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El invento se rariere a sustancias con pro-

pledades antibdidticas y & los procedimientos de su preparacidn;

s particularmente, en conformidad con el
presente invento se obtiene un nuevo y mejorado antibidtico

que contiene rifomicina y sus componentes 4, B, C, D, E.

El presente invento se refiere tembién a un E

nentes, el cual compreonde el cultivo de una cepa productora

de rifomicina del Streptomyces mediterranei, como despuds se

degcribe, o cualquier mutacidn de le mismae producida natural
o artificiglmente, en un medic de cultivo condeniendo elemen-
tos esimilables de carbohidratos, nitrdgeno y seles inorgéni-
cas, hasta que se comuhique el medio de oultivo una activided
antibidtica importente, y recuperando de dicho medio le rifo=-

mieine y sus componentes.

La cepe Streptomyces mediterransl se ha als- !

lado de una muestra de tierre vegetal cerca de St. Raphael
(Francie) y presente las siguientes caracteristicas, observa~

das en varios medios en cultivos inclinedos durante veinte

dfas a 289C, La determinacidn del color se realizd segin Meerz |

and Paul’s Dictionary of Colour; Lic Grew Hill 195Q.
Harine de avena egar tPerfecto desarrollo con super-
ficie lisa. Micelio vegetativo
hielino e amarillento con re-
verso rosado. Mlcello adreo
blancuzoo con tinte rosado.
Trazas de pigmento amarillo

soluble.

LT

: procedimiento para le produccién de rifomicine y de sus compo-

7
|
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Levaedura~-extracto-glucose agar:

e

Emerson glucose egar

(?)ilezcla~-harina de avena agar:

.o

Agar Benett

Agar Penassay (Difoo) H

{#) Extracto harine de avena

melaza agar

Abundante desarrollo amarillen

to a rosado con superficie ds-

pera. Escaso micelio edreo.

Plguentacién nule de los me-
dios,

Abundente desarrollo amarilleg
to & narenja pélido con super;
ficie dspera. El,miéelio aére%
se torna rosedo (2/B/8). Pig~ |
mento soluble color eémbar pé-
lido.

Buen desarrollo liso, amarillgn

to con ligero tinte naranja.

Micelio adreo blanquecino & i
rosado., Pigmento soluble au-
barino.

Buen desarrollo, assrillento
mudable en naranja-emerillo.
El micelio aéreo se torna ro-
sado, Pigwento ligeramente am-
barino.

Desarrollo pobre,

Abundente desarrollo, superficke
éspera, incoloro heste emari-

llento, micelio aéreo blancuz-

¢co, pigmento soluble ambarino
intenso. (12/H/10)
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Sucrosa~dox Czapek agar

Patate egar

Patata

Glucosa-asparagina ager

Glicerol-asparagina ager

(*) Le mezcla de harine de avena egar contenfa, ademds de le
herina de avena (20 g. de avena cocidae, filtrados los copos):®
Hidrolizado de ceseine enzimdtica, 5g.; extracto de carne de
veca, 3 g.; sucrose, 10 g.; agar, 40 g. en 1000 ml. de Hp O
destilaeda, corrsgido el pH a 8,9.

4.-

Desarrollo pobre, delgado e 1n—§
coloro haste ligeremente meldn |
(11/4/8) . Trazes de micelio ag-,

reo blanco rojizo. Ningin pig. i
mento soluble.

Desarrollo pobre, felgado e ipe
coloro. Trazes de micelio adreo
blancuzco. Wingdn pigmento so-
luble.

Pobre deserrollo hislino, nin-
gdn cembio en el color de la

patata.

Desarrollo muy tueno con supsr- |
ficie lisa. Delgado micelio ve-i
getativo de color rosado lige- ,
remente neranje (10/B/182) y re-!
verso amarillento. Ningdn mice-i
lio adreo. Algén pigmento solu-
ble ligeremente amarillo.

Como la glucosa~asparagine agar,
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{»)Extracto de harina de avena, melaza, ager, conteniendo!

glicerocl, 7,5 g.; melaza, 7,5 g.; extracto de harine de avena
5 g.5 NaCl 4 g.; agar agar 30 g.; H,0 destilada 1000 ml.; I
pH corregido & 6,0.

