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DE LA SUBSTANCIA ANTIBIOTICA TAIMICINA", a favor de la 
firma italiana SOCIETÀ FAR ACEUTICI ITALIA, residente 
en MILAN (Italia).

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento tiene por objeto un procedimiento para 
la preparación de un complejo antibiótico. Mas particularmen­
te, el objeto de este invento es un procedimiento para prepa­
rar el nuevo complejo antibiótico taimicina, el cual comprende 
las substancias llamadas taimicina A, taimicina B y taimicina 
C y sus sales, que han demostrado ser particularmente útiles 
en terapéutica como productos antihelmínticos y antiprotozoa- 
rios. El procedimiento para la preparación de dicho complejo 
antibiótico consiste en el cultivo del nuevo microorganismo 
Streptomyces michiganensis var. amylolyticus, llamado también 
Streptomyces F.I. 2461.

El Streptomyces michinanensis var. amylolyticus ha sido



depositado en el Instituto Micológioo de la Comunidad 
Británica, Ferry Lañe, Kew, Surrey (Gran Bretaña), reci­
biendo las siglas I.M.I. 131670.-

E1 nuevo microorganismo Streptomyces michiganensls 
5. var. amylolyticus se ha aislado de una muestra terreno tomada 

en Trang (Thailandia); presenta las características morfológi­
cas, culturales y bioquímicas siguientes:
Propiedades morfológicas.

En los terrenos de cultivos usuales, el micelio vege- 
10. tativo consta de hifas más o menos delgadas, de 0 ,5  a 0,9 mi­

eras de espesor, largas y abundantemente ramificadas, que for­
mas hifas más gruesas, de 1 ,1  a 1 ,4 mieras de espesor, recogi­
das en racimos de ramificación simpodial. Estas últimas son 
más bien largas, desde rectas hasta flexuosas, y forman coni- 

15. dios dispuestos primeramente en cadenas y luego libres.
Los conidios son ovales, de superficie lisa y tienen 

el tamaño siguiente: 1 ,1-1 ,4 x 1 ,2-1 ,9 mieras.
Propiedades culturales bioquímicas:

En la tabla 1 se muestran las propiedades de cultivo 
2 0. observadas en los diferentes medios cultivando el microorga­

nismo a 2 8 s c  y efectuando las observaciones al cabo de 3, 8 ,
15 y 20 dias de la inoculación. El microorganismo presenta en 
esencia un desarrollo rápido y abundante, con formación de un
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micelio vegetativo compacto, más bien sólido, con'pátina lisa 
en los terrenos sintéticos y ligeramente plegada en los terre­
nos orgánicos. En los primeros, el color del micelio vegeta­
tivo y de su envés va del amarillo pajizo al amarillo limón, 

5. mientras que en los segundos es ocre y castaño claro. En 
estos terrenos se produce también un pigmento soluble de 
color de té claro, que con el envejecimiento vira a un tono 
castaño claro.

El micelio aéreo es abundante en todos los terrenos 
10. de cultivo, tiene aspecto más bien pulverulento y es de color 

blanco marfil con tonos de amarillo de azufre en los terrenos 
sintéticos, mientras que en los orgánicos el color pasa del 
blanco yeso al blanco marfil con tonos a vaces de beige claro 
y a veces de amarillo de azufre atenuado.

15. Las características bioquímicas del microorganismo
en examen son las siguientes: 
gelatina: hidrólisis total y rápida 
nitratos: se reducen a nitritos 
almidón: hidrólisis discreta 

2 0. leche: coagulación y peptinización
melamina: producción ligera 
producción de HgS: modesta.

El microorganismo utiliza: 1-arabinosa, glucosa, 
d-xilosa, d-fructosa, maltosa, d-manitol y meso-inositol;

2 5. no utiliza: sacarosa, ramnosa ni rafinosa.
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El microorganismo no se desarrolla a 503C y no pro­
duce es-derosios. En cultivo líquido sumergido y agitado, 
esta raza produce el complejo antibiótico taimicina.
Tabla 1 - Características de cultivo de la raza F.I. 2461

MEDIO DESARROLLO
!

MICELIO AEREO MICELIO VEGETA­
TIVO

PIGMENTOS
SOLUBLES

Agar
Bennet (1)

!abundante, en patina 
lisa

-

abundante; de 
crema marfil i 
a beige claro, 
con tonalida­
des de amarillo, 
de azufre; raso

t

de amarillo paji 
zo a amarillo li­
món hasta castaño 
claro, con enves 
idéntico

color de 
té claro

Agar Czapeck 
(1)

abundante abundante; de 
blanco a mar­
fil; raso

escaso
incoloro

Agar-as-paragina-
glucosa

(1)

abundante; en pátina 
lisa

.....

abundante; 
raso; de blan 
co marfil a *" 
amarillo de azufre pálido

de amarillo pa­
jizo a amarillo 
limón, también 
en el envés

Agar- gliceri- 
na-glioi 
na (1 )

abundante; 
en pátina lisa

abundante; 
raso; de color 
marfil con to 

nulidades beige, 
a vaces de co­
lor vinoso rosa 
do pálido **

de amarillo pa­
jizo a amarillo 
limón, a veces 
con tonos casta­
ños; enves idén­
tico

Agar de 
Emerson 

(1)
abundante; 
en pátina 
más o menos relevada

abundante; raso 
de blanco yeso 
a blanco beige

: color castaño, 
también en el 
en ves

color cas­
taño claro
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Agar-^ ¡abundante:¡abundante; raso; 
almidón }en pátina ; color amarillo 
y sales 'lisa de azufre

(2) i !! ;

.-de amarillo li }
¡món a amarillo ¡'-------
¡de azufre ; envés j 
! idéntico ' [! !

