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SI Invento se refiere  a sustancias con pro- | 

piedades a n tib ió tico s y a lo s  procedimientos de su preparación!

Más particularmente, en conformidad con e l  j 

presente invento se obtiene un nuevo y mejorado a n tib ió tico  j 

que contiene rlfom iclna y sus componentes A, B, C, D, B. 1

El presente Invento se re fiere  temblón a un 

procedimiento para la  producción de rlfom iclna y de sus compo-: 

nentes, e l  oual oomprende e l  cu ltivo  de una cepa productora 

de rlfom iclna del Streptomyces m editerranei, como despuós se 

describe, o cualquier mutación de la  misma producida natural j 

o artific ia lm en te  i en un medio de cu ltiv o  conteniendo elemen- j 
tos asim ilab les de carbohidratos, nitrógeno y sa les lnorgáni- ' 

cas, hasta que se comunique a l medio de ou ltlvo  una actividad i 

an tlb ió tioa  importante, y recuperando de dicho medio la  r ifo -  i
i

miclna y sus componentes. j

La cepa Streptomyoes mediterranei se ha a is -  j 

lado de una muestra de t ier ra  vegetal cerca de s t .  Raphael 

(Branda) y presenta la s  sigu ien tes ca ra c ter ís tica s , observa­

das en varios medios en cu ltivos inclinados durante veinte  

días a 28se. La determinación del color se realizó  segiln Maerz 

and Paul’s Dictlonary of Colourí Me Graw KL11 1950.

Harina de avena agar '.Perfecto desarrollo con super­

f i c i e  l i s a .  M icelio vegetativo  

h ia lin o  a amarillento con re­

verso rosado. M icelio aóreo 

blancuzoo con t in te  rosado. 

Trazas de pigmento amarillo 

so lu b le .



251407 ;
i

Levadura-extracto-glucosa agar: Abundante desarrollo  amarinen}

to a rosado con su perficie  ás­

pera. Escaso m icelio aáreo. 

Pigmentación nula de lo s  me- : 

dios.

Emerson glucosa agar : Abundante desarrollo  amarillee,
!

to a naranja pálido con superé 

f i c ie  áspera. El m icelio  aáreo 

se torna rosado (S/ty’S ) . p lg- ¡ 

mentó soluble color timbar pá- !
j

lld o .

( ' ) Mezcla-harina de avena agar:

Agar Benett

Agar Penassay (DifOo) :

(» )Extracto harina de avena 

melaza agar :

Buen desarrollo l i s o ,  amarllle 

to con ligero  tin te  naranja. 

MLoelio aáreo blanquecino a 

rosado, pigmento soluble am­

barino.

Buen d esarro llo , amarillento  

mudable en naranja-amarillo.

El m icelio  aáreo se tom a ro­

sado. Pigmento ligeramente am­

barino.

Desarrollo pobre.

Abundante desarrollo , superficfl 

áspera, in od oro  hasta amari­

l le n to , m icelio  aáreo blancuz­

co, pigmento soluble ambarino

intenso. (12/H/10)
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Sucroaa^dox Czapek agar

Patata agar

Patata

Glucosa-asparagina agar

i Gli oero 1- asparag ina agar

Desarrollo pobre, delgado e in-j 

coloro basta ligeramente melón j 
( l l /A /8 ) .  Trazas de m icelio  a é - ! 

reo blanco ro jizo . Wingiín pig- | 

mentó so luble.

Desarrollo pobre, delgado e in-j 

coloro. Trazas de m icelio  aéreoj 

blancuzco. Ningún pigmento so- i 
lub le.

Pobre desarrollo  h ia lin o , nln- i 

gdn cambio en e l  color de la  

patata.

Desarrollo muy bueno con super­

f i c i e  l i s a .  Delgado m icelio  ve-j 

getativo de color rosado l ig e -  i 
ramente naranja (10/B/12) y re- j 
verso am arillento. Ningún mice-j 

l i o  aéreo. Algún pigmento solu­

ble ligeramente am arillo.

Como la  gluoosarasparagina agar,

( ')  La mezcla de harina de avena agar contenía, además de la  

i harina de avena (20 g. de avena cocida, f iltra d o s  lo s copos)*» 

i Hldrolizado de oaseina enzim átlca, 5 g .; extracto de carne de
i|

vaca, 3 g . ; sucrosa, 10 g . ; agar, 40 g. en 1000 mi. de Hg O
'!

d estilad a , corregido e l  pH a 6 ,9 .
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(•») Extracto de harina de avena, melaza, agar, conteniendo: 

g lic e r o l, 7,5 g . ; melaza, 7,5 g . ; extracto de harina de avena 

5 g . ; NaCl 4 g . ; agar agar 30 g . ; Hg0 destilad a  1000 mi*; 

pH corregido a 6 ,0 .

Agar Prldham

Fácula agar

Agar n u tr itivo  : Desarrollo moderado con superfic ie  l i ­

sa; rosado melón a naranja (2/B/10) 

con reverso naranja am arillento. Mlce- 

“l io  aireo blanco rosado. NO e x is te  pigj 

mentó so lu b le.

: Desarrollo moderado, l i s o ,  incoloro oon 

manohas de rojo langosta (2 /0 /1 1 ). MiceJ 

l i o  aireo rosado. Ninguna pigmentación 

del medio.

: Desarrollo pobre, incoloro a rosado l i ­

geramente naranja. H id ró lisis  dudosa 

de la  fácula. Escaso m icelio  aáreo blan­

queado.

Dextrosa-triptona agar¡Abundante desarro llo , rosa naranja con |

reverso am arillo dorado a rosa naranja. 

&JLcello aáreo rosado, pigmento soluble  

ligeramente am arillo dorado (9 /J /6 ) .  

Cobalto-agar Hickey ¡Desarrollo moderado, h ia lin o  a naranja 

y Tresnar ligeramente rosado. Algún m ioelio  aáreo.

Algún pigmento soluble am arillento. 