Agar nutritivo ! Desarrollo moderado con supsrficie 11-.
sa; rosado melén a naranje (2&/B/10)
con reversO naranja emarillento. Mice- !
-~110 aéreo blenco rosado. No existe pig
mento soluble.

Agar Pridhem ¢ Desarrollo moderedo, liso, incoloro con
manchas de rojo langosta (2/0/1l). Miced
lio adreo rosado. Ninguna pigmentacidn
del medio.

Pécula agar ¢ Desarrollo pobre, incoloro a rosado li-
geramente naranja. Hidrolisis dudosa ?
de la récula. Escaso micelio adreo blan-
queado.,
Dextrosa~triptona agar:Abundante desarrollo, rosa naranja con
reverso sparillo dorado & rosa naranja.
Mecelio aéreo rosado. Pigmento soluble
ligeramente emarillo dorado (9/J3/6).
Cobalto-agar Hickey ‘Desarrollo moderado, hialino & naranja
y Tresner ligeremente rosado. algdn micelio adreo.

Algdn pigmento eocluble emerillento.
Tirosine agar ¢! Pobre desarrollo.

Ca~malato-agar ! Buen desarrollo, incoloro. Micelio adreo
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| Albdmine Dorset agar

Gelatine

Nit ratos

Lechada de tormnasol

Cslulosa

Tenperatura

Morfologia de las colonias:Sobre ager Bonette esta raza forua

.

-y

! blenquecino con tinte rosado. Nin-

. gin pigmento soluble. Digestidn
parcial del Cea~malato.

: Buen desarrollo, rosado., Ningdn mi-

celio adreo ni pigmentacién del

medio.

Ningune pigmentecidn. Licuefaccidn

pequefia e incompleta.

Desarrollo superficial, coh micelio

Adreo sonrosado. Ningana reduccidn

en nitritos, E1 caldo se torna eme~

rillento.

Ninguna peptonizecidén ni coagulé-

cidn. Reaccibn ligeramente alcalina.

Ningdn desarrollo sobre discos de

pepel filtrante colocados sobre e

gar, con base mineral, exenta de

carbohidratos.,

Optima, 88°C.A 379C. tiene lugeyr al-

gin desarrollo, pero los caracteres

son menos distintos.

pequefias colonias, (ordinariamente
de didmetro no mayor de 2um) con

contomos hien definidos, superficie
compacta pero dsperas recubiertas

con micelio adreso blancuzco. Un
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Esporulacién

Test para le utilizacién

de fuentes de carbono

: gran ndmero de colonias eolocadas

" Las esporas son de foma elipsoi-

’
’

" carbono examinades mantienen un

55@4@7 |

sobre agar no desarroclle micelio

abdreo, y permenece en su micelio

vegetativo rojo-naranja, que se
desarrolle en un espesor conside-

reble hasta que viene a adquirir

un aspsoto a modo de rooa. i

Me/83 ordinariamente no esporula |
1
sobre los medios de cultivo antes :

sefiglados. Cuando tiene lugar la

|
esporulecidn, las esporas apare- |
cen en cadenas larges algo torci-

|
!
das; les espirales no son comunes,

i
!
de a oblonga (0,8-1,0M x 3,0~5,C7u%

Los cultivos sobre agar de base

mineral suplementados con varies
fuentes segdn Pridham y Gottliebd
no presentan ningdn desarrollo:
Rafinose, acetatos, citratos, gli-

cina. Todas las otras fusntes de

orecimiento moderedo a tueno (xi-
losa, arabinose, glucosa, ramnossa,
fructosa, manosa, galaotosa, laoe
tosa, suorosa, maltosa, glicerol,
manitol, inositol, succinato y
selicina).
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i ces mediterranel o cualquier otro microorganismo productor de

| rifomicina a una teuperature entre 259 y 379C y preferentemen-

{te & 2889, en cultivo aireado sumergido en un medio de cultivo

R
| i
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El Streptomyces mediterranei se puede caracterizar por: !

Bem

1) su no adherencia al grupo cromogénico de los estreptomife-~
tos.

2) En muchfsimos medios vegetativos el desarrollo adquiers un
color amarillento a naranja ligeramente rosado pero no un
rojo naranje intenso hasta carbonoso.

