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por "UN PROCEDIMIENTO MICROBIOLGOGICO PARA LA PREPARACICN
DE LA SUBSTANCIA ANTIRIOTICA TAIMICINA", 2 favor de ia
firma italions SQCIET: FAR ACEUTICI ITALIA, residente

en MILAN {Italia).

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento tiene por objeto un procedimiento para
la preparacidn de un complejo entibidtico. Mas particularmen-
te, el objeto de este invento es un procedimiento para prepa-
rar el nuevo compliejo antibidtico taimicina, el cual comprende
las substancias llamadas taimicina A, taimiecina B y taimicina
C y sus sales, que han demostrado ser particularmente utiles
en terapdutica como productos antihelminticos y antiprotozoa~
rios. Bl procedimiento para la preparacidn de dicho complejo
antibidtico consiste en el cultivo del nuevo microorganismo

Streptomyces michiganensis var, amylolyticus, llamado también

Streptomyces F,I, 2461,

Bl Streptonyees nichicanensis var. emylolyticus ha sido
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depositado en el Imstituto Micoldgico de la Comunidad
Britdnica, Ferry Lane, Kew, Surrey (Gran Bretafia), reci~
biendo las siglas I.M.I. 131670«

El nuevo microorganismo Streptomyces michiganensis

var, amylolyticus se ha aislado de una muestra terreno tomada

en Trang (Thailandia); presenta las caracteristicas morfoldgi-
cas, culturales y bioquimicas siguientes:

Propiedades morfoldgicas.

En los terrenocs de cultivos usuales; el micelio vege-
tativo consta de hifas mds o menos delgadas, de 0,5 a 0,9 mi~
cras de espesor,‘largas y abundantemente ramificadas, que for-
mas hifas més gruesas, de 1,1 a 1,4 micras de espesor, recogi-
das en racimos de ramificacién simpodial. Estas dltimas son
més bien largas, desde rectas hasta flexuosas, y forman coni-
dios dispuestos primeramente en cadenas y luego libres.

Ios conidios son ovales, de superficie lisa y tienen
el tamafioc siguiente: 1,1-1,4 x 1,2-1,3 micras.

Propiedades culturales bioquimicas:

En la tabla 1 se muestran las propiedades de cultivo
observadas en los diferentes medios cultivando el microorga-
nismo a 282C y efsctuando las observaciones al cabo de 3, 8,

15 y 20 dias de la inoculacidn, Fl mieroorganismo presenta en

esencia un desarrollo rdpido y abundante, con formacidn de un
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micelio vegetativo compacto, mds bien sélido, con’ pétina lisa
en los terrenos sintéticos y ligeramente plegada en 1los terre~
nos organicog. En los priweros, el color del micelio Vegeta-
tivo y de su envés va del amarillo pajizo &l amarillc limdn,
mientras que en los segundos es ocre y castalio claro. En
estos terrenos se produce también un pigmento soluble de

color de %€ claro, que con el envejecimiento vira & un tono
casbafio claro.

El micelio 2éreo es abundante en todos los terrenos
de cultivo, tiene aspecto mds bien pulverulento y es de color
blanco marfil con tonos de amarillo de azufre en los terrenos
sintéticos, mientras que en los orgdnicos el color pasa del
blanco yeso al blanco marfil con tonos a vaces de beige cluro
y a veces de amarillo de azufre atenuado.

Las caracteristicas bioquimicas del microorganismo
en examen son las sigulentes:
gelatina: hidrdlisis total y rdpida
nitratos: se reducen a nitritos
almiddn: hidrdlisis discrete
leche: coagulacidén y peptinizacién
melamina: produccidn ligera
produccidn de H,S: modesta.

El microorganismo utiliza: l-arabinosa, glucosa,
d-xilosa, d-fructosa, maltosa, d-manitol y meso-inositol;

no utiliza: gacarosa, ramnosa ni rafinosa.
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El microorganismo no se desarrolla a 50¢C y no pro-

En cultivo ligquido sumergido y agitado,

esta ragza produce el complejo antibviotico taimicina.

Tabla 1 « Caracter

{sticas de cultivo de la raza F.I., 2461

i
MICELIO AEREO |

MEDIO DESARROLLO MICELIO VEGETA~ | PIGMENTCS
TIVO SOIUBLES
i
Agar abundante, abundante; de !de amarillo paji { color de
Bennet (1) | en patina crema merfil zo a amarillo 11! ¥ elaro
lisa a beige claro, , mén hasta castafio :
- con tonalida- | claro, con envés
des de amerillo idéntico
de azufre; rasq
Agar abundante abundante; de escaso
Czapeck ! blanco & mar-~ |} ineoloro = | ee——eeee
(1) f£il; raso
Agar-as- | abundante; abundante; de amarillo pa~-
paragine-{ en pdtina raso; de blan | jizo @ amarillo | ———=w=---
glucosa lise co marfil a limén, también
(1) amarillo de en el envés
azufre pdlido
Agar- abundante' abundante; de amarillo pa- | ———w=m—--
gliceri- | en pdtina rasoj de color | jizg a amarillo
na-gliecl 1 lisa marfil con to | limdén, a veces
na nalidades beige,| con tonos casta-
a vaces de co- | flos; enves idén~
lor vinoso rosgj tico
do pdlido
Agar de abundante; abundante; rasok color castafio, color cas—
Emerson en pdtina de blanco yeso { también en el tafio claro

