yen el clorh:fdrico, sulfﬁrico, fosférico, acético, succinico, c{trg_
¢o, lactico, maléico, fumérico, pamdico, célico, palmitico, micico,
camforioe, glutarico, glicdlico, ft;;.lico, tartarico, laurico, este~
érico, salicflico, 3-fen11.salic:{lico, 5-fenilsalicflico, 3-metil-
glutérico, ortosulfobenzoico, eiclohexanosulfamico, ciclopentano-
propionico, 1,2-ciclohexanodicarbox{lico, li-ciclchexenocarbox{lico, !
octadecenilsuccinico, octenilsucefnico , metanosulfénico, benceno-
sulfonico, heliantico, de Reinecke, dimetilditiocarbamico, sdrbico,
monocloroacetico B undecilénico, 1&'-hidroxie.zobenceno-h-sulfénico,
octadecilsufurico, picrico, benzdico, cinndmico y acidos similares.
Las sales de lincomicina S pueden usarse para loe mismos
propositos bioldglcos que la base libre o pueden ser empleados para
meJo;'ar el antibidtico por traspasos sucesivos del entibidtico de la

forme protonatada & no protonatada y vice versa, especialmente con i
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otros tipos de tratamiento interviniendo por ejemplo, extracciocnes
con solvente y lavados, crome.tograf{a Y extracciones fraccionadas
liquido-l:iquido. Por ejemplo, el antibidtico se puede transformar
en une sel insoluble, tal como el picrato que puede someterse a -
procedimientos de purificacion ¥y entonces regenerar el antibiotico
como base libre por tratamiento con alcali. O el antibidtico puede
ser transformado en una sal hidrosoluble como clorhidrato o sulfato
¥y la solucion acuosa de la sal extraerle con varios solventes no -
miscibles en ague antes de regenerar el antibidtico como base libre
por tratemiento con &lcali de la solucidn acide asi extrafda.

La lincomicina S puede ser usada para controlar el S.aureus
en utensilios de cocina lavados y apiledos. Puede ser usado tanbién
como desinfectante en diversos equipos dentsles y médicos contemina-
dos con 8. gureus. La lincomicina S es activa contra el Bacillus
gubtilis y puede ser usade para el tratemiento de prevencic'm o ami-
norar infecciones en criaderos de gusenos de sede causadas por este
microorganismo. Puede usarse también para aminorar o prevenir el -
olor ocasionado por este microorganismo en pescado y cestos para -~
pescado.

Los ejemplos siguientes son ilustrativos del proceso y -
los productos de la presente invencién, pero no deben considerarse
como 1{mite. Todos los porcentajes son en peso y todas las mezclas

de solventes son en volumen a no ser que se indigque lo contrario.

EJEMPLO 1- LINCOMICINA §
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FERMENTACION
Un cultivo de suelo de Streptomyces lincolnensis var. lin-
colnenzis, NRRL 2936, es utilizado para inocular una serie de matra-
ces Erlenmeyer de 500 ml que contienen cade uno 100 ml de medio de -

siembre conteniendo los ingredientes slgulentes:

Yeastolac ¥ 10¢g
Glucoca monohidratada 10 g
N-Z-Amina B %% 5 g
Ague corriente c.s.p. L litro

% Yeastolac es un hidrolizado de protefna de células de levadura.
*% N-Z-Amine B es Digerido Enzimatico de Caseina Sheffield.

EL pH del medio de siembra posterior a la esterilizacion,
eg de pH alrededor de 7.3. lLa siembra es cultivada durante 2 dias
6 28° Cen un agltador rotatorio Gump que trebejs a 250 rpm con una
oscilacion de 2-1/2 pulgadas.

Se agrega un indculo de 5% de la siembra descrita anterior-
mente (5 ml) a cada uno de los matraces Erlenmeyer de 500 ml de una

(23

serie conteniendo cada uno 100 ml del medio fermentativo sigiiente.

Glucosa monchidratada 30 g/litro
Citrato de sodio 3 g/litro
ZnS0y - TH,0 0.001 g/litro
FeS0, - TH,0 0.001 g/litro
MgS0, 1 g/litro
K HPO, 2.5  g/litro
NaCl 0.5  g/litro
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N}Iul\l()3 2.0 g/litro

Agua deionizada c.5.p. 1 litro
La glucosa monohidratada y el citrato de sodio se esterilizan por -
separado de las sales. la zona de pH del medio de fermentacion pos
terior a su esterilizacidn es de 7.3 & 7.8, Los matraces de fermen
tacion inoculados son colocados en una gitador rotatorio Gump que -
opera & 250 rpm con una oscilacion de 2.5 pulgadas. El agltador -
esta en una incubadora mantenide a la temperatura de 28° c. Después
de un tiempo de fermentacion de 72 horas, se agrega asépticamente -
500 mg/litro de Dl-etionina a los matraces de fermentacion. Los ma
traces de fermentacion son cosechados a los 6 dfas.

