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" fermentacidn en el cual se produce el antibidtico de cier~

~<>3.6n obtenidos en le escisién hidrollt:.ca de la %ilosima y

_tos del antibiético hasta un grado sorprendente cuando se

. afiaden a1l medio de fermentaclén. El mescanismo por el cual

'sine, De hecho, las mayores cantidades obtenidas de tilosi-

nerse por escisién hidrolitica de la tilosina se encuentra

" 8a y micinosa. La O-micaminosil-'-tilono]_.ida y la desmicosina

Este invento se refiers a un procedimientc mejorado -
pare la produceién de tilosina. Més particularmente, este
invento se refiere a un procedimiento para obtener mayores

rendimientos de tilosina mediante la adicién al medio de

tos agentes quimicos que estimulen la produccién del enti-
bidtico deseado.

Hemos descubz.erto que elertos -productos de degrada-

antlbléticos afines 1n33peradama nte aumsntan los rendimien-

tales sustancias adicionales' tienen’ eficacia para aumsntar
el re:ndimiem!ib‘ de tilosim' no S8 conoce actualmente ¥ no
se avanzaré aqui ningunn teoria con el propdsito de expli~
car los resul‘bados ob't;enidos. Se ba hallado, no obstante,
que estos rendimient 0os mayores aparentemente son el resul‘bg._
do de una ‘verdadérs estimulacién de 1a produccién de tilosid

ne y no de la.mere conversién del material afiadido en tilo~ )

na con frecuencie son hasta diez veces mayores que las que
resultarisn meramente de la conversidén estequiométrica del
producto de degradacién afndido en el entibidtico.

Entre los productos de degradacidén que pueden obte-

la desmicosina, O-micaminosil-tilonolida, a la qua nos re-

feriremos de z2qui en adelante como OMT, micarssa, micamino-

son sustancias antibacterianas . eficaces por si mismas, La

micinesa, micerosa y micaminosa son azfcares, siendo el nom.
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- brado en Wltimo iugar wn aminoazicar bdsico. -
Todeslos mroductos de degradacién de la tilosina mend’
cionados, cuando se afiaden al medlo de fermentaclén, esti~

“mulen la produccidn de tilosina en cierto grado, pero la desg-
micogina y 'OMT son 1os estimulantes especialmente preferi-
dos. Los productos de degradacién pueden afiadirse en forma
purificada o, si se desea, pusden emplearse preparaciones
crudas con resultados satisfactorios. El hidrolizade crudo

de #ilosina pusde'prepararaa calentando una solucidn acuosa
de tilosina, o una sel de adi¢idn con dcido de lo misma, .
aproximadamente é. pH 2, lavendo la mezcla de reaccidn con
un disolvente orgénico inmis‘cible como cloroforrﬁo y eimilaw-
res y éom en;&rando e sequedad la fame acuosa lavada.

Los cgrrespondientes productos de degradacién. obtew-
nidos a partlr de la dihidro“amloslm, que generalmente se
producse sinml‘béneamente con la tilosina en la ferman‘tac:.én
de ésta, también son eficaces como estimulantes de la pro-

duccién de tilosima. Estos comprenden la dihidrodesmicosina

¥y le dihidro-OMT asi como los azlcares antericarmente mencio.
‘hadoss ‘

Ta concentracidén de producto de degradacidén empleada
en el medio de fermentacién para sumentar el rendimiento de
tilosina puede variar entre unos 25 y unos 1500 .mog/ml. A
niveles hasta 500 mog/wl eproximedamente, el aumento de la
pi'opwciéxi de aditivo.se refleja en rendimientos de 'l;ilosi-
na proporcionalmente myoreé. A concentraciones |mfa.y.ores de
unos 500 meg/nl, sin eumbargo, el aumento de la cantidad de
tilosina obtenida no eg'proporqiqnal g la cantidaé. de aditi

vo empleado y, de hecho, a niveles myy altos la cantidad de

tilosina producida es msnor que la obtenida cuando se etie
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_plean las concentraciomss Sptimas de aditivo. No obstante, -

na produe:.da es mayor que -la obtenida cuando no se emplez
ningin aditivo, Al parecer, la proauocién bptima de t:.lo.::.-‘
na ocurrs cuando se emplean concentraciones del aditivo conl
rendidas entre unos 100 y unos - 200 mog/ml. :;r, par lo tanto,
estas concentracionss son las preferides en la puesta en pr
tica de lz invengién. ‘ |