méds o menos
relevada

a blanco beige

enves
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iabundantes

Agar- ,abunawnte- ras0; de smerilio 1i :
almiddn len pdtina ;color amsrillo mén & amarillo | ——
y sales !lisa .de agufr de azufre ; cnvos !
(2) ! | 'idcntlco
' ! {
; : ; T
Lgar- ’abunaante,|abundante; rasoj lde amarillo pa- ico]or de
patata en patina ! blanco con tohé jizo a amarillo | ¢
(1) |1isa lidad beige ocre hasta casta E :
fio claro; envés
idéntico ;
g
Agar-avena] abundznte;ide blanco mar- !de amarillo pa- N e
C{3)|en pdtina !fil a marillo jizg o amarillo -
lisa de azufre; Timdn hasta cag i
abundantv, raso |taflg claro; ;
. envéz idéntico
Agar- abundsnte; | de blanco = ama |de amarillo pajizo;~m——-—--
glicerina-{en pétino |rillo de azufre |2 amarillo limon; |
agparaginal lisa claro; sbundante| envés idéntico §
1 raso i
!
hgar-ex gbundante;! de blanco yeso castafio mis o me~ polor
tracto de jen pdtina ja beige claro nog oscuro; en-— Fastaﬁo
levadura- {mds o me- | con tonalidades | vés idéntico \
glucosa (1) nos rele-j de amerillo de !
~vada azufre; abundan g
! te, razo i
{ i
] ) i
Agrnr-pep | abundunte;| de blanco yeso | castaiie, rastafio
tong-al- | en pitine |a beige hasta con enves |
middn (1) | lisa amariilo de idéntico ;
azufre; nbun- i
dante, raso 5
Agar- abundante- 2windante; ra de emarillo pa ;color de
peptona- en pdtina | so, de colcr jizo a castano ‘te
(1) lisa blanco yeso claro, con envés |
: idéntico ‘
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(1) weksmen S.&.: The Actinomycetes, vol. II, The William
and Wirlkins Co., 19€1, p. 328-324.

(2) pridhem T.%., inderson P., Foley C., Lindenfelser L,4.,
Haogseltine C.K. y Benedict R.B.: Antiblotics Annual,
1956-1957, p. 947-953. .

(3) Baldacei E., Glolitti &., Kister E., y Scotti T. : Journal
de Microbiclogy 9, p. 39 (1961)- '

(4) A 200 g de patatas hervidas y filtradas por una gasa
se ahaden 20 g de glucoss y 20 g de agors luego se -
ajusta él volumen de 1 litro y se esteriliza a 12000

por 20 minutos.

Identificacidn de la raza

Los caracteres que presenta el microorganismo en
examen y gue se han descrito precedentmente permiten referirlo
al género 3treptomyces Waksmen et Henrici (Bergey's Y¥enual
of Determinative Bacteriology, 78 2iicidn, 1957, péz. T44-T45).
la raza pertenece o 1a seé c¢idb "Rectus flexibilis", serie
"plive-buff" de Prilham y col. (Appl. Microbiol. §, 1958,
pig. 52), o 1a serie "virgatus" de Baldacel (Giornaie ai
¥Microbiologiz, 6, 1958, pig 10), 2 la serie "Erythrochromo~
gones" de Waksmen (The Aptinomycetes, vol. II, pdg. 117 y 149,
1961) y al grupo de estreptomicetos gue tienen micelio aérec
"egriseus" de Hutter (Giormele di Mierobiologia, 11, pdg. 191,
1963)
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Una comparzcidn entre los caricteres del microorga-
nismos en examen y los de 13 especie perteneciente a los grupos
sistemdticos (taxa) citados ha puesto de reliece una estrecha

geme janza entre nuesiro microorgénismo v el Strepbomycas

michizanensis, Corbvaz y col. (Arch. Mikrobiol. 26, pdgz: 205,

1957). ‘En las Tablas 2 y 3 se exponen los datos de 1la compa-
racidn entre nuestro microorganismo y la ultima especie; se
puede observear que los diferencias entre los dos Cultivbs

ge refieren o variaciones de tonzlidad en el coldr del micelio
vegstativo y en el color del micelio aéreo, asi como o la

utilizacidn del almiddn.
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Comparacidn entre las propiedades de cultivo del Streptomy-

ces F.I. 2461 y el Stretomyces michiganensis raza 14970 ATCC.

Medio | Streptomyces F.I. 2461 Streptomyces michiganensis
| raga 14970 ATCC
: Micelio Micelin Micelio i Micelio
vegetativo adreo vegetativo aéreo
Agar de | de pajizo s beige claro de pajizo a beige con
Bennet amarillo 1i con tonelidad| amarillo de tonalidades
mén hasta Cag| de amarillo limdn hasta |, d8 amsrillo
i tafio claro; de azufre; castafio cla de azuire;
! pigmento =olu| abundante ro; pigmen= abunaante
| ble, de color to soluble, -
de te de color de té
Agar de jincoloro blanco incoloro blanco dis-
Czapeck } discreto creto
Agar-as !de pajizo de blanco de pajizo blanco marfil;
paragina-ia zmarillo marfil a a marillo abundante
glucosa |limén beige claro; | limén
abundante
Agar-as~ | amarillo beige; amarillo beige
paragina : limén abundante limén abundante
~glicerina
Agsr de cagtbalio; beige castafios heige, con tona-
Emerson pigmento so | abundante pigmento lidades de amari
luble de co- soluble de 1llo azufre; abun
lor castafio color cas- dante -