Agar- abundante; abundante; raso;}de amarillo pa- ¡color de 
en pátina } blanco con tonájjizo a amarillo i té lisa tlidad beige ¡ocre hasta casta ¡

ño claro; envés !
1 jidéntico ¡ 
i ¡ :

Agar-avena
(3)

r
abundante;i de blanco mar- 
en pátina ! fil a- marillo lisa ]de azufre;

1 abundante, ras o 
!

¡ '
¡de amarillo pa- -------
)jizo a amarillo '!limón hasta cas ¡ 
taño claro; *" ; 
envés idéntico i

Alar­
gli cerina- 
asparagina 

(1)

abundante; 
en pátina 
lisa

de blanco a ama 
rillo de azufre 
claro; abundante 
raso

de .amarillo pajizo!-------
a amarillo limón; i 
envés idéntico j

i!

Agar-ex 
tracto de levadura- 
glucosa (1

abundante; 
en pátina 
más o me—
) nos rele­vada

de blanco yeso 
a beige claro 
con tonalidades 
de amarillo de azufre; abundan 
te, raso "*

. ¡
castaño más o me- polor 
nos oscuro; en- castaño 
ves idéntico ¡

!
}
!!

Agar-pe& tona-al­
midón (1)

abundante; 
en pátina 
lisa

de blanco yeso 
a beige hasta 
amarillo de 
azufre; abun­
dante, raso

icastaño, ¡castaño 
con envés j 
idéntico ¡

íi
i

Agar- peptona- 
KNO^ (1)

abundante; 
en pátina 
lisa

abundante; ra 
so, de color*" 
blanco yeso

de amarillo pa ¡color de 
jizo a castaño ¡te 
claro, con envés ¡ 
idéntico



(1) Waksman S.A.g The Actinomycetes, voi. II, The William 
and Wirlkins Co., 1961, p. 328-334-.

(2) Pridham T.G., Anderson P., Foley C.-, Lindenfelser L.A., 
Hesseltine C.M. y Benedici R.B. : Antibiotics Annual,
1956-1957, p. 947-953.

(3) Baldacci E., Gtolitti G., Küster 3-., y Scotti T. : Journal 
de Microbiology 9, p. 39 (1961)-.

(4) A 200 g de patatas hervidas y filtradas por una gasa 
se añaden 20 g de glucosa y 20 g de agar? luego se 
ajusta al volumen de 1 litro y se esteriliza a 120SC 
por 20 minutos.

Identificación de la raza
Los caracteres que presenta el microorganismo en 

examen y que se han descrito precedentmente permiten referirlo 
al género Streptomyces Waksman at Henrici (Bergey's Manual 
of Determinative Bacteriology, 7̂  Edición-, 1957, pág. 744-745) * 
la raza pertenece a la se ciób '̂Rectus flexibilis", serie 
"olive-buff" de Pr-idham y col. (Appi. Microbiol. 6 , 1958, 
pág. 52), a la serie "virgatus" de Baldaoci (Giornale di 
Microbiologia, 6 , 1958, pág 10), a la serie "Erythrochromo­
gones" de Waksman (The Actinomycetes, voi. II, pág. 117 y 149, 
1961) y al grupo de estreptomicetos que tienen micelio aéreo 
"griseus" de Hütter (Giornale di Microbiología, 11, pág. 191, 
1963)



Una comparación entre los caracteres del microorga­
nismos en examen y los de la especie perteneciente a los grupos 
sistemáticos (taxa) citados ha puesto de reliece una estrecha 
semejanza entre nuestro microorganismo y el Streptomyces 

5. michiganensis, Corbaz y col. (Arch. Mikrobiol. 26, pdg. 205,
1957). En las Tablas 2 y 3 se exponen los datos de la compa­
ración entre nuestro microorganismo y la última especie^ se 
puede observar que las diferencias entre los dos cultivos 
se refieren a variaciones de tonalidad en el color del micelio 

10. vegetativo y en el color del micelio aéreo, asi como a la 
utilización del almidón.
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TABLA 2
Comparación 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
iMiceliovegetativo

Micelio
aéreo

raza 14970AT53 
Micelio ¡ Micelio 
vegetativo j aéreo

Agar de 
Bennet

¡
t

de pajizo a 
amarillo li 
món hasta cas 
taño claro; *" 
pigmento solu ble, de color 
de te

beige claro 
con tonalidad 
de amarillo 
de azufre; abundante

de pajizo a 
amarillo de 
limón hasta 
castaño cía 
ro; pigmen­
to soluble, 
de color de t

beige con 
tonalidades 
dá amarillo de azufre; 
abundante

3

iíAgar de i incoloro 
Czapeck }¡

blanco
discreto

incoloro blanco dis­
creto

Agar-asparagiña-
glucosa

de pajizo 
a amarillo 
limón

de blanco marfil a 
beige claro; 
abundante

de pajizo 
a marillo 
limón

blanco marfil; 
abundante

Agar-as- } amarillo paragina ¡ limón 
-glicerina
, ______ í

beige;abundante amarillo
limón

beige
abundante

Agar de 
Emerson

! castaño; 
t pigmento so 
lubie de co­
lor castaño

beige
abundante castaño; 

pigmento soluble de 
color cas­
taño

heige, con tona­
lidades de amari 
lio azufre; abuñ dante "*
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Agar, al¡ de pajizo 
midón y í a amarillo 
sales j limón 

it
t!
!. _ ___ i__.______ _ .