3) El micelio adreo ea blanco rosado, pero no zdquiere ningin
color haranje o lavanda. Esporulacidén pobre en la‘mayorfa
de los medios,

4) Los acetatos, citratos, rafinosa y glicina no se utilizan

como fuentes de carbono,.

Por lo que se refiere a la produccién de rifomi-: .
cina se ha indicado que el invento no se limita al empleo de ;

le cepa antes descrita de Streptomyces mediterranei o a otras

! cepas correspondientes a la misma descripeidn, sino que com- !

prenden tembidn el empleo de variantes de estas cepas, como 1aﬂ

que se obtienen, por eJemplo; mediante seleccidn de variantes é
o de mutantes obtenidas por tratamiento de suspensiones de espo:
ras con agentes autogdnicos, por ejemplo de radiaciones U.V.,
gas mostaze etc..

Para produclr rifomicina, se cultiva Streptony-

acuoso conteniendo une fuente de nitrdgeno assimilable. Como

fuente de carbono pusden emplearse los carbohidratos despuéds

|
]
| seflaledos, y derivedos de carbono, por ejemplo glucosa, xilosa,}
|
|
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lactosa, sucrosa, maeltosa, glicerol, manitel, inositol, succi-
nato de fécula, dextrina, etc. etc. Son fuentes dtiles de ni-§

trdgeno, por ejemplo los emino-deidos y mezcla de los mismos,

los péptidos y proteinas y sus hidrolizados como pe tona, ex~

tracto de carne, extracto de harine de avena, harina de soja,
corn steep liquor, solubilizaciones de pescado, fracciones
acuosas de grancs de semilla, destiledos solubles etc. La fe_z_'E
mentacidén puede llevarse e cabo durante 24 a 120 hores. El pH;
inicial se ajuste ordinariemente a unos 7 a 8, decrece en ol
decurso de le fermentacidn a 5-7. Ordinariemente los mejores
resultados se obtienen despuds de un tiempo de fementacién é
de 48-72 horas; después de este tiempo se logre un excelente ;
rendimiento en antibidtico. .

Despuds de completada la fermentacidn puede

El medio de fermentacidn se filtra a un pH

final de 5,0 a 7,0, 0 después de haberse ajustado a 7,5-8,5,
a una temperatura de 26-~28¢C o inferior. El filtrado se ajus-
ta rdpidemente a pH dcido para asegurar la estabilizacidén ép-
tima de la sustancia entibidtice. Ia sustancia activa se ex-
trae con disolventes insolubles en agua, como butanol, ecete~
to de etilo, propilo, butilo o emilo, cloroformo. La relacién
entre el volUmen del medio y el del disolvente puede veriar
sogin el disolvente elegido; de ordinario la relacién es de
2:1 a 10:1. '

Una parte de la sustancia antibiética es in-

soluble en medio dcido y por filtracién puede recuperarse di~
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rectamente del medio, si se qulere, an algunos casos, el fil-

trado puede extrasrse con disolvente orgénico para recuperar
més entibibtico activo. La porcidn insoluble puede disolverse
en el mismo disclvente y combinarse con el extracto orgénico
procedente de la extraccidn del filtrado. El medio &cuoso rIe-
gidual, despuds de extrafdo, contiene todavia actividad micro-%
~bioldégica que no puede extraerse con el disolvente orgdnico ;
usual. Puede, sin embargo, adsorberse sobre carbén a un pH
ligeremente 4cido y recuperarse por elucién con alcoholes s0-

lubles en agua, por e jemplo metanol o etanol.