U ros!na agar ¡ Pobre desarrollo .

Ca-malato-agar : Buen desarro llo , incoloro. M icelio aáreo
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Albúmina Dorset agar

Gelatina

N itratos

i Lechada de tornasol

Celulosa

Temperatura

25
: blanquecino con tin te  rosado* NLn- 

: giin pigaento soluble* Digestión  

parcial del Carmalato. 

r Buen d esarro llo , rosado. Ningún mi­

c e lio  adreo ni pigmentación del 

medio.

: ninguna pigmentación. Licuefacción 

pequeña e incompleta*

¡ Desarrollo su p e r fic ia l, coh m icelio  

Adreo sonrosado* Ninguna reducción
¡

en n itr ito s .  El caldo se torna ama- j
j

r i l ie n to . j
I

! Ninguna peptonización ni coagula- ¡
¡

cldn. Be acción ligeramente alcalina*;
I

: Ningún desarrollo  sobre discos de j
i

papel f i ltr a n te  colocados sobre a- ¡
i

gar, con base m ineral, exenta de ; 

carbohidratos*

: Optima, 28eC* a 37flC. tiene lugar a l-  | 

gún desarrollo , pero lo s caracteres |
j

son menos d is t in to s . i

Morfología de la s  colon ias ¡sobre agar Bonette e s ta  raza forma

pequeñas colon ias, (ordinariamente 

de didmetro no mayor de 2mm) con 

contornos Uen defin id os, superfic ie  

compacta pero áspera» recubiertas 

con m icelio  adreo blancuzco. Un

... .. . . . . . .  ' :
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'| Esporulación
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|| Test para la  u t iliz a c ió n  

de fuentes de carbono
i - 

¡I
i!■I
¡i

8 o  ¡!
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: gran ndmero de colonias colocadas ¡
I

sobre agar no desarrolla  m icelio  j 

aéreo, y permanece en su m icelio  j 
vegetativo rojo-naranja, que se 

desarrolla  en un espesor conside­

rable basta que viene a adquirir | 

un aspecto a modo de rooa. ¡

: Ma/83 ordinariamente no esporula !
¡

sobre lo s  medios de cu ltiv o  antes j 
señalados* Cuando tien e lugar la  j 

esporulacidn, la s  esporas apare- ¡
i

oen en cadenas largas, algo torc í- j
¡

das; la s  espiredes no son comunes.;
I

Las esporas son de forma e lip s o i-  '
I

de a oblonga (0 ,8 - l ,0 ^ lx  3 ,0 -5 ,OyU)j. 

¡ io s  cu ltivos sobre agar de base ! 

mineral súplementados con varias I 

fuentes segiin Pridham. y G ottlieb  

no presentan ningán desarrollo: 

Rafinosa, aceta tos, c itr a to s , g l i ­

cina. Todas la s  otras fuentes de 

carbono examinadas mantienen un 

crecimiento moderado a bueno (x l-  

lo sa , arabinosa, glucosa, ramnosa, 

fructosa , manosa, galaotosa, lao- 

tosa , suorosa, maltosa, g l ic e r o l,  

m anitol, in o s ito l ,  suocinato y 

sa l ic iñ a ) •
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El streptomyces mediterrenal se puede caracterizar por: i
!

1) su no adherencia a l grupo cromogénico de lo s  estreptomifie- 

to s .

2) En muchísimos medios vegetativos e l  desarrollo  adquiere un  ̂

color am arillento a naranja ligeramente rosado pero no un 

rojo naranja intenso hasta carbonoso*
i

3) El m icelio  aéreo e s  blanco rosado, pero no adquiere ningún ; 

color naranja o lavanda. Esporulación pobre en la  mayoría i
de lo s medios*

i

4) Los aceta to s, c itr a to s , rafinosa y g lic in a  no se u tiliz a n  

como fuentes de carbono, !If
Por lo  que se re fiere  a la  producción de rifomi-j 

ciña se ha indicado que e l  Invento no se lim ita  a l  empleo de 

la  cepa antes d escr ita  de Streptomyces medlterranei o a otras 

cepas correspondientes a la  misma descripción , sino que com- i 

prenden temblón e l  empleo de variantes de e sta s  cepas, como lasj 

que se obtienen, por ejemplo, mediante se lecc ión  de variantes !
i

o de mutantes obtenidas por tratamiento de suspensiones de espo.—i
ras con agentes autogónicos, por ejemplo de radiaciones IT*Y., 

gas mostaza e t c . .

Para producir r i f  omi c iñ a , se cu ltiv a  strept Play­

ees medlterranei o cualquier otro microorganismo productor de 

rifom icina a una temperatura entre 25® y 37®C y preferentemen­

te a 28fiC, en cu ltivo  aireado sumergido en un medio de cu ltivo  

acuoso conteniendo una fuente de nitrógeno asim ilab le. Como 

fuente de carbono pueden emplearse los carbohidratos después j 

señalados, y derivados de carbono, por ejemplo gluoosa, x i lo s a ,

I
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la c to sa , sucrosa, maltosa, g lic e r o l, manitol, 

nato de fécu la , dextrina, eto . e tc . Son fuentes l i t l le s  de n i- I 

trégeno, por ejemplo lo s amino-ácidos y mezcla de lo s mismos, i 

los péptidos y proteínas y sus hidrolizados como pqptona, ex- i 

tracto de carne, extracto de harina de avena, harina de so ja , !
i

corn steep liquor, aolub illzaoiones de pescado, fracciones j 

acuosas de granos de sem illa , destilados solubles e tc . La fer  

mentadén puede llevarse  a cabo durante 24 a 180 horas. El pH : 

in ic ia l  se ajusta  ordinariamente a unos 7 a 8 , decrece en e l  i 

decurso de la  fermentacidn a 5-7 . Ordinariamente los mejores 

resultados se obtienen después de un tiempo de fermentacidn 

de 48-72 horas; después de este tiempo se logra un excelente  

rendimiento en a n tib id tlco .