de beige a ama- j de amarillo i de beige a 
rillo de azufre ¡ limón a amari- : amarillo de 
pálido; abundan ¡ lio anaranja- ; azufre neto; 
te **" j do; pigmento ' abundante 

} soluble de co j 
} lor amarillo*" j 
í limón ;

Agar-patata de amarillo 
pajizo a 
ocre hasta 
castaño cía 
ro; pigmen­
to soluble 
de color de 
te

blanco marfil con tonalida­
des de beige; 
abundante

t

de am¡rillo ¡ blanco marfil 
pajizo a ocre ! con tonalida- 
hasta castaño ¡ des de beige; 
claro; pigmen- ¡ abundante 
to soluble de ¡ 
color de té j 

!
......  i. .

Agar-
avena

amarillo pa 
jizo a ama­
rillo limón

blanco marfil con tonalida­
des de beige, a veces amarillo 
de azufre; abun­
dante

de amarillo a i de beige a 
anaranjado; pig ! amarillo de 
mentó soluble ! azufre; de color limón ¡ abundante

Agar- 
asparagi 
na-glice riña **

iamarillo ¡blanco marfil 
pajizo a !a amarillo 
amarillo ¡azufre? abun- 
limón !dante
...... ! _ ...

amarillo paji­
zo a amarillo 
limón

blanco 
marfil a 
amarillo de 
azufre; abun dante *"

Agar 
extracto de leva­dura- 
glucosa

castaño 
claro; pig mentó solu 
ble de co­
lor castaño

de blanco 
yeso a beige 
claro; abun­
dante

castaño claro; 
pigmento solu­
ble de color 
castaño

' ..

beige
con tonali­
dad marcada 
de amarillo 
azufre; 
abundante

Agar- 
peptona- 
nitrato de pota­sio

de amarillo 
pajizo a 
castaño cía 
ro *"

blanco yeso; abundante
de amarillo 
pajizo a casta­
ño cLaro

ausente
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Agar- : 
tirosina ! 
(Gordon y : 
col., 1955) !

Producción de pigmento so luble de color castaño? *"* 
descomposición rápida de la tirósina

Producción de pigmento so­luble de color negro? 
descomposición lenta de la 
tirósina.

Agar- I Comportamiento idéntico de ambas razas, con ligera
tirósina ¡ producción de un pigmento melanoide(Waksman, !.
1961) ¡

+ GORDON, R.E. y 3MITH M . :  J. Baot 6g, 147, 1955. 
TABLA 3

Comparación entre los caracterea bioquímicos del Streptomyces 
- F.I. 2461 y del Streptomyces michiganensis raza 14970 ATCC

S.F.I. 2461 S. michiganensis.. - ' ' ' 1497o"ATOO

Utilización de la glucosa + +
" " " 1-arabinosa + +
" " " d-xilosa + +
" " " d-fructosa +
" " " maltosa + +
" " " d-manitol + +
" " " sacarosa —
" " " ramnosa —

" " " rnfinosa — —
Hidrólisis de la gelatina +
Ataoue de la tirósina + +
Producción de melamina + +
Hidrólisis del almidón +
Producción de hidrógeno
sulfurado +
Reducción de los nitratos, +
Coagulación y peptonizacion
de la leche + +
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Se concluye que el microorganismo Streptomyces 
F.I. 2461 pertenece a la especie Streptomyces michiganensis.
Las diferencias que se han señalado permiten considerar la raza 
F.I. 2461 como una variedad de esta especie, variedad para la 

5. cual proponemos la denominación: Streptomyces michiganensis
var. amyloli t i cus.

Por la literatura (Hútter, 1963) se sabe que las 
razas pertenecientes a la especie Stretomyces michiganensis 
pueden producir diversos antibióticos de actividad antibac- 

10. teriana y antifungosa; pero no se conoce la producción de 
substancias que tengan actividad antihelmíntica.

El examen efectuado por nosotros ha confirmado 
que el extracto miceliar de la raza 14970 ATCC del Streptomyces 
michiganensis no contiene substancias de actividad antihelmín- 

15. tica.
Por fermentación del nuevo microorganismo Streptomy 

ces michiganensis var. amyloliticus o Streptomyces F.I. 2461 
se ha podido preparar un complejo antibiótico cuyas activi­
dades principales son la antihelmíntica y la. antiprotozoaria. 

20. El microorganismo Streptomyces michiganensis var.
amyloliticus o F.I. 2461 puede conservarse por trasplantes 
sucesivos en terrenos sólidos, o por liofilización de una 
suspensión en leche de sus esporas.

Objeto de este invento es un procedimiento microbio- 
25. lógico para la preparación del complejo antibiótico taimicina

por fermentación del nuevo microorganismo Streptomyces michi-
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ganensis var. amyloliticus en un medio de cultivo que contenga 
una fuente de carbono, una fuente de nitrógeno y sales minera­
les, extracción del antibiótico taimicina y sucesiva separación 
y caracterización de las substancias que lo componen.