Los micelios retienen también alguna activi-
dad microbiolégica. Esta puede extreerse del micelio por los |
disolventes antes citados o simplesmente por algunos lavedos
con agua, y de la digolucién acuosa acidificada la ectividad |
bioldgica se transmite a los disolventes arriba citados,
Une vez que la actividad antibiética se ha |
transferido al disolvente, este se destila al vacfo a un pe=-
quefio voldmen bajo ccrriente de nitrégeno a una temperatura ia

ferior a 302C. Por adicidn de dter de petrdleo u otras mezclas

une elevada actividad contre las bacterias gram-positivaes y
las micobactgrias. Este producto impuro es un polvo amorfo de
un color ligeramente pardo a pardo negro que algunas veces tig
ne tonalidedes verdosas. Eété constitufdo por una mezcla de : ..

sustancias con aectividad antibidética. Una cromatogrefis sobre

papel Whatmen n° 1, empleando un sistema disolvente fommado




10

20

&9

por agua conteniendo 3 por ciento de cloruro aménico y 1 por
clento de dcido ascérbico, desarrollada sobre placa agar e

inoculada con Sarcina Iftea, presenta por lo menos cinco Zo-

nas de inhibicidn que nosotros hemos definido con las letras
mayuscules A a B en orden creciente del valor R f desde el
punto de deposicidn de la gota. Las manchas C y D son de ordi
nario més grandes quellas otres. No puede ezclﬁirse la exis-
tencia de otras fracciones., 1a fig. 1 presentas un cromatogres '
ma obtenido como entes se ha descrito.

In lugar de precipitar la mezola antibidti-
oa del disclvente extractor, esta puede extrasrse nuevamente
mediante disoluciones tampon con pH 7,0 & 7,5 y luego & pH

10,0 a 10,5. Este ajuste de pH pemite una separacién apro-

ximada de las diversas fracciones que formen el polvo impuro
total. Con pH 7,0 & 7,5, la rifomicina B, de naturaleza mer-
cadamente dcida, se extrae selectivamente. Tas otras fraceio-
nes se extraen a un pH més elevado. Debido & la pequefia es-
tabilidad del antibidtico en medio neutro y alcalino es ne-
ceserio emplear disoluciones tampon conteniendo 0,5 a 3% de
dcido ascérbico o de otras sustancias de efscto estabilizador
andlogo. La relacién del voldmen entre el disolvente y la di-
solucidén tampon slcalina varfa mucho con el disolvente emplea
do y con el valor del pH. De una disolucién en acetato de eti-
1o contenieddo 1% de actividad, se realizan tres extracciones
con 1/10 en woldmen de la disolucidn tampon con pH 7,0-7,5
para transportar la fraccidn B & la fase acuosa, y tres ex-
traceiones con 1/5 en voldmen de la disolucién tampon con pH

10,0-10,5 con 1% de 4cido escédrbico se requieren para llevar
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. los otros componentes & la fase acuosa. l

| Do le fase acuosa se obtienen los antibidti-
cos en estedo semipuro por acidificacién y extraccidn con un
disolvente como el acetato de etilo o cloroformo, por evaporqu
cién del disovente y precipitacién con éter de petréleoc. Alter

nativemente los antibidticos pueden precipitarse de la fase

acuose por aclidificacién y reunirse luego.

Tas purificaciones de la mezclae impura pueden i
| realizarse por cromatografie sobre varios agentes adsorbentes,i
% por ejemplo florisil, previemente tratedo con una disolueién
metandlica de doldo clorhfdrfco. Le mezcle impura se disuelve

en uh disolvente, por ejeuplo acetato de etilo, se. adsorbe so-

» bre une columne de florisil y se eluye c¢on el mismo disolvente
! 0 con mezcla del disolvente con polaridad creciente. Los elue-
tos con coeflcisentes miorobioldgieos muy elevados son los que
:icontienen rifomicina C y D.

M 4 continuecidn describimos el precedimiento
Eipara aisler los cinco componentes principales del antibidtico

| impuro y algunas propiededes fisicas y qufmicas que servirdn

! pare su identificacidn. |
i}
Rifomicina 4. Posde un coeficiente B £ de 0,00-!

3?0,10 en la tire cromatogréfica con el sistema entes descrito.
é%La rifomicina A se aisla de la mezcla impura mediante divisidn
:éen contracorriente en un sisteme de dos fases metandlico:
'éo,ol‘g dcido clorhfdrico/benzeno: dter de petréleo (10:5:15:5).
%sDespués de 160 transferencias se recoge la rifomicina A en los

!tubos 150 160 directemente de la fase ligera. Después de concen

4
!
!
l
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tracién y precipitacidn en éter de petréleo se obtiene la ri-

fomicina A en forma de un polvo amorfo pardo oscuro.