tafio
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Agar, al: de pajizo ,de beige a ama~ i de zmarillo de beige a
midon y i a amarillo irillo de azufre , limén a amari- @ amarillo de
sales ! limon ! pdlido; abundan ; llo znaranja- ; azufre neto;
| te T 1 do; pigmento ' *abundante
soluble de co i
lor amarillo :
limén !
;
Apar—- de amarillo; blanco merfil ! de amrillo ' planco marfil
patata pajizo & ¢ con tonalida- pajizo a ocre | con %onalida-
ocre hasta | des de beige; hasta castafio | des de beige;
castaiio clal abundante claro; pigmen- | abundante
ro; plemen- to soluble de |
to soluble color de té |
de color de !
- i i
Agar- amarillo pg|blanco murfil de amarillo a ' de beige a
avena jizo a ama-i con tonalida- anaraajado; pig | amarillo de
rillo limdnides de beige, mento soluble agufire;
a veces amarillo| de color limon abundznte
ide azufre: sbun-
dante
| . s
. Agar- zmarillo  :blanco marfil emarillo paji- blanco
asparagi | pajizo a2 la amarillo zo 7 amarillo marfil a
na-glice ! amarillo azufre: abun- limon amarillo de
rina T | limén dante azufre; abun
! dante
]
Agar castatio de blanco castafio claro; beige
extracto| claros pig !yeso a beige plgmento solu~ con tonali~
de leva-| mento solu jclaro; abun~ ble de color dad marcada
dura- ble de co- jdante castafio de amarillo
glucosa | lor castafio azufre;
abundante
Agor- de amarillo| blanco yeso; de amarillo ausente
peptona- | pajizo a abundante pajizo a casta-
nitrato | castalio cla flo elaro
de pota-| ro -
sio
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Agar- . Produeeidn de pigmento so | Produccidn de pigmento so-
tirosina ! luble de color castafioy ~ i luble de color negroj
(Gordon y 4. descomposicién répida de | descomposicién lenta de la
col,, 1955)%! 1a tirosina tirosina.

Agarn. ! Comportamiento idéntico de ambas razas, con ligera
tirosina produccidn de un pigmento melanoide

(Waksman, .

1961)

+ GORDON, R.E. y 3MITH M.N,: J. Bact 69, 147, 1955.
TABLA 3

Comparacidn entre los caracterea bioquimicos del Strepbomyces

F.I. 2461 y del Streptomyces michigenensis raza 14970 ATCC

S-F.Iu 24‘61 %ﬁgﬁ.ﬁ%
_— 4
Utilizacidn de la glucosa + +
" n # J-arabinosa + +
" " " J.xilosa + +
" " " dofructosa + +
" R " maltosa + +
" " " d~manitol + +
o " " sgcarosa - -
1] 1" 1" r;_-"mnosa - .
ﬁ " " rafinosa - -
Hidrolisis de la gelatina + +
Ataque de la tirosina + +
Produccidn de melamina + +
Hidrdlisis del almiddn + -
Produccién de hidrdgeno
sulfurado + +
Reduccidn de los nitratos +
Coagulacidn y peptonizacidn
de la leche + +
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Se concluye que el microorganismo Streptomyces

F.I. 2461 pertensce a la especie Strepbomyces michiganensis.

Las diferencias que se han sefialado permiten considerar la raza
F.I. 2461 como una variedad de esta especie, variedad para la

cual proponemos la denominacidn: Streptomyces michiganensis

var. amyloliticus.

Por la literatura (Hutter, 1963) se sabe que las

razas pertenecientes 2 la especie 3tretomyces michiganensis

pueden producir diversos antibidticos de actividad antibac-
teriana y antifungosa; pero no se conoce la produccidn de
substancias que tengan actividad antihelmintica,

El examen efectuado por nosotros ha confirmado

que el extrzcto miceliar de la ragz 14970 ATCC del Streptomyces

michiganensis no contisne substancias de actividad antihelmin-

tica,
Por fermentacidn del nueve microorganismo Streptomy

ces michiganensis var. amyloliticus o Streptomyces F.I, 2461

se ha podido preparar un complejo zntibidtico cuyas activi-
dades principalss son la antihelmintieca y la antiprotozoaria.

El microorganiemo Streptomyces michiganensis var.

amyloliticus o F.I. 2461 puede conservarse por trasplantes

sucesivos en terrenos sélidos, o por liofilizacidn de una
suspensidn en leche de sus esporas. )

Objeto de este invento es un procedimiento microbio-
1dgico para la preparzcidn del complejo antibidtico taimicina

por fermentacidén del nuevo microorganismo Streptomyces michi-
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ganengis var. smyloliticus en un medio de cultivo que contenga

una fuente de carbono, una fuente de nitrdgenc y sales minera-
les, extraccidn del antibidtico taimieina y sucesiva saparscidn
y caracterizacidén de las substancias que lo componen.
Particularmente, el microorganismo se hace desarrow-
llar en un medio de cultivo liquido, en condiciones serobias
y a temperatura de 242C a 37¢C. y preferentemente a 28eC, por
un periodo de 72 a 160 horas, El pH puede variar, segin los
terrenos de fermentacién que se empleen, de 6 a 8: Com§
fuente de carbono pueden utilizarse la glucosa, la dextrina,
el almiddn, diversas harinas (de maiz, de soja, de trigo,
ete.) corn steep y otras substancias de uso corriente. Ia
fuente de nitrdgeno, ademds de las substancias complejas men-~
cionadas antes que contienen nitrégeno, puede ser caseina,
hidrolizados de casaina, harina de semillas de algodén y
sales aménicas, tales como sulfatos, fosfatos, cloruros y otras
substancias ds uso comin. Ias sales minerales dtiles para
la produccidn del antibidtico pueden variar segin el terreno
que se utilice, E1 carbonato cdleico estd casi siempre presen-
te y se pueden agregar ademds cloruros, sulfatos, fosfatos,
etc., de sodio, de potasio, de magnesio, de manganeso, de
hierro, de cobre, de zinc y de cobalto.
Ia fermentacidn puede llevarse a reabo en matraces
de Eerlenmeyer y en fermentadores de laboratdrio o industriales

de diversa capacidad,
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El complejo antibidtico taimicina congta de tres
substancias, llamadas taimicina A, taimicina B y taimicina C,
las cuales presentan propiedades quimico~f{sicas semejantes,

pero actividad bioldgicas diferentes.