5. Particularmente, el microorganismo se hace desarro­
llar en un medio de cultivo líquido, en condiciones aerobias 
y a temperatura de 24-3C a 37^C. y preferentemente a 28&C, por 
un período de 72 a 160 horas. El pH puede variar, según los 
terrenos de fermentación que se empleen, de 6 a 8 : Come 

1 0. fuente de carbono pueden utilizarse la glucosa, la dextrina, 
el almidón, diversas harinas (de maíz, de soja, de trigo, 
etc.) corn steep y otras substancias de uso corriente. La 
fuente de nitrógeno, además de las substancias complejas men­
cionadas antes que contienen nitrógeno, puede ser caseína,

15. hidrolizados de caseína, harina de semillas de algodón y
sales amónicas, tales como sulfatos, fosfatos, cloruros y otras 
substancias de uso común. Las sales minerales útiles para 
la producción dol antibiótico pueden variar según el terreno 
que se utilice, El carbonato calcico está casi siempre presen- 

2 0. te y se pueden agregar además cloruros, sulfatos, fosfatos, 
etc., de sodio, de potasio, de magnesio, de manganeso, de 
hierro, de cobre, de zinc y de cobalto.

La fermentación puede llevarse a rcabo en matraces 
de Eerlenmeyer y en fermentadores de laboratdrio o industriales 

2 5. de diversa capacidad.



El complejo antibiótico taimicina consta de tres 
substancias, llamadas taimicina A, taimicina B y taimicina C, 
las cuales presentan propiedades químico-físicas semejantesy 
pero actividad biológicas diferentes.

La determinación de la concentración del complejo 
antibiótico en el medio cultivo se efectúa durante el período 
de crecimiento del microorganismo, ensayando muestras obtenidas 
por la extracción con alcohol metílico del micelio húmedo. Des­
pués de evaporación del disolvente en vacio, se recoge el resi­
duo con el volumen más pequeño posible de dimetilformamida y lúe 
go se diluye con agua.

Estas muestras se ensayan sobre microorganismos sensi­
bles al antibiótico (por ejemplo, sobre el Rhabditis macrocerca) 
preparando una serie de diluciones de la muestra en examen y 
comparándolas con soluciones del complejo antibiótico de 
título conocido. De manara análoga se pueden titular las 
muestras obtenidas durante las purificaciones sucesivas. Solu­
ciones alcohólicas de las muestras, parcialmente purificadas, 
pueden titularse espectrofotométrioamente a 290 y 320 milimi- 
cras comparándolas con muestras de los componentes del complejo 
que tengan título conocido.

Una vez terminada la fermentación, el complejo anti­
biótico, contenido principalmente en el micelio, se -extrae 
con disolventes orgánicos apropiados, como alcoholes inferio­
res, acetona, cloroformo, cloruro de metileno o metilisobutil- 
CBtona. En la práctica corriente se emplea alcohol metílico 
y, después de tres extracciones efectuadas cada vez con un
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volumen equivalente a l/ 3  del volumen áel cultivo, se recogen 
los extractos y se concentran bajo presión reducida hasta 
l/6-l/ 8  del volumen original.

Se filtra y se centrifuga al precipitado resultante,
5. que contiene 10% del antibiótico, se ajusta la parte sobrenadan­

te a pH 5,8-6 ,2 y se extrae con éter de petróleo para elimi­
nar las impurezas. La fase inferior se extrae con cloroformo 
y el extracto, lavado oon agua, se seca sobre sulfato 3Ódico 
anhidro, se concentra luego bajo presión reducida y se preci- 

10. pita con éter de petróleo o con hexano. El precipitado bruto 
contiene 10 a 15% de antibiótico. Estos productos brutos se 
disuelven en cloroformo o en mezcla de cloroformo/tetracloruro 
de carbono/alcohol metílico/agua y se adsorbe la solución 
sobre una columna cromatográfica de ácido silícico suspendido 

15. en cloroformo.
Se lava con cloroformo para eliminar las impurezas y 

luego se eluye la columna con cloroformo que contiene porcenta­
jes crecientes de alcohol etílico. La elución se efectúa anali­
zando el espectro ultravioleta de muestras de las diversas 

20. fracciones y mediante cromatografía sobre capa delgada. Eluyen- 
do con cloroformo/etanol (3:l) se obtiene taimicina C; eluyendo 
con cloroformo/etanol (2:1) se obtiene taimicina B; y con por­
centajes mayores de etanol se obtiene la taimicina A con porcen­
tajes variables de taimicina B.

25. De los eluatos concentrados se recuperan, diluyendo con
agua y ajustando la solución a pH 6 , los productos parcialmente
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purificados. Mediante evaporación lental del alcohol residual, 
se logra precipitar de los concentrados acuosas las sales sódi­
cas.

La taimicina C se puede purificar todavía más por 
5 . cristalización en metanol/agua.

La taimicinas A y B se purifican por medio de dis­
tribución en contracorriente, utilizando respectivamente la 
mezcla cloroformo/tetracloruro de carbono/alcohol metílico/agua 
(3:2:4:l) y (2 ,5 :2,5 :4 :1); al final se precipitan, en forma de 

10. sales sódicas, 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 físico-químicas:

15. El antibiótico taimicina consta de un complejo de
tres substancias que tienen características físico-químicas 
semejantes, pero actividad biológica diferente.

Todas las substancias se han aislado en forma de 
sal sódica, se presentna como polvos blancos amorfos y son 

20. estables en pH neutro o ligeramente básico.. Resultan solubles 
en dimetilformamida, sulfóxido de dimetilo, dioxano, alcoholes 
acuosos y acetona acuosa; poco solubles en alcoholes inferio­
res, cloroformo, acetona y benceno; y prácticamente insolubles 
en agua y éter de petróleo.. Las principales características 

25. físico-químicas se resumen en la tabla que sigue:
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15.