Después de completada la  fermentacidn puede 

a is la r se  la  xifom lcina por e l  sigu ien te  procedimiento:

El medio de fermentacidn se f i l t r a  a un pH 

f in a l  de 5,’0 a 7 ,0 , o después de haberse ajustado a 7 ,5 -8 ,5 , 

a una temperatura de 26-28fiC o in fer io r . El f i ltr a d o  se ajus­

ta  rápidamente a pH ácido para asegurar la  a sta b iliza c id n  óp­

tima de la  sustancia a n tlb id tlca . La sustancia activa  se ex­

trae con d iso lventes in so lu b les en agua, como butanol, aceta­

to  de e t i l o ,  prop ilo , butilo o am ilo, cloroformo. La relacldn  

entre e l  volámen d el medio y e l  d e l disolvente puede variar  

segán e l  d isolvente elegido; de ordinario la  xelacidn es de 

2:1 a 10*1.

Una parte de la  sustancia a n tib id tica  e s  in­

soluble en medio ácido y por f iltr a c id n  puede recuperarse d i-
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rectamente del medio, s i  ee quiere, an algunos casos, e l  f i l ­

trado puede extraerse con d isolvente orgánico para recuperar 

más an tib ió tico  a ctiv o . La porción insoluble puede d isolverse  

en e l  mismo d isolvente y combinarse con e l  extracto  orgánico 

procedente de la  extracción del f i ltr a d o . El medio acuoso re­

sid u a l, despuás de extra ído , contiene todavía actividad micro- 

- b io lóg ica  que no puede extraerse con e l  d isolvente orgénioo 

usual. Puede, s in  embargo, adsorberse sobre carbón a un pH 

ligeramente ácido y recuperarse por e lu ción  con a lcoholes so­

lub les en agua, por ejemplo metaaol o etan o l.

Los m icelios retienen tambián alguna a c t iv i­

dad m icrobiológica. Esta puede extraerse del m icelio  por los  

d iso lven tes antes citad os o simplemente por algunos lavados 

oon agua, y de la  d isolución  acuosa ac id ificad a  la  actividad  

b io lóg ica  se transmite a lo s  d isolventes arriba citados.

Una vez que la  actividad a n tib ió tlca  se ha 

transferido a l d iso lven te , e ste  se d e s t i la  a l vacío a un pe­

queño volámen bajo corriente de nitrógeno a una temperatura í«  

fe r io r  a 30%. Por adición  de á ter  de petróleo u otras mezclas 

de hidrocarburos p recip ita  una sustancia parda que presenta 

una elevada actividad contra la s  bacterias gram-positivas y 

la s  m icobacterias. Este producto impuro es un polvo amorfo de 

un color ligeramente pardo a pardo negro que algunas veces t i e  

| ne tonalidades verdosas. Está constitu ido por una mezcla de ;

| sustancias con actividad a n tib ió tlca . Una cromatografía sobre 

papel Whatman ns 1, empleando un sistema d iso lvente  formado
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por agua conteniendo 5 por c ien to  de cloruro amónico y 1 por
« i
! c ien to  de ácido ascórbico, desarrollada sobre placa agar e 

j inoculada con saroina p ite a , presenta por lo  menos cinco zo­

nas de inh ib ición  que nosotros hemos defin ido con la s  le tr a s  

| mayúsculas A a 15 en orden creciente del valor R f  desde e l  

' punto de deposición de la  gota. Las manchas C y D son de ordi 

¡¡ nario más grandes que la s otras* No puede exclu irse  la  exia-

;! ten cia  de otras fracciones. La f ig .  1 presenta un oromatogra^
'¡ ¡
¡| ma obtenido como antes se ha de so r ito . i

En lugar de precip itar la  mezcla a n tib ió ti-  | 

oa del d isolvente extractor, e s ta  puede extraerse nuevamente 

¡> mediante d isoluciones tampon con pH 7 ,0  a 7,5 y luego a pH 

| 10,0 a 10 ,5 . Este ajuste de pH permite una separación apro-

| ximada de la s  diversas fracciones que forman e l  polvo impuro ; 

l| t o ta l .  Con pH 7,0  a 7 ,5 , l a  rifom icina B, de naturaleza maiv
¡i

| oadamente áclda, se extrae selectivam ente. Las otras fraccio ­

nes se extraen a un pH más elevado. Debido a la  pequeha es-

í tablll4a4 461 antlbl4tlc0 9n m941° nautro y axcallno 98 i
cesarlo emplear d isoluciones tampon conteniendo 0 ,5  a de !

I¡ |
! ácido ascórbico o de otras sustancias de efecto  estab ilizad or  i 
'! ¡

análogo. La relación  d el volámen entre e l  d iso lvente y la  di­

solución tampon a lo a lin a  varía mucho con e l  d isolvente emplea 

■'i do y con e l  valor del pH. De una d iso lución  en aoetato de e t i -a
ii lo  conteniendo l $ de aotividad, se realizan  tres extracciones 

'i con 1/10 0J& volámen de la  d isolución tampon con pH 7 ,0 -7,5  

I para transportar la  fracción B a la  fase acuosa, y tre s  ex- 

| tracciones con 1/5 en volámen de la  d isolución tampon con pH 

10,0-10,5  oon 1 fo de ácido ascórbico se requieren para llevar
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¡ lo s  otros componentes a la  fase acuosa.

|| De la  fa se  acuosa se obtienen lo s  a n tib ió ti-

i eos en estado semipuro por a c id ifica c ió n  y extracción con un 

>! d isolvente como e l acetato de e t i lo  o cloroformo, por evapora-

j¡ ción del disovente y precip itación con áter  de petróleo . A lter
!'
' nativamente lo s  a n tib ió tico s  pueden p recip itarse  de la  fa se;! i
'¡ acuosa por a c id ifica c ió n  y reunirse luego. ¡

| Las purificaciones de la  mezcla impura pueden j
| rea lizarse  por cromatografía sobre varios agentes adsorbentes, !
i i