La determinacidn de la concentracidn del compiejo
antibidtico en el medio cultivo se efectua durante el periodo
de crecimiento del microorganismo, ensayando muestras obtenidas
por la extraceidn con alcohol metilico del micelio himedo. Des-
pués de evaporacidn del disolvente en vacio, se recoge el resi-
duo con el volumen mds pequefio posible de dimetilformamida y lue -
go se diluye con agua.

Estas muestras se ensayan sobre microorganisincs sensi-

bles al antibidtico (por ejemplo, sobre el Rhabditis macrocerca)

preparando una serie de diluciones de la muestra en examen y
compardndolas con soluciones del complejo antibidtico de
t{tulo conocido, De manera andloga se pueden titular las
miestrag obtenidas durante las purificaciones sucesivas. Solu-
ciones alcohdlicas de las muestras, parcialmente purificadas,
pueden titularse espectrofotométricamente a 290 y 320 milimi~
eras comparidndolas con muestras de los componentes del complejo
que tengen titulo conocido,

Una vez terminada la fermentacidn, el complejo anti-
bidtico, contenido principalmente en el micelio, se extrae
con disolventes orgdnicos apropiados, como alcoholes inferio-
res, acetona, cloroformo, cloruro de metileno o metilisobutil-
cetona. En la préctice corriente se emplea alcohol metilico

y, después de tres extracciones efectuadas cada vez con un
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volumen equivalente a 1/3 del volumen del cultivo, se recogen
los extractos y se coneentran bajo presidn reducida hasta
1/6-1/8 del volumen original,

Se filtra y se centrifuge al precipitado resultante,
que contiene 10% del antibidtico, se ajusta la parte sotrenadan-
te a pH 5,8~6,2 y se extrae con éter de petrdleo para elimi-
nar las impurezas. La fase inferior se extrae con cloroformo
¥y el extracto, lavado con agua, se seca sobre sulfato zddico
anhidro, se concentra luego bajo presidn reducida y se préci—
pita con éter de petrdleo o con hexano. E1 precipitado bruto
contiene 10 a 15% de antibidtico. Estos productos brutos se
disuelven en cloroformo o en mezcla de cloroformo/tetracloruro
de carbono/alcohol metilico/agua y se adsorbe la solucién
sobre una columna cromatogréfica de dcido silfcico suspendido
en cloroformo.

Se lava con cloroformo para eliminar las impurezas y
Juego se eluye la columna con cloroformo quoc contiene porcenta-
jes crecientes de aleohol etilico. Ia elucidn se efectua anali-
zando el espectro ultravioleta de muestras de las diversas
fraceiones y mediante cromatografia sobre capa delgada. Eluyen-
do con cloroformo/etanol (3:1) se obticne taimicina C; eluyendo
con cloroformo/etanol (2:1) se obtiene taimicina By y con por-
centajes mayores de etanol se obtiene la taimicina A con porcen-
fdjes variables de taimiecina B,

De los eluatos concentrados se recuperan, diluyendo con

agua y ajustando la solucidn a pH 6, los productos parcialmente
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purificados. Mediantc evaporacidn lental del alcohol residual,
se logra precipitar de los concentrados acuosas las sales sodi-
cas.

La taimicina C se puede purificar todavia mds por
cristalizacidn en metanol/agua. -

Lz taimicinas A y B se purifican por medio de dis-
tribucidén en contracorriente, utilizando respectivemente la
mezcla cloroformo/tetracioruro de carbono/alcohol metilico/agua
(3:2:4:1) y (2,5:2,5:4:1); 21 final se precipitan, ea forma de
sales sddicas, de soluciones acuosas con pH 6-6,2.

" Por término medio se obtiene, por litro de caldo de
cultivo, 40 mg de taimicina A, 15 mg de taimicina B y 5 mg de
taimicina C.

Propiedades fisico-guimicas:

Bl antibidtico taimicina consta de un complejo de
tres substancias que tienen caractérisﬁicas fisico-quimicas
seme jantes, pero actividad bioldgica diferente.

Todas las substancias se han aislado en forma de
gsal sbdica, se presentns como polvos blancos amorfos y son
estables en pH neutro o ligeramente bdsico. Resultan solubles
en dimetilformamida, sulfdxido de dimetilo, dioxano, alcoholes
acuosos y acetona acuosa; poco solubles en s8leoholes inferio-
res, cloroformo, acetona y benceno; y prdcticamente insolubles
en agua y éter de petrdleo. Das prinecipales caracteristicas

f{sico-quimicas se¢ resumen en la tabla que sigue:
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ABLA 4

|
TATMICTITA A ;

unto de fusidn: 250°r26000 (con doscomn~

!
TATIMICINA B !
|
1

TATMICINA C

2402 (con descompo

con descomposicidn) jposicidn) sicidn)-
EOLJ - + 450 ~100
D
Ec 0,9 dioxano) 1 +79
c 0 o 17 CH3OH) +24°
%C 60, 30 67,26 62,50
GH 7,88 7,97 8,11
%N 4,71 5,98 4,45
4N, 4,01 1,51 2,39 .
Espectro ultravioletas %
{
OH {0H 2 (238 y 321 mp (EN- 1240 y 290 m (Elzw
A 240 y 294 wp (B 192
max cr 449 y 255) 152 y 157)
¥y 149)
NaOH o 05 I on GI OH,,  |235 y 320 ap (1:1/° 246 y 287 m (E1’°
A 244"y 292 mp3 (B
max 470 ¥ 250) 154 y 156)
200 y 140)
' 1% i s
HC1l 0,05 N en CH,OH . 322.5 mp (E 300)  ningdin wdximo
352,5 T 3 (Efﬁm 50) " Hlen