La rifomicina A ©s inw luble en agua y solu-
ble en los amlcalis. Cuando se disuelve en acetato de etilo
presenta sn la porecidn visible un espectro de absorcién a
460 nn. Despuds de agitar la disolucidén de amcetato de etilo
con una disolucidn dcida acuosa él 1% de cloruro estannoso,
el méximo de absorcidn se cambia en 422 mu; puede obtenarse
el mismo efecto agitendo con una disolucidn acuosa al 1% de
dcido asodérbico. El médximo e 460 mu puede tembién obtenerse
agltendo la disolucidn de acetato de etilo.con disolucién al
0,1% de ferricianuro potdsico. La rifomicine A es probablemen
te de naturaleza quindnica, con posibilided,de reduccién oxf;
@ica reversdble.

Rifomicina B- Tiene un coefieiente Rf de 0,2 0,30 sobre la

tira cromatogréfice con el sistems antes descrito. lLa rifomi-

cina B es de natureleza marcedamente dcide y puede ailslarse

disolviendo la mezcle impura en un disolvente, como por ejemplo

!
acetato de etilo o cloroformo, y extraydndola de la disolucién

orgénice con tampén de fosfato a pH neutro (6,5-7,5). la rifo-
micina B pase & la fese acuosa, y puede ademds precipiterse
por la adicidn de doidos, o extrasrse nuevamente de la diso-
1ucién ecuosa acidificade con acetato de etilo. Despuds de
concentrar, la fraccidn B de acetato de etilo precipite en un
egtado,semipuro. Otres cristalizaciones en acetato deetllo o

benzeno suministran el producto puro.
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la rifomicina B aparece como cristales bri-
llantes amarillos. Se torna oscura & 1852C y no funde por

bejo de 300C. Le disolucién acuosa saturada posés un pH de

3,6, Eg muy fAcilmente soluble en egua y 4cidos minereles di.
luidos, soluble en disoluciones de bicarbonato, con desarro-
1lo de esnhfdrido carbbnico. En dcido sulfdrico concentrado

se disuclve con cdoracidn roja. Es poco soluble en‘metanol,

ligeramente en etanol, cloroformo, acetato de etilo y aceto-
na, muy fédeilmente en benzeno y précticemente insoluble en
dter de petréleo, tetracloruro de carbono, &ter etflico e
hidrocarburos. Decolora las disoluciones ds permenganato po-

tdsico, reduce el licor de Fehling, el reactivo Tollens, ab-

sorbe el bromo, so reduce catellticamente por hidrégeno. Por

con
tratamniento/4cido nitroso y dlcalis da una coloracién roja

intensa. No reacciona con ninhidrina, aanque reaccidna des-
pués de fuerte hidrolisis dcida, no se disocia y no reacciona
con diazoderivados aromdticos. No d&4 la reaccidn Ifolish y no
reduce el trifeniltetrazolium. Sin embargo reacciona con clo-
ruro férrico para dar una coloracién roja.

El andlisis elemental did los siguientes
resultados principales: C 61,75%; H 6,72%; W 1,88%; 0 29,224,
De esto pusde derivarse la siguiente férmula condensada:
039H47=53N014. La rifomicine es dpticamente activae, presentan-
do[«j ggga 11¢ (¢ 1, metanol, determinado en polarfmetro fo-
toeldctrico).

Un emsayo potenciométrico en mezcla de mete~

nol y agua presgenta dos grupos funcionales 4cidos: PHy 1/2
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unos 2,8 (peso equivalente 780), pHé 1/2 unos 6,7 (peso equi-

valente 765). Bl peso molecular determinado en ciclohexanol
sogdn Rast es de unos 750. Fl espectro U.V. y el visible en
agua presentan un lomo s 280-230 qp.(Eif;=513) y dos méximos
1% 1%
= 17 ax . imo en el
& 305 my (Elcm 246) y g 430 mu (Elcm 202) . El méximo en e
visible en acetato de etilo es a 415 %M » Bl espectro U.V. ¥

el visible de la rifomicind B en teampon de fosfato a pH 7,3
presenta méximos & 223 my (E}f;m 555) , 304 gu'(Eifm 275) y a
425 @M'(Eifm 220) . El espectro se reproduce en la fig. &2,