TAIMICINA A i TAIMICINA B
punto de fusion: 2503¡260aC (con doscom- 
(con descomposición) ¡posición)

TAIMICINA C 
24OS (con deccompo 

sición)'. ***
— ..— — — — — — ¡-— ------------------ --—

J -,23a
;

s- W , + 45B —12a
(c 0 ;9 dioxano) *: *̂7a 
(c 0,77 CH^OH) :+242

%C 60,30 67,26 62,50
1 0. %H 7 ,8 8 7,97 8 ,1 1

%N 4,71 5,98 4,45
%Na 4,01 1.51 2,39
Espectro ultravioleta: 1

I
CH^OH
max

1^ ¡238 y 321 cip. ( E ^
 ̂ 240 y 294 ma ( E ^ 192* ' ^

y 149)
. NaOH 0,05 N en CII^OH^
/[ 244 y 292 mpP(E^.

449 y 255)

max lem 
200 y 140)

235 y 320 nyi ( E ^  
470 y 250)

240 y 290 mu ( E ^  
152 y 157)

246 y 287 m̂ i ( B ^  
154 y 156)

HCl 0,05 N en CH-¡0H 20. / 322,5 mu  ̂ (E^ 50)A  max ^ l^m
322.5 m^ (E^ 300) ningdn máximo



La taimicina B se ha aislado también en forma de 
ácido libre: este muestra el mismo comportamiento farmacoló­
gico que la taimicina sal sódica y prosonta las característi­
cas siguientes: punto de fusión = 24$ac$ % de C = 6 8,8 5,
% de H = 7,81, % de N = 5,35, espectro ultravioleta:

CH^OH 1%
322 (E 306)

max 1 cm

T A B L A  5

Reacciones TAIMICINA A TAIMICINA B }TAIMICINA Cti

Cloruro férrico +
. , ;

+ ; +
Cloruro de titanio - + , ¡
2:4 DNPH + +
Diazo - ! +i
Sal cuprosa verde, ¡!
soluble en cloroformo - + '

Además, las taimiciñas no reaccionan con los reac­
tivos siguientes: ninhidrina, nitroprusiato, Molish, Fehling, 
Bial, antrona, orcinol, Ehrlich y Salcaguchi.

A base de estas características físico-químicas, 
la taimicina B, en especial, muestra algunas analogías con el 
antibiótico ostreptolidigina (Waksman y Lechevalier, The
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Actinomycetes 3, 1962, pág. 371), pero se diferencia claramen­
te de esta no solo por la actividad biológica, sino tambiín 
por las características cromatográficas que se reseñan en la 
Tabla 6 que signe.

T A B L A  6

Cromatografía sobre capa delgada

Estrato Disolvente RfTAIMICINA
A

Rf
TAIRE CIÑA 

B
Rf

TAIMICINAC
Rf
Es-
trep
toladigl
na ***
sòdi
co

MN Kieselgel 
& 254

alcohol butilico/
acctona/agua
(4:5:1)

0,40 0,30 0,70 0,85

Kieselgel G alcohol butilico/
acctona/agua
(4:5:1)

0,60 0 ,3 0 0,75 0,80

Kieselgel HF 
254-366

alcohol butilico/
acctona/agua
(4:5:1)

0,35 0,25 0,50 0,85

MN Kieselgel 
G 254

acotato do etilo/ 
piri dina/ale oho1 
is opropili c o/agua 
(7:2:3:2)

0,50 0,50 0 ,8 0 1 ,0 0

Kieselgel G alcohol propi lie (y 
acetato* do etilo/ 
agua (8 :1 :1)

' 0,45 0,25 0,50 0,60

Alúmina alcohol butilico/ 
piridina/agua 
16:4:3)

0,50 0,30 0 ,7 0
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Actividad antiprotozocria

La activi-r-ad antiprotoaoaria se ha ensayado "in 
vitro" sobre Entamocba.histolytica raza F 22, en terreno mono­
fásico do Buvlova.

5. Despuós de 48 horas de incubación a 37SC, la
lectura microscópica en cámara de Fott ha permitido la deter­
minación de la dosis inhibidora mínima (DIM) como se indica 
en la Tabla 7. Por dosis inhibidora mínima (DIM) se entiende 
la cantidad mínima de las substancias capaz de inhibir total- 

1 0. mente "in vitro" el desarrollo del organismo ensayado.

TABLA 7
Actividad antiprotozoaria "in vitro" sobre Entamocba 
Histolytica raza F 22. DIN en gammas/ce en terreno 
Pavlova

15

20

Fracciones ensayadas )

Taimicina A 
Taimicina B 
Taimicina C
—  " ^

Actividad antihelmíntica

DIN en gammas/cc

6,25
0,78

25

La actividad antihelmíntica so ha ensayado "in
vitro" sobre diversos helmintos, con distintas modalidades.



La- Rhabditis macrocerca, mantenida en cultivos de 
laboratorio, se cultivó en agar tratado con los componentes 
del antibiótico taimicina en diversas concentraciones.

La Syphacia obvelata y la Hymenoleois nana, tomadas 
de ratones infestados experimentalmente, se sumergieron en 
soluciones salinas amortiguadas a pH 7,5. Se aHadieron en 
diversas concentraciones los componentes del antibiótico 
taimicina y se comprobó la supervivencia de los dos helmintos 
con períodos diferentes de contacto.