‘ por ejemplo f l o r i s i l ,  previamente tratado con una d iso lu ción  i
i! metanólica de ácido clorh ídrico . La mezcla impura se disuelve i

:¡ en un d iso lven te , por ejemplo acetato de e t i l o ,  se adsorbe so­
l í
ij bre una columna de f l o r i s i l  y se eluye con e l  mismo disolvente
ij j
¡I o con mezcla del disolvente con polaridad crecien te. Los elua- J

i

|| tos con co efic ien tes  m iórobiológicos muy elevados son lo s  que \

, contienen rifom ieina C y D. !S
A continuación describimos e l procedimiento 

; para a is la r  lo s cinco componentes principales del an tib ió tico  

¡j impuro y algunas propiedades f ís ic a s  y químicas que servirán  

! para su id en tifica c ió n .
i ;

Rlfomlclna A. Posáe un coefic ien te  B f  de 0,00- 

/ 0 ,10  en la  t ir a  cromatográfica con e l  sistem a antes d escrito .

;¡ La rifom ieina A se a is la  de la  mezcla impura mediante d iv is ió n
• i

jen  contracorriente en un sistema de dos fa ses metanólioo!

¡0 ,01 N ácido clorhídrico/benzeno: áter  de petróleo (10S5J15J5).

;¡ Despuás de 160 transferencias se  recoge la  rifom icina A en lo sj i
| tubos 150 160 directamente de la  fase  l ig e r a . Despuás de concen



,! I
:! tración y p recip itación  en áter de petróleo se obtiene la  r i-  I 
'i I
! fomicina A en forma de un polvo amorfo pardo oscuro. i
‘.i ;• i
¡i La rifom icina A es inso luble en agua y solu- i
’i I
| ble en lo s  á lc a l i s .  Cuando se d isuelve en aoetato de e t i lo  j

5 !j presenta en la  porción v is ib le  un espectro de absorción a i

460 np. Después da ag itar  la  d isolución de acetato de e t i l o  j

con una d isolución ácida aouosa a l 1% de cloruro estannoso, ;

e l  máximo de absorción se cambia en 428 ¿qu; puede obtenerse

,| e l  mismo e fecto  agitando con una d isolución  acuosa a l  1$ de

10 !j ácido asoórbico. El máximo a 460 mu puede tambián obtenerse ¡

agitando la  d iso lución  de acetato de e t i lo ,  con disolución a l
’ i

| 0 ,1$ de ferricianuro potásico. La rifom icina A es probablemen j
| te  de naturaleza quinónica, con posibilidadyde reducción oxf- i
!: !
| dica reversible*

15 Rifomicina B- Tiene un coefic ien te  Rf de 0 ,8 - 0 ,30 sobre la  

t ir a  oromatográflca con e l  sistema antes d escr ito . La rifom l- 

clna B es de naturaleza marcadamente ácida y puede a is la r se

disolviendo la  mezcla impura en un d iso lven te , como por ejemplo
! Í

acetato de e t i l o  o cloroformo, y extrayándola de la  disolución  

20 orgánica con tampón de fo sfa to  a pH neutro (6 ,5 -7 ,5 ) .  La r lfo -  

micina B pasa a la  fase acuosa, y puede además precip itarse  

i por la  adición de áoidos, o extraerse nuevamente de la  d iso- 

í! luclón  acuosa acid ificad a  con acetato de e t i lo .  Despuás de 

ooncentrar, la  fracción 5 de acetato de e t i lo  precip ita  en un 

25 i estado, semipuro. Otras cr ista liza c io n es en aceta to  de e t i l o  o 

i benzeno suministran e l  producto puro.
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La rifom icina B aparece como c r is ta le s  bri­

lla n te s  am arillos. Se torna oscura a 165 fiC y no funde per 

bajo de 300fiC. La disolución acuosa saturada posáe un pH de i

lu id os, soluble en d isoluciones de bicarbonato, con desarro­

l lo  de anhídrido carbónico. En ácido su lfd rico  concentrado ;
i

se disuelve con odoración roja. Es poco soluble en'metanol, J 

ligeramente en etan o l, cloroformo, acetato de e t i lo  y aceto- j 
na, muy fácilmente en benzeno y prácticamente insoluble en

áter  de petróleo, tetracloruro de carbono, ó ter  e t í l i c o  e |
|

hidrocarburos. Decolora la s  d isoluciones de permanganato po- i 

tá s ic o , reduce e l  l ic o r  de Eehling, e l  reactivo  Tollens, ab-
i

sorbe e l  bromo, se reduce catalíticam ente por hidrógeno. Por ; 

tratam iento/ácido n itroso y á lc a l is  da una coloración roja j 

in tensa . No reacciona con ninhidrina, aunque reacciona des- j 

puós de fuerte h id r ó lis is  áclda, no se  d isocia  y no reacciona j

con diazoderivados aromáticos. No dá la  reacción Mollsh y no 

reduce e l  tr lfen llte tra zo llu m . Sin embargo reacciona con c lo­

ruro férrico  para dar una coloración roja.

resultados principales: C 61,75$; H 6,72$? N 1,88$} O 29,22$. 