El espectro infrerrojo de la rifomicina B se re-
produce en la fig. 3. Presenta méximos de absorcién en los si-
guicntes valores expresados en om 13465, 3330, 1742, 1730

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

1267, 1240 (lomo), 1205, 1180, 1165, 1102, 1073, 1048, 1020,
975, 948, 915, 905, 850, 795, 760, 730, 680,

Siendo la rifomicina B de naturaleza 4cida, d4
seles con bases inorgdnicas y orgénicas. Nosotros hemos ;prepar-1
rado las seles mono y disdédicas, de las cuales la primers es
ligoramente soluble sn ague ¥ le ltime francemente soluble.

Las didocluciones presentan un pH 5,2 y unos 7,0 respsctivas

las sales con las siguientes bases orgénicas se
hen preparado tewbidn: dibencilemine, quinina, l-p-clorobenzil
Z~pirrolidilmetilbenzoimidasoles, dibenziletilenodiamina, £-

metil-6-aminoheptano y otras. Todas estas sales tienen poca

solubilidad en agua y presentan posibilidades de aplicacidn

terapdutica.
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© UsVe ¥ vislble de las dos rifomicings C ¥y D son simileres. Los

© eianuro potdsico, el espectro presente nuevemente el méximo &

16.~

9514 07

Rifomicinas C y D - Estas fracclones presentan en gg ;
neral valores idénticos Rf en la mezcla cromatogréfice indica~
da (Rf=0,45 - 056). Las zonas de inhibicidn son contfnuas y

se unen por un istmo largo. Las rifomicinas C y D se alslan

en estado semipuro de la mezcla impura por divisidn en contre-|
corrients en un sisteme bifdsico formado por metamol: 0,01-N ?
deido clorhfdrico/benzeno: dter de petrbleo (10:5:15:5). Con
85 transferencias el médximo de rifomicina C se forma entre el
tubo 55 y ol 65 y de rifomicina D entre el tubo 36 y el 45.
Extrayendo los contenidos de los tubos con benzeno o acetato
de etilo o clorofomo u otros disolventes similares, concen-
trando los extractos y precipitando con dter de petréleo u
otras mezclas de hidrocarburos, se obtienen las dos rifomici-
nes como polvos amorfos con un elevado grado de pureza.

Las rifomicinas C y D aparecen como polvos pardo os-
curo con tonalidades verdosas. Son solubles en los disolven=
tes orgénicos usuales, précticemente insolubles en agua. Una

disolucién acuosa en tempon con pH 8,0=10,C se obtisne agre-

gando 4cido ascdrbico como agente estabilizador. Los espectros

néximos a 385~-390 mi ¥y 460 mu en metanol y acetato de etilo
son muy ceracterfsticos. El méximo & 460 mu en acetato de eti-
lo se cambia en 422 my después de agiter la disolucidn en ace-
tato de etilo de la rifomicina C o D con disolucidn acucsa a
0,1% de cloruro estannoso o disolucidn acuosa al 1% de deido

ascérbico. Agitendo mds con disolucidn acuosa al 0,1% de ferri-
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| 480 muy o Esto demuestre que las rifomicinas C y D son sustan-

cias con propiledades oxldo=-reductoras reversibles, como las

quinones.

! Propiedades de la rifomicine G.- Andlisis elemen-
tel: ¢,81,51%; H, 6,73%; N, 4,21%; O, 27,56% (por diferencia),
la rifomicing C de reaqciones positivas sobre reactivos To-
llens y Fehling, con clomro férrico, yodoformo y permangana~
ﬁ to. La reaccién con ninhidrine es negativa, pero se‘torna po-
! sitiva despuds de fuerte hidrolisis dcida. El espectro visi~
1 ble en acetato de etilo présenta,gégggo;e (El% 78) y a 460 !
' M 0m "
| (Eifm154). la rifomicina C es insoluble en ague, dcidos mine- i
| reles y bicarbonato, soluble en carbonato sédico, metanol, i
” acetato de etilo, cloroformo y acetona, e insoluble en €ter g
I etflico y éter de petréleoc. , |
; Propiedades de la rifomicine D.~ Andlisis elemen=
tal! C, 62.17%; H, 6.58%; N, 3.53%; 0, 27.72% (por diferencis)
% Le rifomicina D de reacciones positivas con los reactivos To-
% llens y Fehling, con cloruro férrico, yodoformo yvpermanganato
ﬁ La reaceidn con ninhidrine es negetiva antes y despuds de la