Por dosis inmovilizadora mínima se entiende la 
cantidad mínima de substancia capaz de inmovilizar "in vitro" 
los movimientos del organismo de ensayo. En la Tabla 8 se 
exponen los datos referentes a la dosis inhibidora mínima y 
a la dosis inmovilizadora mínima, determinadas al cabo de 
1 a 4 horas para las fracciones separadas del complejo anti­
biótico taimicina.
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T A B L A  8

5.

1 0.

Í TAlni CINA A TUMI CINA B i TAimCINA C

Especio
ensayada

Rhabditis ma­
crocerca

hacia ab-velata
Hymenolopi:
nana

{E.ÎED ¡Dosis in- 
/̂bc ¡moviliza- 

jdora'mí­
nima, en I yVee
¡en 1 ion 4 hora horas

31

++ >ioooi íooo

1000 100

MEDi Dosis in- 
6c¡moviliza- 

dora* mí- 
¡nima, en
j Y/°c
¡en lien 4 
^hora¡horas

MID [Dosis in- V/6c hioviliza- 
¡dora'mí­
nima, en 
{/ce

++

++ ta o o o u o o o

1000 100

en 1 en 4 
hora horas

250

++

++

>1000 >1000

>1000 >1000

15.
Explicación: + = no determinada 

++ = no determinable

La actividad antihelmíntica so ha ensayado "in 
2 0. vitro" sobre ratones albinos de 25 g do peso, infestados expe­

riment almente con Hymenolopis nana. Los experimentos so reali­
zaron sobre grupos de 10 ratones cada uno.
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Los resultados demuestran que ol 100% da los ratones 
parasitados con Hyincnolepis nana a los 25 días de la infesta­
ción, so curan con la administración de diferentes fracciones 
del antibiótico taimicina por sonda esofdgina, a dosis cla- 

5. ramonte inferiores a las permitidas por los índices de toxici­
dad. En la Tabla 9 so exponen los índicos do toxicidad aguda 
en el ratón (DL^).

10

15

T A B L A __ 9

Vía de administración TAEEUCINA A TAIMICINA B TAIMICINA C

Oral ^  1000 250 /*100C

intraperit onoal 25 5 250

Los índicos referentes a la actividad terapéutica
20 se reseñan en la Tabla 10
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Actividad
tibiótico

í A B L A 10

antihelmíntica "in vivo" (administración del an- 
taimicina por sonda esofágica durante 5 días

5
Infestación por 
Hymenolcpis nana

i Dosis torapóutica mínima, on mg/kg

TAIMICINA A TAIMICINA B TAIMICINA 0

25 25 50

1 0. Los ejemplos que siguen sirven para ilustrar el 
invento, pero sin limitarlo.

EJEMPLO 1.

15.
Se preparan dos matraces de Brlonnoycr do 300 cc 

que contienen cada uno 60 cc dol terreno siguiente:

Dcxtrina
Caseína
Carbonato cdlcico 

2 0. Sulfato amónico
Monofosfato potásico 
Corn Stccp Liquor 
Agua del grifo hasta

0,5%
o,4%
0,3%
0,01%
0,3%

1 00.
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La esterilización so cfcctda calentando a 1202C 
durante 20 niñatos. El pH del terreno después do la esterili­
zación varía entre 6 ,8 y 7 .

Se inocula cada matraz con 0,5 ce do una suspensión 
5 . de esporas obtenido lavando con 5 cc do agua destilada estéril

la pátina de un cultivo en plano inclinado de Stroptooycos 
F.I. 2461 do 15 días do edad, desarrollado sobre agar-patata 
glucosado.

Se incuban los matraces a 282C durante 24 horas, en 
1 0. un agitador giratorio, con 225 r.p.n. y una excentricidad

do 3 cm.
2 cc de este cultivo so utilizan para inocular 

matraces de 300 cc quo contionon cada uno 60 cc del terreno
productivo siguiente:

15. Almidón soluble 12%
Com Steop Liquor 2,5%
Carbonato cálcico 3%
Sulfato amónico 3%
Harina de semillas de algodón 0,4%

20 .
Sulfato manganoso 0,03%
Cloruro de cobalto 0,0007%
Agua del grifo hasta 100.



So ajusta el pH a 6 ,2 con solución 4-n de hidróxido 
sódico y se esteriliza calentando a 1202 C durante 20 minutos. 
Se incuba a 28a c de la manera quo se ha descrito antes pare 
el cultivo vegetativo. Al cabo do 120 horas de incubación, 
se obtiene uno. producción de 100 microgranos de complejo anti­
biótico por ce do caldo do cultivo.

EJEMPLO 2.

So proccdccomo en el ejemplo 1, con la diferencia 
do que para la fase productiva se emplea el terreno siguiente:

Dextrina 7%
Harina do semilla de algodón 3%
Corn Steep Liquor 3%
Sulfato amónico * 0 ,6%
Carbonato cólcico 0,5%
Monofosiate potásico 0,003%
Agua del grife hasta 100.

So esterilizan mediante calentamiento a 120SC 
durante 20 minutos. Despuós do la esterilización, el pH varía 
entre 6 ,6 y 6 ,8 . Se incuba el cultivo a 2820 en las condicio­
nes que ya se han descrito en el ejemplo 1 .

Al cabo do 120 horas de incubación, se obtiene una 
producción de 100 microgramos do compiojo antibiótico por ce 
de caldo de cultivo.



EJEMPLO -3 *

Su preparan dos matraces 
que contienen cada uno 60 cc dal terreno

Dextrina
Carbonato càlcico 
Sulfato amónico 
Casoina
Corn Stoop Liquor 
Monofosfato po.tdsico 
Agua del grifo hasta

do Erlonmoycr de 300 ce 
siguiente:

4% :
o,5%
0 , 2%

3%
3%
0,003%
100.