De esto  puede derivarse la  sigu iente fórmula condensada: 

C39II47=53® 14* ** rifom icina es ópticamente a ctiv a , presentan-

nol y agua pie santa dos grupos funcionales ácidos: pĤ  1/2

3 ,6 . Es muy fácilm ente soluble en agua y ácidos minerales d i­

El a n á lis is  elemental dló lo s  sigu ien tes

metanol, determinado en polarímetro fo-

to e ló c tr ic o )•

Un ensayo potenoiomátrico en mezcla de matar-
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unos 2 ,8  (peso equivalente 780), pHg 1/2  unos 6 ,7  (peso equi- j

valente 765) • SI peso molecular determinado en ciclohexanol j

segín Rast es de unos 750. SI espectro U.V. y e l  v is ib le  en j

agua presentan un lomo a 280-230 om, (E ^  =813) y dos máximos

a 305 mjn (S^am=246) y a 430 np (E 202). El máximo en e l

v is ib le  en acetato de e t i lo  es a 415 m̂  . El espectro U.V. y j

e l v is ib le  de la  rifom iciná B en tampon de fo sfa to  a pH 7 ,3  j

presenta máximos a 223 m# 555) » 304 ayu 275  ̂ y a ^
425 m«. (E1^ 220). El espectro se reproduce en la  f ig .  2. i 

'  lcm ¡
El espectro infrarrojo de la  rifom iciná B se re-j

produce en la  f ig ,  3. Fresanta máximos de absorción en los s i— {i-1  !guientes valores expresados en om J3465, 3330, 1742, 1730 ¡

(lomo), 1705 (lomo) 1673, 1602, 1575, 1550, 1445, 1342, 1800, ¡
i

1267, 1240 (lomo), 1205, 1180, 1165, 1102, 1073, 1048, 1020, j 

975, 948, 915, 905, 850, 795, 760, 730, 680. j

Siendo la  rifom iciná B de naturaleza ácida, dá j 
sa les con bases inorgánicas y orgánicas. Nosotros hemos prepa­

rado la s  sa le s  mono y di sádicas, de las cuales la  primera es 

ligeramente soluble en agua y la  última francamente so lub le.

Las d iso luciones presentan un pH 5 ,2  y unos 7 ,0  respectivar  

mente, Estas d iso luciones son muy esta b les .

Las sa le s  con las sigu ien tes bases orgánicas se 

han preparado temblón* dibencilamina, quinina, 1-p-clorobenzil- 

2-p lrrolid ilm etilbenzolm idasoles, di benziletilenodiam ina, 2- 

metil-6-amínoheptano y otras. Todas estas sa le s  tienen poca 

solubilidad en agua y presentan posib ilidades de aplicación  

terapáutica.

I
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Rifomicinas G y D - Estas fracciones presentan en ge 

neral valores idénticos Rf en la  mezcla cromatográfica indioai- 

da (RfaO,45 - Q55). Las zonas de inhib ición  son continuas y 

se unen por un istmo largo. Las rifom icinas c y D se a ís la n  

en estado semipuro de la  mezcla impura por d iv is ió n  en contra­

corriente en un sistem a b ifá s ico  formado por metanols 0,01-EF 

ácido clorhídrico/benzeno: é ter  de petróleo (10:5:15:5). Con 

85 transferencias e l máximo de rifom lcina C se forma entre e l  

tubo 55 y e l  65 y de rifom icina D entre e l  tubo 55 y e l  45. 

Extrayendo los contenidos de lo s  tubos con benzeno o acetato  

de e t i lo  o clorofonno u otros d iso lventes s im ilares , concen­

trando los extractos y precipitando con é te r  de petróleo u 

otras mezclas de hidrocarburos, se obtienen la s  dos r ifom ici- 

nas como polvos amorfos con un elevado grado de pureza.

Las rifom icinas 0 y D aparecen como polvos pardo os­

curo con tonalidades verdosas. Son solub les en lo s  disolven­

te s  orgánicos usuales, prácticamente in so lu b les en agua. Una 

disolución acuosa en tampon con pH 8 ,0  -1 0 ,0  se obtiene agre­

gando ácido ascórbico como agente estab ilizad or . Los espectros 

U.V. y v is ib le  de la s  dos rifom icinas c y D son sim ilares. Los 

máximos a 585-390 üjk y 460 ryt en metanol y acetato de e t i lo  

son muy c a ra c ter ís tico s . El máximo a 460 rn̂t en acetato de e t i ­

lo  se cambia en 422 ¡aja después de agitar la  d isolución  en ace­

tato  de e t i lo  de la  rifom icina C o D con d iso lu ción  acuosa a 

0 ,1#  de cloruro estannoso o d iso lu ción  acuosa a l  1# de ácido 

ascórbico. Agitando más con d iso lución  acuosa a l  0 ,1 #  de fer r i  

cianuro potásico , e l  espectro presenta nuevamente e l  máximo a
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460 m/< . Esto demuestra que la s rifom ieinas C y D son sustan- j 

c ia s  con propiedades oxido-reductores rev ersib les , como la s  ji
quinonas.

!
Propiedades de la  rifom iciha 0 .-  A n á lis is  elemen- , 

ta i:  C,61,51$; H, 6 , 739$; N, 4,21?$i 0 , 87,55?$ (por d iferen cia ). 

La rifom icina 0 da reacciones p ositivas sobre reactivos To- 

l le n s  y Fehling, con cloruro fér r ic o , yodoformo y permangana- 

to . La reacción con ninhidrina es negativa, pero se torna po­

s i t iv a  después de fuerte h id r ó lis is  ácida. El espectro v is i -
máximos -yat

ble en acetato de e t i l o  présente/a 388 taja ( K 7̂  78) y a 460 m*
H  l0m( E ^ 1 3 4 ) . La rifom icina C es insoluble en agua, ácidos mine­

ra les y bicarbonato, soluble en carbonato sádico, metanol, 

acetato de e t i l o ,  cloroformo y acetona, e insoluble en é ter  

e t í l ic o  y éter  de petróleo.

Propiedades de la  rifom icina D.» A n álisis elemen­

ta l:  G, 62.17?$; H, 6.58?$; N, 3.53?$; O, 87.72?$ (por d iferencia) 

La rifom icina D da reacciones p ositivas con lo s  reactivos To- 

l le n s  y Fehling, con cloruro fér r ic o , yodoformo y permanganat© 

La reacción con ninhidrina es negativa antes y después de la  

h id r ó lis is .  El espectro v is ib le  en acetato de e t i l o  presenta 

máximos a 138 m[ ( * ^ 7 9 )  y a  460 mu (E ^  115). Es insoluble  

en agua, ácidos m inerales, bicarbonato, é ter  e t í l ic o  y é ter  

de petró leo , y soluble en carbonato sód ico, metanol, acetato  

e t í l i c o ,  cloroformo y acetona.