El momsnto 8n el.cual se incorpora el aditivo al me
dio de fermentacidn puede variar dentro de amplios limites.
‘ Asi, en genersal, l'osmendi'mien‘tos de 'tj.losina obtenidos cuen

do el roducto de degradacidén se afiade al prihcipio de la

$os resultantes cuando. la adicién se lleva a cabo a las 20-
24 horas después de 'iniciarse le fermanbael6n. ‘Sin embargo,
los rendimentos néximos obtenidos de tilosira disminuyen _
cuando el aditivo se agrega 48 horas desp_ues de la inocula~
' cién y las adiciones po.steriores producen unz estimulacién
progrosivamente menar. ' ' y

2 7 Ia estimulacién de la produccidén de tilosima se po-
ne de manifiesto par priméra vez después de que la_fermentan
cién se ha estado produciendo durante 48 haras aproximada-
mante y se hace ﬁés pronuncigda a medida que la fermntacién

prosigue. Cusndo el aditivo ss emplea & la concentracidén pre;

tos, su presencia en el medio de fermentacién puede detectar
Se durante las primeras 48 horas de fermesntacl 611 a},‘)roximada-
mente, pPero cumndo la fermentaci én ha transcurrido durante
uwnas 72 horas o més, o queda ninguna cantidad detectable.

A comcentracionss superioras & los limites 'preferidos ¥ espe

fermen'bac:.én son aproxim.adamente equivalentes a los rendimien

inecluso a estes altas concentreciones la cantidad de tilosi-|

ferida de unos 100 & 200 mog/ml, 0 en un velar préximo a CES
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_cialmente a concentraciones superiores a2 unos 500 meg/ml, -
permanece algo de a,di'l;ivo"sin trensformar en ol medido de fexr
mentacién a lo lergo de todo el perfodo que dura la misma

 La estimulacién observada de la sintesis de tilosi-
na ge produce en una amplia variedad de modios de fermenta- .
cién, En general, equellos medios qua' gen mayores rendimien-| .
tos de 'bilosiné. sin estimulacidén también responden en’ mayor
grado a la presencia del aditivo estimulante del re'ndimien'bo.
Asi, seglm ol medio de »:E{ermentaéi6n empleado, se han observa
do rendimienfos myores de tilosina comprendidos entre un
0%y wn 40 % éproximadamén‘be superibrea_ a los valores de
control no estimulado Se

Ia adn.c:.én de los productos de degradacién parece’

tener la misma e:L’:Lcacia para awmentar la produccidén de t:.lo-
.8ina tanto al 1a fermentacidn se lleva a cabo en matraces
egitados por sacudidas 0 en equipos wovistos de azitadores.
Ademés, las cadtidades relativas de las especies de tilosina
.prod.uéidas dwants la fermentacién no parecen estar muy in-
fluenciadas por la adicién de cualquiera’de los aditivos.-
ﬁizsi,' por ‘ejemplo, la relacién de-tilosim a dihidrotilosina
producivda en una :ferin;entacién Y précticamente cdnstante ya
se realice la fermentacién por el procedimento empleado has+
ta ahora, ya se emplee el procedimiento mejorado del present!
invento u'b:.liza.ndo un estimilante de la produccién.

' I.a buesta en préctice del presexnte invento no re-
quiere pré.ct:.camente ninguns desv1aci6n del procedimiento de
fermentacidn usual para la moducelién de tilogina sin el be-|
neficio de los aditivos estim]antes del rendimiento. As:.,
por ejemplo, los medios empleados en todas las etapas go1

proceso de fermenta_cién pueden ser idénticos a los empleados
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_con anterioridad ‘excepto en la’ adicién del producto de degrae
dacibn al medio de produceién fiml, Les suspensibnes de eSpg
ras de los organismos productores de tilosina Strep't:omvces

fradiae NRRL 2702 o HRRL 2703 se producen en tubos inclinadoa

de agar como es costumbre en‘la téenica. A qontinuacién las
sugpensionés de esporas se emplean para‘producir un cultivo
vege tativo intermedio y el cultivo vegstativo asi obtenido sd
emplea psra inocular el medio de fermentacidén usado para la
prodt:;.ccién del entibidtico. Si efl. producto de ‘degradacién se
emplea a concentraciones inferiores & unos 500" mog/ml; 1o que
da nada de aditivo en el caldo de fermentacién_ gl finel del
periodo' de fermen‘tacién- ¥, por lo ‘can'bo: el aiglamiento y pu-
rificacidén de la tilosina s realizan siguiendo los procedi-
nientos descrf‘hos con enterioridad para ello.