max
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La taimicino B se he aislado también en Tormo de
4dcido libre: édste muestra el mismo comportamiento farmacoll-
gico que la taimicina sal sddica y prescnta las caractoristi-

cas siguientes: punto de fusidn = 2458C; % de C = 68,85,

5. % de H = 7,81, % de N = 5,35; cspectrc ultravioletas
CH70H 1%
T 322 (" 306)
max lom
TABLA S i
10. *
Reacciones TATIMICINA A | TAIMICINA B ; TAIMICINA C
vy
Cloruro férrico * + +
Cloruro de titanio - + -
2:4 DNPH + + -
15.
Diazo - - +
Sal cuprosa verde,
soluble en cloroformo - + : -
Ademés, loc taimicinas no rcaccionan con los reac-
20. tivos siguientes: ninhidrina, nitroprusiato, Meclish, Fehling,

Bial, antrona, orcinol, Fhrlich y Sakaguchi.

4 base dc cstas caracteristicas fisico-quinicas,
la taimicina B, cn espccial, muestra algunas analogias con el

antibibético cstreptolidigina (Waksman y Lechevalier, The
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Actinomycetos 3, 1962, phe. 3T1), poro se diforencia claradcne

te de &sta no solo por la actividad biclégica, sino tambildn

por las caracteristicas cromatogréficas que se reseiian on la

Tabla 6 que sizue.

TABLA 6
Cromatogralia sobre capa delgada
Estrato Disolvente Rf RE RE § RE
' TATMICINA TAIMICINA | TATMICINA Es-
A B ¢ Itrep
itoli
iGigl
ina,
360
i CO
MV Xieselgel|alcohol butilico/| 0,40 0,30 0,70 0,85
G 254 acctong/agua ;
(435:1) i )
Kieselgel G [alcohol butilico/| 0,60 0,30 0,75 0,80
acctona/agua
(4:5:1) . .
Kieselgel HF|alcohol butilico/| 0,35 0,25 0,50 0,85
254366 acotong/agua
(4:5:1) . ' ]
MY Kieselgel|acotato de etilo/| 0,50 0,50 0,80 1,00
G 254 piridina/alcohol
gopropilico/ogua
(7:2:352) , |
Kieselgel G |alcohol propflicof 0,45 0,25 0,50 0,60
accteto do etilo//
agua (8:1:1)
Aldming alcohol bui{lico/| 0,50 0,30 0,70 -
‘ iridina/asus
?6:4:3)
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Actividad sntiprovozosria

La aciivicad antiprotosoaria ¢ ha cnsayado "in

vitro" sobrc Entamocha histolytica rasa F 22, en terrend mono-

Tdsico d¢ Davlova. .
Dospués de 48 horas dc incubaciébn a 37¢C, 1o
loctura microscodpica cn chmara dc Foit ha permitido la deter-
minacién dec la dosis inhibidora wminima (DIM) como sc indica
en la Tabla 7. Por dosis inhibidora minima (DIM) sc enticnde
la cantidad minime de las substancics capaz de inhibir total-

mente "in vitro" ¢l desarrollo del organismo ensayado.

TABLA 7
Adctividad entiprotozoaria "in vitro® sobre Entamocba
Histolyticz raza T 22, DIM cn gammas/cc en terreno

Pavlova

Praccioncs ocnsayedas DIM en gammas/ce
% .

Teimicing 4 i 6,25

Taimicina B 0,78

Taimicina G . 25

Aetividad antihelnintica

Iz sctividad antihcluintica so ha ensayado "in

n

vitro" sobre diversos helmintos,; con distintas modalidadoes.
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Le Rhobditis macrocerca, mentenida en cu.tivos de

laboratorio, se eultivd en agar tratado con los componentes
del antibidtico taimicina en diversas concentraciones.

La Syphacia obvelata y la Hymenolepis nana, tomadas

de ratones infestados experimentalmente, se sumergisron en
soluciones s2linas amortiguadas a2 pH 7,5. BSe afiadieron en
diversas concentraciones los componsntes del antibidtico
taimicina y se comprobd 12 supervivencia de los dos helmintos
con perfodos difersntes de contzeto.

Por dosis inmovilizadora minima se entiende la
cantidad minimae de substaneis capaz de inmovilizar "in vitro"
los movimientos del orgenismo de ensayo. En la Tabla 8 se
exponen los ditosz refcerentes a la dosis inhibidora rinima y
a la dosis inmovilizadora minims, determinadas a2l cabo de
1 a 4 horzs para las fracciones separadzs del complejo anti-

bidtico teimicina,
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TALZTICINA A

TATMICINA B TAIMICINA C

D {Dosis in- | MID|Dosis in-~ | MID Dosis in-
Espocic Y/ee moviliza~ | /ecimoviliza~ |V/c moviliza-
ensayada dora mi- :dora mni- dors - mi-
niza, on lnima, en nima, en
v /ce i /co (/ce
en 1 en 4 en lien 4 en 1 en 4
hora horas horaghoras hora horas
!
! ! !
| i
s ; |
Rhabditis ma- f |
crocercy 31 0+ 1 5 + i + 1250
ﬁx.gh%@g,@— i ‘
volata ++1>1000{ 1000 { ++ 000!1000 | -+ Y1000 {71000
|
Hymenoloni s i
nana 441 10C0! 100 ++ 1 1000 100 ++ 131000 71000
|