Rifomicina S -E sta fracoión presenta un co efic ien te  

Rf de unos 0 ,7 -0 ,8 sobre la  t ir a  cromatogréfica. se a is la  de 

la  mezcla impura por d iv is ió n  en contracorriente con la  mezcla 

metanólica: 0,01-N ácido clorhídrico/benzenoj Eter de petróleo

• •• ^
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(10 :5 :15 :5 ). Con 160 transferencias} l a  mayor parte de la  r i-  

fomioina E se a ís la  en lo s  10 primeros tubos» por extraoeión  

de la  fa se  acuosa ácida con acetato de e tilo »  concentración 

del extracto 7 precip itación  con é te r  de petró leo . La fracción  

E es un polvo amorfo ligeramente pardo. El espectro v is ib le  en 

acetato  de e t i lo  presenta un máximo a 400 m/; que pexmanece in a i 

tarado después de ag itar  con disoluciones d ilu idas de ferrio la -  

nuro potásioo o cloruro estannoso.

Como antes se La indicado» la  rlfom iclna y 

sus componentes presentan un grado elevado de actividad contra 

la s  bacterias gram -positivas y la s  m icobaeterias. 'Tests b io ló­

g icos se han efectuado separadamente con rlfom iclna B y oon 

una mezcla de las rifom lciñas A» c , D y E, que después se de­

signará como «complejo de rlfom iclna».

El sigu ien te  cuadro i lu s tr a  la  actividad an­

t ib a c te r ia l in  v ltro  de l a  rlfom iclna B y d e l complejo de r i-  

fomlclna sobre un gran número de microorganismos gram-positi­

vos y gram-negatlvos. Las c ifr a s  representan la s  concentracio­

nes mínimas in h ib ito r ia s  en /m i.
V

Cepa Blfomicina B Complejo
de RLfomicina

MLerococcus pyogenes var. aureus ATCC 6538 0,025

MLcroooccus pyo genes var. aureus ATCC 13301 0 ,1

MLerococcus pyogenes var. aureus ATCC 9144 0,025

MLcrocoecus pyogenes var. albus ATCC 12228 0,025

s .  pyogenes var. aureus gray Weinsteln 0 ,1

8. fa ec a lle  AlCC 10541 0 ,5

8« hemolyticus C 203 0,025

0,01

0,025

0,01

0,01

0,05

0,05

0,0025
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Cepa Rifomicina B Complejo de Rifo-

miel na

1 9 .-  '

i1¡ S. m aatitid is ATCC 7077 0,5 0,05
j S. bovis ATCC 9909 0,85 0,085
i
i N eisseria  catarrhalis A1CC 8176 0,5 0,05
ii N eisseria gonorrhaeae A ICC 9886 8 0,1

5
i

Diploeoccus pneumoniae XXXVII L 0,05 0,01
i
i Sarcina lú tea  ATCC 9341 0,5 0,085
¡i Sarcina subflava ATCC 7468 0,5 . 0,085
i M .  flavus ATCC 10840 0,85 0,01

j B. s u b t i l is  ATCC 6633 8,5 0,85

10 i
i B. cereus ATCC 10876 5 0,85
¡
í B. anthracis 1 0,05
I;!i1 Clostridlum perfringens ATCC 3886 0,5 0,05

!j k le b s ie lla  pneumoniae ATCC 10031 >  800 80
|
i

k le b s ie lla  pneumoniae capsúlate >800 100

15 i
; Escherichia c a li  McLecd 10536 >800 50

Pseudomonas aeruginosa G ottlieb >  800 75

i Pseudomonas fluorescens ATCC 11851 >800 85
1i1I Proteus vulgar!s X 19 H ATCC 881 >  800 50
1;i Proteus morganii ATCC 9837 >  800 50

80
i
ij Protáus re ttg er i ATCC 9919 >  800 50

i Shigalla  sonnei ATCC 9890 >  800 75
i S h igella  dysenterlae ATCC 9583 >  800 80

Salmonella typbi >  800 150

i Salmonella paratyphi ATCC 9150 800 150

85 í Salmonella scbottm uelleri ATCC 9149 >  800 150

Brucella abortus 150 10

í Brucella me lite n  s i s  ATCC 4309 75 10
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Cepa Rifomicina 6 Complejo de 
Rifomioina

P asteu rella  p e stis  ATCC 87 NIH 100 10
Mycobacterium ranas 50 10
Mycobacterium p h lel ATCC 10142 0,05 0,5
Mycobacterium m lnettl 100 10
Mycobacterium app. 607 100 10

Nocardia asteroides >  200 50

Mycobacterium tuberculosis ver* hominls

H 37 Rv ATCC 9360 0,05 2

Candida alblcans ATCC 10231 > 2 0 0 > 200

Iticophyton mentagrophytes ATCC 8757 >  200 >  200

Por la s  c ifr a s  anteriores puede verse que lo s  a n tib ió tico s  son

particularmente activos contra microorganismos gram -positlvos, I

con algtin grado de actividad sobre lo s  b a o i l l í .
! !  ¡
! Se ha examinado la  toxicidad aguda de la
li
¡j rlfom lcina B y se ha comprobado ser  extraordinariamente peque-
li

fia, partículan&ente s i  se tiene en cuenta que e l  a n tib ió tico  

I; posee un grado de actividad muy elevado. El sigu iente cuadro 

!' contiene lo s  resultados obtenidos*

i ;

Animal vía I&50 en me/*g
Ratón Intravenosa 2040

Intraperitoneal >  2000

Ratón Subcutánea >  2000

Bata Intravenosa 1680

Intrape r i  toneal >  2000

Subcutánea >  2000

La toxicidad aguda d el complejo de rlfom l

ciña» aunque no tan favorable, es s in  embargo muy baja y asegura

jji ¡



21.-

251407
un amplio campo de seguridad. La adm inistradón intravenosa a 

lo s  ratones d ió un I%o de 26S mg/kg:

La activ idad  in  vivo d el complejo de r ifo -  

miclna y de rifom iclna B se ha ensayado con resultados muy 

sa tis fa c to r io s  en ratones fuertemente inyectados con mioroor- 

ganismos diversos gram-positivos patógenos.