Para. determinar el efecto de. un aditivo particular
gsobre 1a produocn.én de tilosina generalmente no es necesano
a:.sla_r el antibibtico cristallqo en forme pura. El ourso de
la fermentacién y el efecto del-aditivo. sobr'e los redimien-
tos de tilosina pueden determinarse fdoilhmente por.extraccid
en':' eloroformo del caldo de fermsntacibn, ajustado a pH 5. La .
cantidad de tilosina .pre sen'be en el extracto pv.ede determinar-
se espectrofotométricamente m:r.d:.endo la absorbancia del ex=
tracto en cloroformo a 283 milimicras y comparando,los valo-
res con los obtenidos con solucionss patrén. qu resultados
asi obtenidos presentan excelente conc orda.nci;. con los .obte-
nidos mediante el aislémiento efectivo del antibitico.

| La puesta en pré.ct:.ca de le invencidén queda mejor
1lustra.da en las ;reparacz.ones y eaemplos que se dan a cone~

tinuacl 6n.
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Preparacién de OUT o

A. Preperacidn de OMT cruda, Uma solucidn acuosa de

tilogina, en forma de base lilre o de sal de adicién con dci-
do, se ajuéta 2 pH 2 afindiendo un dcido mineral. La solucidn
deida resultante se celicnta en un btafio de vaper Guraato una.Ja
100 horas, se enfria y se lava con ¢loroformo para climinar
los materiales coloreades. Ia fass acuosa se concentra a Se=
quadad pera dar una preparacibén de OMT crude que contiens
aproxq.mdamente dél 25 al 304 ~en peso de QGIT.

B. Preparaclon de OMT purificado, Se siguc el proce-
dlmiento descrito en el pérrafo A hasta la etapa de lavado

con cloroformo. Se ajusta la i‘ase acuosa a pH 5 mediante adi4

‘

cidén de 'una solucién acuosa de uns base ¥y se lava de nuevo"
con cloi'oformé'. para separar la desmicosina qus se‘ encuentre
rresente, El pH de la fase acuosa se ajusta do nuevo a8°9 me-
dlanta adicién de una base ¥ la solucién bdsica se extrae
con clorofomo.! La cepa de claroformo, que contiene :_La OMT,
se evapara a sequedad & vacio. Se purifica mis la OMT por
cromatografia de una solucidén de ld misma en cloroformo £o=-
We columa de alymina, . | ' '
EJIMPLO 1

Se prepé.ra en la forma usual une suspensidén de aspo-

ras de Streptomyces fradime NRRL 2702 a partir de un cultivo

del organismo mantenido em tubos inclinados de agar con semid
1la de lime a 49C. Se emplea wna pofci6n de 5 ml de la Sus-
ponsién de esporé.s para ino_cular ‘800 ml de un medio vegétati‘--
vo -c,ontenido en un erlenmeyer de 2 1itros. EL medio vezata~
%ivo contiene 1,5 % de "cerelese", 0,5 % de sélidos de infu-
sién de maiz, 0,5 % de levadura: ¥ 0,3 % de carbonato cdleico

en agua destilada. El medio vegetativo inoeculade se inmcula a

-
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- 280¢ durante 48 hox"a:a'lpara propgreionar un medio de siembra.

Este» Ultimo se- emplea para inocular un medio de produccidn
constitufdo por 1,75 % de-harina de pescedo, 2,0 % de mela~
zas de remolacha, 3,0 % de aceite de soja crudo; 0,2 # de

" carbonato -célcic'o, 0',03r % de fosfato diaménico ¥y 0,1 % de

" sloruro sédico en ague. EL mdio Se dibtribuye en un cierto
m’zmro de matraces de boca ancha de 500 ml, que reciben ca-
da uno 100 ml del medio ¥ cada ma't;raz se inoccule con 5 ml de

" medio de s:.embra descr:.to més a.rr:..ba. Los matraces inocula-
dos se colocan en mesas agitadoras g:_.ratorlas que funci 1onan
a 250 rpm y se deja que la fermentacién tenga lugar.._a. 28%
durante 138 haras, -

Una serie paralela de ma%raees conteniendo el mismo '
medio de pro%ucci én ¢ inoculados de la mismae forma ee incu~
ban en 1aa msmas condlciones con coneentraciones vanables
de OMT aﬁadlda en el momen‘to de e "inoculscién. El efecto
de la concenbracién de OMT solre el rendimiento de tilosina

puede verse en’ la Tabla I.