La esterilización se ofoctda calentando a 1203C 
durante 20 minutos. Después de la esterilización, el pH dol 
terreno varía entre 6,7 y 7.

So inocula cada matraz con 0,5 ce de una suspensión 
de esporas obtenida lavando con 5 cc do agua destinada estéril 
la pátina de un cultivo on plano inclinado de Strcptomycos 
F.I. 2461 de 15 días de odad, desarrollados sobre agar-patata 
glncosado.

Se incuban los matraces a 283C durante 24 horas on 
las mismas condiciones que en loe ejemplos 1 y 2 .

2 cc do un cultivo así obtenido se utilizan para 
inocular matraces de 300 cc que contienen cada uno un terreno 
productivo de la misma composición que el empleado para la
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fase vegetativa anterior.
Se incuban los matracos a 28aC tal como se ha des­

crito para la fase vegetativa y al cabo de 120 horas la con­
centración del complejo antibiótico es de 120 microgramos por 

5. ce de caldo do cultivo.

EJEMPLO 4.

Se procede cono en el ejemplo 3? con la diferencia 
de que se emplea para la fase productiva el terreno siguiente:

Corn Steop Liquor 1,5%
1 0.

Sulfato amónico 0,4%
Carb onat o có.lci c o 0,6%
Almidón soluble 2%
Glucosa 0,5%
Harina do maís 0,1%

15. Harina de soja 0,4%
Difosfato potásico 0,03%
Aceite de lardo 0,25%
Agua del grifo hasta 100.

Se ajusta el pH a 6,7 con solución de 4-n de hidró- 
20. xido sódico y so esterrUna calentando a 1203 C durante 20 minu-

tos.
La concentración del complejo antibiótico es de 

150 microgranc-s por ce de caldo de cultivo al cabo de 120 ho­
ras



1 0.

15.

20

25

Tres matraces do 300 ce cao contienen 60 ce cada 
uno del terreno de cultivo siguiente:

EJEMPLO 5, *

Loxtrina 4;0%
Cascina 1,0%
Sulfato amónico 0,1%
Corn Stoe? Liquor 1,0%
Carbonat o odici co 0,5%
Moncíosiate potásico 0,03%
Agua del grifo hasta 100,

so esterilizan por calentamiento a 1206 C durante 20 minutos 
y luego so inoculan con una suspensión de esporas de un 
cultivo sobre agar-patata glucosadc (cono en el ejemplo l) 
de Streptonyeos michiganonsis var. cmylclyticus. Luego se 
incuban los matraces a 2860 en un agitador giratorio, a 225 
r.p.n. y durante 24 horas. Con <. 1 contenido de los tres 
matraces so inocula un fermentador de 10 litros que contieno 
6 litros del mismo terreno de cultivo que se ha descrito 
antes.

Se incuba este cultivo a 27SC, con agitación de 
4O0 vuelcas por minute c introducción de 1 litro de aire 
estéril por 1 litro de cultivo y por minuto.

Al cabo de 20 horas, 2,5 litros del cultivo así 
obtenido so utilizan para inocular un fomentador de 80 li­
tros que contiene 50 litros de un terreno de la constitución 
siguiente:
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Dextrina 6,0%

Caseína 2,0%
Corn Steep Liquor 1,0%
Carbonato cílcico o,5%
Monofosfato potásico 0,03%
Agua del grife hasta 100.

L.'
30 Minutos.

sterilisaeión nodiante calentamiento a 120SC por

10

15

La fermentación so efectúa a 27SC, con agitación de 
250 r.p.m. y con una corriente le aite do 0,7 litros per litro 
do terreno y por minuto. Le fermentación dura 110 horas. La 
concentración máxima os de 100 aierogramo? do complejo antiLió-

tico por ce do caldo de cultivo.
El lí-juido de cultivo proco ite de la fermentación

se filtra por medio de un adsorbente silíceo y se obtienen 
una torta y un filtrad''-, el cual se desecha.

20

So lav? la torta con agua, se suspendo luego en 
alcohol metílico y so '.-¡ita.

Se filtra el extracte y se repite la extracción por 
dos veces. Los extractos metanólicor, reunidos, se concentran 
bajo presión reducida hasta unes 5 litros.

Se separa por centrifugación el precipitado de color 
verde-amarillento y luego se lo lava con agua y se le seco, en 

vacío sobro anhídrido fosfórico^ se obtienen 25 g del complejo

bruto
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101

reúnen el filtrado y las lavabas y se ajustan a
pH 6 ,2 ; lucgjo se extrae por dos voces con un volumen do ótor 
do petróleo y a continuación se extrae la fase acuosa con
cloroformo. ;J¿ lava el extracto .con agua, so le soca sobro 
sulfato sódico, so lo filtra y so lo concentra bajo presión 
reducida; añadíonde óter de petróleo al aceite residual, se 
obtienen 10 g de un precipitado amarillo amorfo, que contiene 
alrededor ¿o 15$% del complejo .antibiótico. En total so 
obtienen 35 g de producto bruto, que contienen alrededor de 
3,5 g de antibiótico.