Todas la s  inyecciones aqtií señaladas se 

han realizado por inyección in traperltoneal de 10 a 100 dosis 

le ta le s  de un cu lt iv o  de 15-20 horas de lo s  microorganismos 

patógenos, ¡vientres lo s  animales de control morían siempre 

dos a tres d ías después de la  in fecc ió n , la  supervivencia f i ­

nal de lo s  animales tratados se anotó siempre doce d ías des­

pués de comenzar lo s  experimentos.

Algunos de lo s resultados a s í obtenidos se 

resumen en e l  sigu ien te  cuadro.

Actividad in  vivo del complejo de rifom iclna y rifom iclna B 

por administración subcutánea durante s ie te  d ía s .

(Vbr cuadro en página sigu iente)



2 2 .-

251407
Infección A ntib iótico Dosis Adminis supervivían

d iar ia t  radón te s  después
mg/kg ñor d ía 12 d ía s.

streptocoocus haemoly- 
t ic u s  fe203

Complejo de 
rifom idn a

100 2 80/20 100# 

20/20 100#75 2

50 2 20/20 100#

30 2 19/20 95#

80 2 13/20 65#

10 2 4/20 20#

Staphylocooous aureus 
Weinstein

complejo de 
rifom idn a

100 2 80/80 100# 

80/80 100#75 8

30 2 19/20 95#

80 2 9/20 45#

10 2 8/80 10#

Streptoooccua haemoly- 
t ic u s  E 803

rlfom iclna B 400 4 20/20 100# 

80/80 100#300 4

800 4 16/20 80#

200 4 6/20 80#

400 2 20/80 100#

300 2 19/80 95#

300 2 13/20 65#

200 2 4/20 20#

Diplococcus pneuooniae 
f f lV II  L

rifom idn a B 350 4 10/20 50# 

4/20 80#350 2

sa l de dibenzylethy- 350 2 20/20 100#
lendiamina de r ifo»  
o le ín a  B
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Se ve que e l  complejo de rifom ioina presenta una ! 

actividad muy enérgica en e l  control de in feccion es de lo s  ra-1 

tonas debidas a l streptococcus y Staphylococcus y en general i 

contra la s  bacterias gram -positivas. Una dosis terapéutica a l  |

100# de 5Qmg/kg parece ser  muy baja para comprobar un an tlb lé- ¡
i

t io o  por v ía  intravenosa con Lifco.del orden de 850-300 mg/kg. \ 

La rifom lcina B, aunque menos a c tiv a , presenta i

sin embargo un co efic ien te  terapéutico mejor, atendida su tcv ]
!

xloldad extraordinariamente baja. Bn la  sangre humana sana se j 

han obtenido n ive les del a n tib ié tlo o  con dosis d iarias de 500 

a 1000 mg por adminlstraccién intramuscular.

El a n tib ié tlo o  ha demostrado una extraordinaria  

u tilid a d  en pacientes afectados de abscesos de loea lizac ién  

d iferen te , m a stit is , o t i t i s  media purulenta e tc . La dosis día  

r ia  aplicada fué generalmente de unos dos gramos administra­

dos en dos inyeooiones intramusculares, siempre se observé un 

rápido desoenso de la  temperatura con resolucién  del proceso 

inflam atorio en no más de tres a cuatro d ías de tratamiento.

La aplioaolén  tép ica  sobré heridas infeotadas de d iferente t i ­

po, usando disoluciones acuosas del a n tib ié tic o , tuvo también 

é x ito , produciendo un desoenso rápido de la  supuracién y de 

l a  secreoién  en general, con la  subsiguiente rápida curaclén  

de la s  heridas.

Estos resultados se obtuvieron muchas veces después 

tratar s in  resultado con otros a n tib ié tie o s .

Para ilu s tr a r  mejor e l  objeto d el invento señala­

mos a continuadén dos ejemplos de fexmentaeién del streptoemy-
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oes mediterraneus

Ejemplo 1

Un c u ltiv o  de s tr .  mediterraneus se continuó durante 6 a 8 

días sobre agar Bennet a 88fiG. El organismo se lavó de la  p ía  

ca inclinada de agar y se inoculó asépticamente en un frasoo  

de 500 mi conteniendo 100 mi de medio de cu ltivo  sembrado oon 

la  sigu iente composición.

Extracto de carne de vaca 5g

Extracto de harina de avena 5g

Peptona 5g

Hidrollzado caseína 3g

Glucosa SOg

Nací 1,5

HgO hasta 1 l i t r o

El pH se  ajustó oon RaOH a 7 ,5 .

Los frascos a s í  inoculados se agitaron durante 

48 horas a 28CC en un agitador a ltern ativo . Uno de lo s  fras­

cos de cu ltivo  se inoculó en un prefomentador de 10 1. conte­

niendo 4 1. d el medio de cu ltivo  sembrado anterior. La fermen­

tación se desarrolló a 28CC con 800 r.p.m . y a aireación de 

1 v/v/m. Después de 24 horas de d esarro llo , e l  m icelio  ten ía  

una apariencia fuertemente fragmentada. El co efic ien te  de cé- 

lu la s  aglomeradas fué de 5 a 5$. En la  sigu ien te  fase se empleé 

un termentador de c r is ta l  de 20 l i t r o s  con 10 l i t r o s  del siguie¿  

te medio de fermentación*

Harina de soja 5g
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MgS04.7HgO lg
Glucosa 50g

KH8P04 3g

CaC03 9g

CuS04.5HgO 3 .3  mg

EeS04 .7Hg0 10 mg

ZnS04.7EgO 50 mg

MnS04«4Eg0 4 mg

H20 hasta 1 l i t r o

SI pH se corrig ió  con NaOH a 7 ,0 . La e s te r iliz a c ió n  durante 

30 minutos a 120^0.

se empleó como inóculo 10% del prétermentadori
i

La fermentación se desarrolló  a 28^0 con a g ita  

ción a 800 r.p.m. y a ireación  de 0 ,8  v/v/m. Como antlespumante 

se empleó s ilic o n a  A* En e l  deourso de la  fermentación e l  cal­

do adquirió un oolor naranja-rojo c a ra c ter ís tico . Despuás de 

43 horas de desarrollo  se obtuvo un volumen de 20-25% de oclu­

ía s  aglomeradas.