Explicacibn: +

ot

i

i

re dcterminada

no deterainable

Lz nctividad antihelmintica sc ha cnsayado "in

vitro" sobrec ratones

albinos de 25 g do peso, infestados cxpo-

rimentalmnente con Hymenolepis nena. Lios experimentos so recli-

zaron sobrc ~rupos dc 10 raotones cada uno.
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Los resultados demucstran que ol 100% de los ratones

parasitados con Hymcnolepis nana a los 25 dics de la infesto-

cidn, sc¢ curan con la administracién de difcrentes fraccioncs

del antibibtico taimicina por sonde esofigina, o dosis cla-

ramente inforiores a las permitidas por los Indices de toxici~

dad. En la Tabla 9 sc cxponen los Indices de toxicidad aguda

en el ratén (DLSO)'

TABLA 9

3 3 * o 1
Via de aduninistracidn !

TATEITCINA A

TATMICINA Bi

TAIMICINA

c

Oral

intraperitoncal

> 1000

25

250

Tioa

se resefian cn

Indicus referontes o 12 actividad terapdutice

la Tabla 10.
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ITABL A 10

o

. KINES ety

"in vive" {adainistracibén dcl an~-

Infestocidn por

Hymenolcpis nana

. Dosis terapbutica minima, en mg/kg

i

5 TATMICINA A TAIMICINA B i TAIMICINA C
25 25 50
10,
Loz cjemplos que siguen sirven para ilustrar cl
invento, pero sin limitarlo.
EJEMPIC 1,
S¢ preporan des matraces do Erlenmeyer de 300 cc
15- ,
que contioncn euds uno 60 ec dcl furrenc siguienic:
Dextring X%
Casoeina 0,5%
Carbonato céleico 0, 4
20. Sulfato aménico 0,1%
Monofosfato potédsico 0,01%
Corn Stcep ILiquor 0,3%
Agua del grife sta 1Cc.
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Lo ceterilizecidn se ofcetdo calentando a 1202C
durante 20 minutos. El pH dol tcrrone despuds de le ostorili-

zacibn verio cntre 6,8 y 7.

S¢ inceula code matraz con 0,5 cc de une susponslén
de esporas obtenids lavando con 5 cc de ague destilada estlril

la pdtina de un cultivo en planc inclinado de Streptonyces

F.I. 2461 dc 15 dins dc c¢dad, desarrollade sobre agar-patabe
glucoesado.

Sc incubean los matraccs o 282C durante 24 h;)ras, cn
un agitador giratorio, con 225 r.p.m. ¥ und excentriéidad
de 3 om., '

2 oc de cstc cultivo se utilizan pora inocular
matraces d¢ 3CC ce quo contionon cods uno 60 ce dcl terrenc

productivo sligulenio:

Almidén scluble lg%
Corn Stecp Iigquor 2,5%
Carbenato cfileico 1
Sulfato andnico : lﬁ
Harina do scmillaé de algedén 0?4%
Sulfate mangonoso 0301%
Cloruro de ccbalto 0,0007%

Agua del grifo hasta 100.
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S ajusta ¢l pH a 6,2 con solacién 4-n de hidréxido
s6dico ¥y s¢ esterilize calentando a 120¢C durantc 20 minutes.
S¢ incuba & 28eC¢ de 1o noners que &c ho deserito antes pare
el cultivo vegotativo. Al cabo o 120 horas de incubacién,
se obtlonc wro produccibn de 100 microgranmos do complojo anti-

bibtico por cec de caldo dc cultivo.
EJEMPLO __ 2.

8¢ proccdecono en ¢l cjonplo 1, con 1z diferenciz
dc que para Io fase productiva sc emplea el terreno siguicntoe:

Dextrina T
Harina d¢ souilla de algodén I
Corn Steecp Iiguor 1%
Sulfato anébuico © 0,6%
Carbonato cfleico 0,5%
Monofosfate potdsico 0,001%
Agua del grifc hesta 100.

S¢ ¢aterilizan mediante calentamiento a 120¢C
durantc 20 minuios. Despuls de la coterilizacidn, cl pH varic
entre 6,6 y £,8. Sc incuba cl cultivo a 282C on las condicio-

nes que ya 5o han descrito en ¢l cjemplo 1.

41 caba do 120 horas do incubacién, sc obticne una
produccién 4o 100 microgramos dc complejo antibidtico por cc

de caldo dec cultivo,.
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S¢ preparan dos matraces de Erlenmeyer d¢ 300 ce

que contienc. cadn uno 60 ce dol terreno siguicnto:

Dextrina 4%
Carbonato eflcico 0,5%
5 Sulfato amdnico 0,2%
Caseina 1%
Corn Stcop Liquor A
Monofosfato potdsico 0,001
dgua del grifo  hasta 100,

10.

I coteriligzacidn se cfoctda calontando a 12020
durante 20 minutos. Después de 1o csterilizacidbn, el pH dol
terreno varis ontre 6,5 vy 1.

15, S¢ inocula cada matrez con 0,5 c¢ dc una suspensidn '
de esporas obienida lavando con 5 cc de agua destinada estdril,
le pdtina &c un cultivo on plano inclinade de Streptomycos
P,I., 2461 ¢c 15 dias de odad, desarrollados cobro agar-patate
glucosado.