12 g do antibiótico bruto (al 10% aproximadamente) 
se disuelven 300 ce de la fase inferior de la mésela (clorc- 
formo/tetraxloruro de carbono/alcohol metilico/agua 3 :2:4:1 ),
se filtra y so adsorbe el filtrado sobro una columna cronato-

15.
gráfica que contiene 900 g de ácido silícico, suspendidos en
cloroformo. Se lava la columna con cloroformo y so recogen
las fracciones do 1 litro. La elución se efectáa analizando
las muestras do las diversas fracciones mediante cromatografía
sobro cana delgada.

20 .  "  "

Se desechan las fracciones 1 a 4 .
Luego so oluye con méselas do cloroformo/otanol

aumentando progresivamente el porcentaje del alcohol.
Se desechan las fracciones 5 a 20.
fluyendo con cloroformo/ctanol (3:1), las fracciones

25. 21-26 del eluato contienen taimicina C.

POOR
OUAUTY
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1 0.

15.

2 0 .

Bluysndo con oloroformo/otanol (2:1), las frac­
ciones 27-35 contienen principalmente el componente taimicina 
B, con pere ntajes menores d;- taimicina A y tai ai ciña C.

Los elnatos con maq/orcc porcentajes do etauol 
contienen taimicina A.

Se recogen las diversas fracciones y so las concon 
tra hasta pequeño volumen Luje presión reducida; Liego so 
diluye con el mismo volumen de agua, ajustando el pH alrede­
dor de 6.

Hedíante evaporación lenta del alcohol residual, se 
logra cu., se precipiten del concentrado acuoso lee antibióti­
cos, en forma do sales sódicas.

Do las fracciones 21-26 so obtienen 130 tag do 

taimicina C.
De las fracciones 27-35 se obtienen 350 mg do 

taima ciño. B.
De las- fraccionen 36-50, se obtienen 950 mg le 

taimicina A.
La taimicina C co purifica todavía por cristaliza­

ción en aotanol/agua; do 130 mg oo obtienen 90 mg do producto 

puro.
Le taimicina B se- purifica todavía por distribución 

en contracorriente en 40 tubos col aparato de Craig, utilizando 
fases de 25 ce cada una del cisterna cloroformo/totraulorurc de
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oarbono/aleoliol metílico/agua (2,5:2,5:4:1).

Al final, 3.a taimicina B osla contenida on los tabes 
6 a 17; la mezcla B y A está contenida en los tubos 18 a 23; 
y la taimicinc A está contenida en los tubos 24-33.

5

10

Los tres grupos de tracciones se concentran separada­
mente hasta pequeño volumen, so ajusta el concentrado a pH 6 

y luego, evaporando despacio el alcohol metílico, se obtiene 
la precipitación do las sales sódicas. Se obtienen 200 mg do 
taimicina B, 60 mg de mésela y 30 mg do taimicina A, a partir 
do 340 mg do taimicina B bruta.

15

20

La taimicina A se purifica con el mismo procedimien­
to, variando la composición do la mezcla utilizada para la 
contracorriente (cloroformo/tetracloruro do carbono/alcohol 
metílico/agua 3:2:4 :l) y el numero de transferencias, que sen 
100. Partiendo de 800 mg del producto obtenido de la columna 
de ácido silícico, se obtienen de les tubos 15 a 35, 150 mg de 
taimicina B; do les tubos 36 a 49, 100 mg do mezcla; y de 
los tubos 50 a 75, 420 mg de taimicina A.

A partir de la taimicina B (sal sódica) puedo obte­
nerse ol ácido libre respectivo procediendo así: a una solu­
ción que contiene 300 mg de taimicina B en 40 ce do cloroformo 
y 10 ce dr ctanol, se añaden 5 ce do ácido acítico normal. Al 
cabo* do unos minutos, so agregan 45 ce do agua, se agita y 
luego se separa la fase clorofórmica. So extrae con 20 ce de
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cloroformo la fase acuosa, se reúnen los extractos clorofórmi- 
cos, so lava con agua y so socan sobro sulfato sódico anhidro. 

Al cabo de unas horas,, de la solución clorofórmica, filtrada 
y concentrada hasta un volumen do 10 ce, so obtiene 250 ng 

5. do un precipitado cristalino. Le recristalinación en clorofor- 

mo/ctanol da 200 mg de taimicina B, fundente a 245^0.



N O T A

Descrito el objeto Ao la invención, so declara 
nuevas las siguientes reivindicaciones, con prioridad ita­
liana na 16.923 A/6 7 del 7 do junio de 1967*

1. Un procedimiento mierobiológico para la prc- 
5. paración do la substancia antibiótica "caimicina, (constituida

por las substancias taimicina A, taimicina B y taimicina C) 
y sus sales, caracterizado por cultivarse el nuevo microorga­
nismo Strcptomyccs michiganonsis var. atnylolyticus en condicio­
nes acróbias, en terreno do cultivo liquido que contenga una

10. fuente de carbono, una fuente de nitrógeno y sales minerales, 
a temperatura de 24S a 37^C, por un período do tiempo de 
72 a 160 horas y con pH de 6 a 8; por aislarse del caldo de 
fermentación el complejo antibiótico resultante, mediante 
extracción con disolventes apropiados y precipitación sucesiva;

15. y por separarse, si so quiere, el complejo antibiótico on los 
tres componentes taimicina A, taimicina B y taimicina C, 
mediante técnicas conocidas,

2. Un procedimiento mierobiológico para la prepara­
ción do la substancia antibiótica taimicina.

20. Scgdn se describe y reivindica en la presente memoria
que consta do 33 hojas, foliadas y escritas a máquina por
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una
rrcs

sola do cas caras, acompañadas do la documentación 
indiente.


	Bibliographic data
	Description
	Claims