De una menera similar, se pueden efectuar fermentaciones -
con L-etionina sustituyendo a la DL-etionina.

RECUPERACION

EL fermentado entero de una fermentacion de lincomicina S
como se describid anteriormente es filtrado al PH de cosecha usando
un coadyuvante de filtracién, por ejemplo, tierrs de diatomea, segﬁn
se requiera. El residuo miceliano es lavado con ague y el residuo
sOlido es entonces descartado. El filtrado del fermentado y el agua

de lavado se mezclan y se ajusta 2 un pH de 10.0 con solucion de hi-

'dréxido de sodio al 50% y se extrae entonces tres veces con un cuar-

to de su volumen por vez de cloruro de metileno. Los extractos de -
cloruro de metileno se combinan y se concentran hasta obtener un -~

aceite.
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PURIFICACION CROMATOGRAFICA

Una preparacién olevsa conteniendo lincomicing S, seg&n se
expuso enteriormente, es disuelta en cloruro de hidrégeno metandlico
& un pH de aproximademente 2.0. Al agregar esta solucion a'éter, se
forma un precipitado. Este precipitado, formado por lincomicina, lin
comicina B, lincomicina C y lincomicina 8, es aislado por filtracidn.
Esta preparacidn es entonces agregada a una columna cromatografica -
de silica gel ~qv.e es prepereda como sigue:

Se vierte silica gel (Merck-Darmstadt No. 773k, 0.05-

0.20 mm) por una columne de vidrio (6.5 cent{metros DI)

y se permite asentar a presion atmosférica. La prepa-

racién conteniendo lincomicina S, descrite anteriormen

te, se disuelve en metanol ebsoluto. Esta solucidn se

mezcla con silica gel pars formar una suspensién ¥y la

mezcla se seca al vacio por unas 20 horas.  EL mate-

rial es agregado en le cima de la columna de silica

gel. Se agrega entonces silica gel sobre este lecho y

la'columna es elufda con un sistema solvente compuesto

de metil etil cetona:acetonatagua (100:30:5).
Las fracciones conteniendo solamente lincomlcina S son elufdas de la
columna antes que las otras lincomicinas. La presencis de lincomi-
cina S es determinads por cromatograf{a en capa delgada, segun lo
expuesto anteriomente. BEstas fracclones conteniendo unicamente -
lincomicina S son recogidas y concentradas e sequedad. El residuo

es disuelto en cloruro de hidrdgeno metanblico 1 N & un pH de 2.0
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aproximadeamente. Esta solucién es concentrada de vuelta & sequedad.
El residuo es disuelto en metanol ebsoluto y esta solucidn es mezcla
da con éter. Mientras la mezcla se va concentrendo lentemente en un
evaporador rotatorio, cristeliza un material incoloro identificado -
como lincomicina 8 por croma:bograf:fa en capa delgada. Bstos crista-
les son separados por £iltracion y secados. .Lincomicina 5 crige-

talina adicionel es recuperada del filtrado de la cristalizecion an-
terior por concentracion del filtrado a sequedad. EL residuo es di-
suelto en metanol ebsoluto y esta solucidn es mezclad con éter etf-
lico. Se revuelve lg mezcla durente eproximedamente & horas. Los -
cristales de lincomicina S que se forman se separan por filt;'acj:én Y

5€ secen.

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL CLORHTDRATO DE LINCOMICINA S '

El clorhidrato de lincomicina S cristalino tiene las si-
guientes propiedades fisicas y quimicas:
Andlisis calculado para: Cpolagh,OgS-HCL.E0: €, 19.125 K, B.k7;
0, 22.95; N, 5.74; S, 6.5T; €1, 7.27.
Peso molecular: 488.5 (celculado).
Rotacion dptica: [cx]is = + 144,5° (c, 0.38, ague)

Bspectro infrarrojo: El clorhidrato de lincomieina S presenta picos

en las siguientes longltudes de onda expresa~
das en on L’cusndo se practica en un disco de

KBr:
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3350 (F) 1456 (M) 993 (M)
3060 (M) 1392 (M) 977 (M)
2960 (F) 1320 (M) 900 (D)
2920 (F) 16k (M) 87 (D)
2865 (M) 1210 (D) 801 (M)
2720 (D) 1143 (M) 750 (D)
1680 (F) 1095 (F) 707 (D)
1562 (F) 1077 (¥) 675 (M)
1545 (M) 1048 (F)