20, Sc incuban los natraccs = 282C durante 24 horas on

las mispas condiciones que en loc cjemplos 1y 2.

o
1
<

cc do un cultivo asi obtenido se utilizan para
inocular matraccs dc 300 ecc que conticnen cada uwno un terrens

productivo d¢ 1= nisma composicidn que el cmpleado para la
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fase vegetativo antovicr,

S; incuban los matraces o 25¢C tal como sc ha des-
erito parz 1la fase vegevativa y al cgbo de 120 hores la con-
cemtracidn ol complejo antibidtico es de 120 nicrogromos por

ce de caldo do cultive.

EJEMPLO 4.

8o procede como cn ¢l ojemple 3, con la difcroncia

de que sc cmplec para la fase productiva ol terreno siguicntcs

Corn Stcep Idguor 1,5¢
Sulfato aménico O;4¢
Carbonato cflcico 0;6%
Almidén soluble 25,
Glucosa ' O;B%
Harina de mola 0,1%
Herina dc soja O;@z
Difosfato potdsico 0,03%
Aceite dc lordo 0,25%
Agua del geifo hasto 100.

3o ajusta ol pH & 6,7 con solucién d¢ 4-n de hidré-
xido sédice y sc estcxdliza calentande a 120eC durante 20 minu~
tos.

Lo conceniracidn del complejo antibidtico es dc
150 micrograncs por cc do ¢2lio dc cultivo al cabo de 120 ho-

ras.
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EJEMPLO 5.

mees nmatraces de 300 o¢ cuc conbienen 60 ce cada

uno Gol tervono Qo cultivo siguicnto:

Duxtbring 4f0ﬁ
Cascina 1?Qﬁ
Sulfate aménico O?lﬁ
Corn Stcep Idquor 1?0%
Carbonato cdleico 0?5¢
Monctosfato potdsico : 0,0?%
Agua del grifo hasta 100,

se esterilizon por calontamiento @ 1208 durante 20 minutos
¥ lucgo se imoculan con unsa susponsidn do csporas de un

cultivo sobrs agar-patata glucosads (eono on ol ¢jemplo 1)

de Strepbomrcos michiganonsis var, cmylelyivicus. Iucgo SC
incuban l¢s motroces 2 28¢C cn un agitador giroterio, & 225
r.Defe ¥ Auranto 24 hoeras. Con 1 contenlde Ge loa fres
notraces S8 incoula un fermeniador de 10 litros quoe conticuc

& litrse Gol mismo t.rronc de cultiveo gue se ha deserito

3¢ incube osto cultivo o 2790, con agitecibn do
400 vuclios por innito ¢ introduccidn de 1 litro de aire
cstéril por 1 litro de cultive y por minuto.

K1 cabn 4c 20 horas, 2,5 litros del cultivo asi
ebtenido sc utilizon para incculoer un fermentador de 80 li-
tros que Fonti&ne 50 litros de un torreno de la constitucibn

siguicntos



Ao
.

20.

Dextrina &, 0%

Coseina 2,0¢
Curn Stecp Iiguor 1,0
Carbenate clleico 0, 5%
Monofosfase potdsico 0,01

Agun del zrifc hasta 100.

Lo sstorilisacibén nodiaonte colentamionte a 120¢C nor

[

30 minutos,

o formpentacidn so ofsetds a 270C, con agitacidu do
250 r.p.ane y con una corricntc dec aite de 0,7 litros per litro
de terrcno y por wdnubts. Im fermontecidn dura 110 horas. Le
concenbrocidn nduina cs de 100 aicroxreoncs do complejo antibid-

tico por cc <o s2ldo dc ecultivo,

J
5

1 1dewids dc cultive procodonic de la formonticibn

PR

srue 2#ilicco y se obtiencn

se filtrn vor nedio &o un adsory

uns torta y U xllvrucn, ¢l cual se¢ dosccha,

o

3¢ lave 1o tortt con amel, @0 suepende lueso on

alcohol medtilice ¥y ov ~wdbo.

So Tiluro ol cxtracte y se ropite la extraccidn por

dos veccs. Loo totbrictos netandlicor, rounidos, sc concontran

bajo presibn reducido hastn unes 5 1itros.

Sc gepars por contrifugreibn ol preeipitado do color
verde-anarillento y lusgo gc 1o lave con agua ¥y ¢ le seen on
vaclo sobrs onhfdrido Zoaféricos =@c obiicncn 25 g del conpleo

bruto.
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ol reunen el filtrado ¥ l2g lavasas ¥y se ajuston o

PH 6,25 1ucso sc extrac por doz voces con up velunen de Stor

dc petrédleo y a continuacién s¢ extrac la fasc acuosa con

clorofornc. &3 lave ol oxtractsn con ogua, se lc seea s9bro

sulfato 38dics, s¢ lo filtra v so 1l¢ concontrs bajo presién

(Y

¥

reducida; dfic.dicndo &ter do petrélceo 2l accite residual, sc
obticnen 10 & de un procipitado emorillo anorfo, que contiunc
alredcdor Ge 15¢ del complejo .entibidtico. Ba total so
obticnon 35 g de producto bruto, que conticnen elredcdor de

3,5 g de 2ntibidtico. )

12 g do antibiético brute (al 10f aproximadaiunto)
ge disuclven 300 ce de la fasc ianferior de la mezela (clorc-
formo/tetrailoruro dc corbono/alechol actilico/agun 3:2:4:1),
se filtra y sc adsorbe ¢l filtrads sobre una colurma cronabo~
grifica quc contienc 900 g du dcito silfcico, suspendidos on
cloreformo. ¢ lava 12 columms con cleoroformo y s¢ recogen
los fraccicnes de 1 litro. e slucidn sc ofectia amalizande
las muesirse Qo las diversus froceiones mediante cronatogrsfia
sobre cap: delgada.