‘ Y7 N
“Goncentracién de OMT, mog/ml . Iilosina producida,mcgém_;_
' o - 4000 '
50 | | 4665
100 , ' " 5340
. 200 - - 5810. .
300 o 6025
500 - 5985
750 o 61008
1000 o 58102
1500 E 55802

(a) Despuds de 6 dfas de fermentacidn todavia se encuentra
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prosente en estos caldos un exceso de OMT. J

En el siguiente experimento se determira lo velocidad
de sintesis de la tilosina en presercia y aus'enci:-. de'.()'ﬁT y'
el efecto de l1a vaeriacién del tiempo de adicibén de OMT solre
la cantidad total de tilosina producidas. .

Se preparan en la foxma descrita en el Ejemplo 1 unos
mtraces para agitacién por sacudidas que contienencl xedio
de produceién inoculado, Se lleven 2 cabo dos series de forw
mentaéiones, conteniendo la primsra solsmente el medio de Pra
duccibn inoculado y la segunda el madio de produccidn inocu-—
lado el que se han afiadido 500 neg/ml de OMT. A menos que se
indique j.o‘ contrario, la OMT seo‘sfade inmediatomente despuds
de la inoculaéidn. Los mtraces se cosechan a intervelos de
1 dia durante 6: dias para.'seguir .el progreso de 1a'fermenta-
cién. Los rendimientos de tilosina éstén indicados en la Tam
bla II. - '

TABLA IT
el Ml ey
) Hoz;as' ’ _ ' meg/ml . neg/ml
! T 50
48 . 530 | 655 -
72 . 1500 - : 2155
9% 2515 3750
120 3345 - N 4680
" o435 . 5800
oo 4325 57002
144 o 4305, - 48750
14 4325 ' 4650°
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~(a) OMT efindida 24 horas despuéds de la ir.zoculacién.’ . T
(b) OUT afiadida’ 48 horas después de la inocculaciéns
(e) oMT '&ﬁadida: 72 horas’después de la ‘inoculacibn,
' EIEMPLO 3 |
" Ia cépacids.d de la OMT para estimular la produceidn
de tilosﬁ.x;?. en m;dios de composicién va":e:-i%xble se demostrd de
la forme siguiente: - |
Se sigue el VprOcedimient'q genéré.l descrito en ol Ejein-
blo 1 pero variaindé; la eompesiqién del medio de produccidn.
- R Medio I es el mismo empleado en 'el Ejempio;“l.
El Medio II contiene 2 % de melazas de remolacha, 2 %
de extracto de levadura, 0,5 % de caldo de infusién de maiz
¥y 3 % de acei;ce de soja crudo en agua. A

El Medio ITI tiene le signiente composiciln:

Posfeto dipotdsico hidr égeno ‘. 2,34
Cioruro sédico . 2 &/
Sulfhto magnésico . ‘ 5 2/1
Citrato £érrico aménico 1 g/l
- 'Sulfato de-cinc heptahidrato 0,01 %
¥ Carbomato céleico - 3%
Glicima - ' 7 %
I~Alaning 2 %
I~Valina 1 %
Betaina = E ’ . 5 %
Dextrose . - ' . 3,5 %
Oleato de metilo = ‘ ' 2,5 %

El pHE del Medib III se ajusta & 7,5 eproximedamente antes de
la esterilizacién en autoclave. !
El efecto de la OMT a diversas concensraciones sobre

los rendimientos de tilosina en cada uno de los medios de

PO TN .. TN
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- fermentacidén descritos enteriormenie estd dimiicado eon la -
Tabla III.
“TABIA III .
Medio I Medio IT A Medio ITT

Rendimien Aumento Rendimien Aumanuo Rendimien ﬂumnnto
OMT afia to de 'bl- sobrae el to de ti— sclrecl bo de bis cotreel

dido T losina® asombral Tasienn Ao } = Maieed r-cr""“o't
meg/ml  meg/ml % B O o 7 neg/ml T
0 4360 - 3395 -~ 1870 -
50 . 5580 28 3745 9 1895 —
100 - 5745 30 3830 13 2125 14
200 6030 36 . 3770 9 2095 12

(a) Corregido teniendo en cuenta la conversidn de OMT en Hie

logsina.

N

| ETEMPTO 4
La estimulacién del rendimiento de tilosina por oiros
produé'bos de degradecibn de la migma se demuestra por un pro-
cedimiento similar al descrito en el Ejemplo 1. EL efecto de
la adicidén del producto de degradacién indicado sobre el ren-

diniento de tilosina se encuentra en la Tabla IV.

g | TABLA IV
Producto de degrada Cantidad afindida Rendimiento_dc ti-
cién afiadido . meg/ml losina®
Ninguno . - - 5990
our | o500 6525
Desmicosina - ' 56 - 6630
Micinosa . - : 2000 . 6365

(a) Corregido teniendo on. cuenta la conversién de ONT en tilo|
sina.