El pH ael caldo fuá de 5 ,6 -5 ,4 . se obtuvo la  

actividad an tlb ió tioa  máxima despuás de 40-50 horas (300-400 

^ /m l de la  mezcla antib ió tlca ) cuando e l  caldo estaba consumí 

do.

Ejemplo 2

Un cu ltiv o  de s t r .  medlterraneus se preparó 

en un frasco agitando como se describe en e l  ejemplo 1. Para 

e l  preoultivo se continuó en un termentador de c r is ta l  de 10 

l i t r o s  con 4 l i t r o s  de medio conteniendo:

•.i . * .. • .. #v~.»y£-yí
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Lactosa

Glucosa 

(NH4) 2S°4 

Harina de soja

.7HS0

* V ° 4  
ZnS04.7H20 

CuS04.5HgO

lOg

lOg

7g

5g

l e

ig

20mg

5mg
i

Después ae 84 horas de d esarro llo , e l  volumen de célu las agio- ;

meradas fuá de 6-8$. se empleó un inóculo del 10$ para un fer -  ¡
I

mentador de c r is ta l  de 80 l i t r o s ,  con 10 l i t r o s  de medio de feij
j

mentación conteniendo! j

Corn steep liquor 20 g
Harina de soja 5 g
(nh4) 2so4 6 g
MgS04.7HgO 1 g

Glucosa 50 g

KHgP04 3 g

CaCOg 9 g

ZnS04.7HgO 8 mg

CuS04 .5H20 5 mg

HgO basta 1 l i t r o

El pH se corrig ió  con NaOH a 7 ,0 . E ster iliza c ió n  durante 30 

minutos a 120fiC. La duración de la  fermentación fuá de 60 ho­

ras a S8fiC. El pH del caldo Termentador a l acabar fuá de 5 ,6 -5 ,  

La actividad a n tib ió tica  f in a l  fuá de 400  ̂ /m i.

3!
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La presente patente de Invención comprende la s  

sigu ien tes reivindicaciones*

1 .-  Procedimiento para la  obtención de un nuevo 

a n tib ió tico , caracterizado porgue comprende e l  cu ltivo  de un 

microorganismo productor de xifibmiolna en un medio nu tritivo  

acuoso en condiciones aerobias en sumersión basta que a l ind i­

cado medio se  comunica una actividad antLblótica e sen c ia l, y 

la  recuperación de la  rlfom icina d e l medio.

8 .-  Procedimiento según la  reiv ind icación  ante­

r io r , caracterizado porque oomprende e l  cu ltivo  de gtreptomy- 

ces medlterraneus en un medio n u tritivo  acuoso en condiciones 

aerobias de sumersión hasta comunicar a dicho medio una a c t i­

vidad a n tib ió tica  esen c ia l y la  recuperación de la  rlfom icina  

d el medio.

3 . -  Procedimiento según la s  reivindicaciones  

an teriores, caracterizado porgue la  producción de rlfom icina, 

oomprende e l  d esarro llo  en condiciones aerobias de un cu ltivo  

de un microorganismo de la  c la se  constitu id a  por streptomfroes 

m edlterranel. de sus mutantes y variantes, en un medio acuoso 

con un pfi entre 4 y 8 y conteniendo una fuente de oarbono so­

lu b le , una fuente de nitrógeno asim ilab le , y sa les minerales 

esen c ia le s , a una temperatura entre 25fiC y 37fiG durante un 

periodo de 84 a 180 horas, y la  recuperación de la  rlfom icina 

d el medio.

4 . -  Procedimiento según la  reivindicación  ante­

r io r , caracterizado porgue l a  producción de rlfom icina, com-
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prende e l  desarrollo  en condiciones aerobias de sumersión de 

! un cu ltiv o  de Streptomlces mediterranel en un medio acuoso con 

;j un pH entre 4 y 8 y conteniendo una fuente de carbono so lu b le , 

i una fuente de nitrógeno asim ilable y sa les m inerales esencia*

¡ le s  a una temperatura de unos 88 °C durante un periodo de 43-72
i
i -horas, la  recuperación de la  rlfomi ciña del medio, y la  sepa-
|
| ración , s i  se quiere, de la  r l f  omi ciña en sus componentes A,

j B, C, D y E.

, 5 .-  Procedimiento para la  obtención de un nue

I vo a n tib ió tico .
i i

!¡ Segtín se describe y re iv in d ica  en la  presente
<l

! memoria descrip tiva  y se ilu s tr a  con lo s  dibujos que a la  mis- 

i ma se acompañan*

i| Consta e s ta  memoria de vein te y ocho hojas

i fo llad as y e sc r ita s  a máquina por una so la  de sus caras*

I

I-

!!I

i ;
¡¡



ik j u r . ! ' , ^

Cro/rtafejgraf/ci de nfemicina ¿v? se/uc/en de aguo 
cm/ee/e/rdo 3% efe c/eruroe/nfnrce y  i°/o efe acede 
escoró ice.

ji r  E t/e m ic in a  c ru d a ,
2 r Comp/e/o de rifemici/ra despees de /a e/iminacien 

de rffemtcura

ZOO £50 too 350 H00 oso 5oo m/t
Espectro Í/.V. de Ttrfe/nici/ra en agua.

Espectro //?. afe ff/pem/c/rta EL,

ESCALA VliiiAILÉ
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