S3¢ Gemochan s fracciones 1 a 4.

Tucgo su cluye con nozcles de cloroformo/ctanol
aunentandc progrusivanente ¢l porconitnje del alcohol,

3¢ doscchan las fraceiones 5 a 20,

Rluyendo con cloroformo/ctanol (3:1), las fraccionos

21-26 del slunato conticncn taimicina C.

POOR
QUALITY
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Dluyondo con clereforio/ctancl (2:1), las froe-

ciones 27-35% contiencr princivoimente ol componente taiaicina

B, con worec niajes nenorcs G- toimicine A y teinicina €,

Loz eluaitos con mayor.e porcontajes do

conticne: taimicina A,

S2 recogen las Glvorsrs fraceioncs y me lac concon
tra hasta poqueiic volumen hajn preeidn reducidas luosc ge
diluye con ¢l mismo volumen de 2zua, ajusikando ol »f 2lredr-

dor & &,

Moaiant. ovaporacidn loata del aleohol rezidual, sc

el cencontrade aeucao loo 2antilidti-

..

Dz las Jracelones Z1-36 s¢ obtienen 130 mg dc

teimicins C,

-

Do lag fraccioncn 27-3% oo obhioncn 350 mg O

De Jaz froccionsy 3050, sco obticnon 950 me lo

N . o . K A SN o P R o
Iz tnimicinn C oo wuriiica todavia por crisitaliza~

cidn on usbtansl/agua; do 130 nz 3o cbticnen €0 wg de prodicto

wo

pUro.

W,

Io teimicina B sc purifica todevia por dluL?ldﬁCién

en contrncorricnte on 40 tubon Gol aparato de Craipg, utillzonde

faser d 25 ce cada una del eistoma cloroformo/totraclorurce ds

.
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carbono/aleohol mevilico/agua (2,5:2,5:4:1),

41 final, 1o tainicina B ostd contenida on los tubos
6 a 17; 1la mezeln B y 4 ostd contonida cn los tubos 18 a 235

y la tainmieine A cstd conteonida on los tubos 24433,

Los tres grupos dc rroeciencs se concentran saﬁmrﬂ@gw
nentc hasto pequefio volumen, sc ajusta el concentrado a pH 6
¥ luego, cvaporando dcspacio ¢l aleohol mctilico, se obiione
1o precipitacién do las sales sédicas. Se obtiencn 200 mg do
toimicina B, 60 mg de mescla y 30 mg de taimicina A, a parfir

de 340 ng de teimicina B bruta.

Lo taimicinz A sc puriica con ¢l nmismo procediivicn~

]

to, variando la couposicién de 1o mezela utilizada pors la
contracorricnte (eloroformo/totracloruroe de carbono/alechol
metilico/ague 3:2:4:1) ¥y ol ndacro de transforoncias, uc ccn
100. Particndo de 800 ng del producto obtonido de la colucna
de dcide eilicico, sc¢ obticncen ¢ les tubos 15 a 35, 150 mg de
toimicina By de los tubos 36 o 49, 100 mg dec mezelas y do

los tubos 50 2 75, 420 mg 4. i=2imieino 4,

A partir de 1z taimicine B (sal sédica) pucdo obbo-

g

nerec el dcido libre respectivo proecdiondo osi: a una solu-

cibén gue contionc 300 mg do toimicina B en 40 ce de cloroforno
y 10 cc d: cianecl, sc afladen 5 cc de dcido acftico normal. 4l
cabo de unos minutos, sc agregan 4% cc de agua, se agita ¥y

lucgo ¢ sopara la fasc clorsfdérmica. Sc¢ extrac con 20 ce dc

&
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clorofcrao la fase ascuosa, zc rouncn lol ex rictos cloreférii-
cos, s¢ lave con agua ¥ s8¢ €ccan sobre sulfoto sbédico anhidro,
L1 eobo 4¢ unas heras, de 1o @slucidn clorofédrmics, filtradoe
¥ conconerala hugta un volumen do 10 ce, zo obticne 250 ng

de un pracipitado eristaline. L. rceristolizucidn on clorofor-

no/ctanol da 200 ng do todmicina B, fundontc o 245¢C,
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NOTA

Deseritc el ebjoto de la inveneidn, so declara
nuecvas las siguicntes reivindicaciones, con prioridad ita-

liana no 16.923 A/B? del 7 do junio dc 1967.

1. Un procedimicnto microbioldégico para 1a pre-
paracién de la substancia antibiética vaimicina, (constituida
por las substencias taimicina A, taimicina B y taimiciha ¢)
¥ sus sales, caractorizado por culitivarse el nuevo ricroorgi-

nismo Stroptomyccs wichiganensis var. amylolyticus on condicio-~

nes acrébias, en toerrono de cultive liguido que conteﬁga una
fuonte dc carbono, uns fuentc de nitrédgeno y sales minerales,
& tempcratura dc 242 a 37¢C, nor un neriodo dc ticmpo de

72 a 160 horas y con pH dc 6 a 8; por aislarse del caldo de
fernentacidn ¢l complejo antibidtico resultanic, mediante
extraccidn con disolventes apropiados y precipitacidn succsivas
¥y por separarse, si so quierc, ol conplcjo antibidtico cn los
tres conponcunies tailmicino A, toimicina B y taimicina C,

nediante téenicas conocidas,

2. Un proccdimicnto nicrobiolégico para la prepara-

¢idén dc 12 substancia antibibtico taimicina.

Seglin se describe ¥ reivindiea en la prosente memoria

que consta de 35  hojas, foliandas y cscritas a méquina por
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una sela de sus caras, acompaficdas de la documentacidén co-
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