El clorhidraetc de lincomicine S presenta

plcos en las siguientes longitudes de ~
-1

onde expresadas en cm ~ cuando se prac-

tlca en una suspensién de petrolato:

3310 (F) 1545 (M) 1095 (F)
3060 (M) 1460 (F) (aceite) 1077 (F)
2950 (F) (aceite) 1378 (F) (aceite) 1049 (F)
2920 (;) (aceite) 1365 (M) 991 (M)
2860 (F) (aceite) 1338 (M) 977 (M)
2850 (F) (aceite) 1300 (M) 900 (D)
2720 (M) 1262 (M) 867 (M)
1683 (¥) 1210 (M) 801 (M)
1567 (M) ke (M) 713 (M)

675 (M)

Lag intensidades de banda en los espectros

infrarrojo anteriores son indicadas como
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“p", "M" y "D" respectivamente, y son -
aproximados en base al fondo del espectro
en la vecindad de las bandas. Una banda
"F" es del mismo orden de intensidad que ]
la bands mas intensa del espectro; las -~
bandas "M" son entre 1/3 y 2/3 de la inten
sidad de la bande mas intensa y las bandas
"D" son menos de 1/3 de la inteﬁsidad de la
benda mas intensa.

Solubilided: El clorhidrato de lincomicina S es soluble
en agua y metanol. Es oluble moderademen~
te en etanol al 95% o etanol absoluto y
relativamente insoluble en solventes como
acetona, acetato de etllo, hidrocarburos
saturados y clorados.

FROCEDIMIENTO DE VALORACION ANTIBACTERIANA

El espectro antibacterliano para la Tabla I, anteriormente visto,
fue determinado usando el procedimiento de valoraéidn de dilucidn en
tubo con el medio BHI (Brain Heart Infusion Broth, Difco, Detroit,
Michigan). Los tubos de valoracion (18 x 150 mm) fueron preparados en
la fomma acostumbrada como se halla publicado en Snell, E.E. Vitemin
Methods, Vol I, Academic Press, Inc., New York 150, pag. 327. ILos

organismos de ensayo desarrollados durante 18 horas a 37° ¢ , fueron

* usados para inocular el medio de eﬁaayo. Las valoraciones fueron -

lefdas a las 20 horas.
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La presente patente de invencidn, comprende las

siguientes reivindicaciones:

5 1.~ Procedimiento para la produccidn de lincomici-

na 3, que tlene la siguiente f£érmula estructural:

80H3

H0-C31
10 O3 7

cong CH

3 2/ sopu,
15

CH
ceracterizado porque consiste en el cultivo de un microorga
nismo productor de lincomicina en un medio nulritivo acuoso
en presencia de etionina agregada en una cantidad eficaz, en
condiciones aerdbicas hasta que una actividad sustancial sea
20 impartide a dicho medio por la produccién de lincomicina S y
el aislamiento de la lincomicina S asi producido, prdctica -
mente libre de otras lincomicinas.
2.~ Procedimiento pars la produccidn de lincomicina

3, caracterizado porque consiste en el cultivo de Streptomyces

25 lincolnensis var, lincolnensis en un medio nutritivo acuoso en

presencia de etionina agregada en un2 cantidad eficaz bajo con-
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diciones zerdbicas hasta que una aotividéd'sustanoial sesq
impartida a dicho medio por la produceidn de lincomicina S
y eislamiento de la lincomicina S as{ producida, prdcticamen—
te 1ibre de otres lincomicinas.,
3.~ Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciédn
2, para el alslemiento de lincomiecina S en su forma esencial-
mente pura y practicamente libre de otras lincomicinas, carac-—
terizado porgque consiste en: (a) pasaje de un preparacidn con-
teniendo lincomicine 8 y otras lincomicinas por una columna
cromatogrdfica; (b) elucidn de la columna cromatogrdfica con
un sisteme solvente pars lincomicina S y (c¢) aislamiento de
la lincomicina S en su forma esencialmente pura y préectica -
mente libre de otras lincomicinas de los elufdos de la columna.
4.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 3, carac -
terizado porgque es usada una columna cromatogrdfica de silica

gel.
5.- Procedimiento segin la reivindicacidn 3, carsc -

terizado porgque el solvente de elucidn consiste de metil etil
cetona: acetona: agua en 14 proporeidn 100:30:5,
6.~ Procedimiento para la preparacidén de lincomici-

na S,
Segun se descrihe y reivindica en la .presente

memoria, la cual conste de freinté hojas foliadas y escritas
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