(b) Afiadido 48 horas después de la inoculacién.
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Ia capacidad de la OMT parz estimnler la produccidn

“ernan

de tilosina en equipo.coniagitadores se dexuestra en A0S TIn

2 =k,

uss de reapcidn ds 15 litros, de acero inoxidable, PHrovisios

!
3
i
i

.

I 2

£

o~

¢ agitadores. EL equipo se esteriliza a 120°C durente 30 mi|
nutos antes de proceder a su Cargie Se éﬁﬁlea vna fermenia-
cidn en treé'etapasﬂ Se emplea un-mgdio_de siexbrs vegsltativo
incubado con la.misma eomposiciép aue el empleado en el Ejem~
plo 1 para inocular un'medio acuoso, en su etapa de agitecidn
Do golpeteo, coﬁs%itdidO»porrel 0,5 % de levadurz, 0,5 % de
‘harine de vescado, 1 % de caldo de infusién de malz, 0,5 % de
aceite de soja crude ¥y 0,3 % de carbonato céleico. 4 su vesz,
este medioc en gfapa de golpeteo se emplea para inocular el
medio de fe?méﬁtacidn final empleedo en el Ejempio 1. 81 efsc
to sobre el rendimiento de tilosina al cabo de un periodo de

fermentacién de 136 horas a 28%C estd indicedo en la Tabla V.

$

= | DABIA Y |

OMT afisdide, meg/al ' Rendimiento de tilosina
' - - » meg/ml
- Nada : . - ‘ 3670
50 . 4310
100 | ‘ 3930
1002 C 4635

(a) OMT afiedida 22 horas después de la inoéulaciénr
EJEIPIO 6
1l efecto de la Aihidro-OHT spbré los rendicientos de
tilosina se¢ determina por un. procedimiento anélogé ol descriw-
to en el Bjemplo 1. No seAdetecta cantidad alsuna do QLnidnoe

- d

0T en el caldo de fermenitacidn al final de 12 aispa. Bl efse

I

%0 sobre los readimientos de. $ilosine estd indicado en e To-
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~bla Ve

Concentracidn de dihidro-OMT
‘meg/ul
0
25
100
150
200

recaerd sobre las sigulentes:

TABLA VI

Tiloging produnidn

meo/al
4960

w5100

5450

En resumen, -la Patente de Invencidn que se soliciiz
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1, Un.vrooedlmiunto pars amrentar el rondinlento Go

o

T s e S am 2
12 $ilogina nroducida por fermgntacidn Asl MLETE-0TIRRIIN0

AR o e aas} @ £ rm—

x.h

' Jirentonvess fradiae NRRL 2702 o HRRE 2703 <o un medilo AwirE

Sivo, caracverdizado por eladir al medio Ge formeniaciba cn-
! > » - R e
|4re unos 50 y unos 1500 meg/nl Qe un higrolizado ds tilozing,

A . o

desnicosina, O;micaminosil- tilonolida, dln_droaesm:co'in s
dihi cwo—0~m1c in0911-tllonoli&u, micarosa, micinosa o mlce~
winosa ‘

2, Un procedimisnito sezin la Reivindicacidg T oonmace |
| terizado por aﬁédir al medio de fermentacidén un hidroelizalo
de tilosina crudo p”eoaraao calentando una solueidn acuoss
de tilosina & pH 2, luv“ndo la mezcla resulbante con un aisoi

oo

vente orwénico inmiseible y concentrando la fase acuoss & 8¢~

f
| : :

. ' 1
t g - .

| 3e Un p“ocedlmlen»o segﬁn la Reivindicacion 1 carsc—

|terlzado por aﬁadlr 2l medio de fermentacidn entre woq <00 ¥

unos 500 meg/ml ‘de desmicosina. - '

4+ Un procedimiento segin la Reivindicaeidn 1 curzo- i

erizado por afiadir al medio de fermentacidn eatre utos 090 ¥

Y

E
i
i
i

<k .

wnos 500 meg/ul de O-micaminosil-tilonoiidae

5« Un procedimiento segln cualquisra de¢ la RelivinGie
caclones 1 a 4 ceracterizado porgue la adicidn al medio dw
Termentacidn tiene lugar dentro de 1las 24 horws aproxias 2deagnt

te despuds de la iniclacidn de la fermentacidu.

6. Be éeivindica por Ultimo como objeto sobre sl u
ha de recaer la patente de invencidn que se solicita: "U¥ 200
CEDIMIENTO PARA AUMENTAR EL RENDIMIENTO DE Li TILCSTN. B2l
CIDA POR FERMEWTACION".

[P S
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