}
iihidrolisis. El espectro visible en agetato de etilo presenta

méximos & 138 mu (El% 79) v & 460 my (Ei% 115), Es insoluble
-en agua, 4cidos minerales, hioarbonato, dter etflico y dter
|de petréleo, y soluble en carbonato sddico, metanol, acetato
1

Eetilico, cloroformo y acetona.

Rifomicine E -Esta fraceidn pressnta uh coeficiente

!Rf de unos O 7-0 8 sobre la tira cromatogréfica. Se aisla de

'la wezeleg impure por divisidn en contracorriente con la mezcla
jmetanélica. 0,01-N deido clorhfdrico/benzenos Eter de petrdleo
]
!
1
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. las bacterias gram-positivas y las micobacterias. Tests biol6-

| glcos se han efectuado separadamente con rifomicina B y con

MicrocoOccus pyogenes var. asiireus ATCC 65638 0;025 0,01
Micrococcus pyogenes var, aursus ATCC 13301 0,1 0,025
Micrococcus pyogenes var. auwreus ATCC 9144 0,085 0,01
Micrococeus pyogenes var. albus ATCC 12228 0,085 0,01
t Se pyogenes var. sureus gray Welnstein 0,1 0,05
S. faecalie ATCC 10541 0,5 0,05

(10:5:15:5) . Con 160 transferencias, la mayor parte de la ri-
fomicina E se aisla en los 10 primeros tubos, por extraccién

de la fase acuosa dcida con acetato de etilo, concentracién

del extracto y precipitacién con éter de petrdleo. la fraccidm|

E es un polvo emorfo ligeramente pardo. El espectro visible en|.

acetato de etilo presenta un méximo a 400 my: qQue pemmanece in
terado despuds de agitar con disoluciones diluidas de ferrioi
nuro potdsico o cloruro estanncso.

Como antes se ha indicado, la rifomicina y

sus componentes presentan un grado elevado de &ctividad contra

una mezcla de las rifomicinas 4, C, D ¥y E, que despuds se de~
signard como »comple jo de rifomicinan,

El siguiente cuadro ilustra la actividad an-
tibacterial in vitro de lg rifomicina B y del complejo de ri-
fomicina sobre un gran nimero de microorganismos gram-positi-
vos ¥y gram-negativos. Las cifras representan las concenttecio-
nes minimas inhibitorias en 5 /mle

Cepa Rifomicina B Coaplejo
« de Riromiciq

8+ hemolytious C 203 0,025 0,0085

18
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Cepa

S. mastitidis ATCC 7077

S. bovis ATCC 9809

Nelsserie catarrhalis ATCC 8176
Neissorla gonorrhaese ATCC 9886
Diplococcus pneumonias XXXVII L
Sarcina lutea ATCC 9341

Sarcina subflava ATCC 7468

e £lawvus ATCC 10240

B, subtilis ATCC 6633

B. cereus ATCC 10876

B. anthracis

Clostridium perfringens ATCC 3226

klebsialla pneumoniae ATCC 10031

i klebsielle preumoniase capsulata

Escherichia cell MoLecd 10536

Pseudomones aeruginosa Gottlieb

Pseudomonas fluorescens ATCC 11251

 Proteus vulgaris X 19 H ATCC 881

Proteus morganii ATCC 9237
Protdus rettgeri ATCC 9919
Shigella sonnei ATCC 9290

. Shigella dysenteriae ATCC 9583

" Salmonelle typhi
; Selmonella paratyphli ATCC 9150

lgt“

2651407

Rifomicina B

0,5
0,85
0,5
2
0,05
0,5
0,5
0,25
2,5
5
1
0,5
> 200
> 200
> 200
> 200
"800
> 200
> 200
~~ 800
> BOO
~> 200
> 200
= 200

8Salmonella schottmuelleri ATCC 9149 > 200

; Brucella abortus

¢ Brucella melltensis ATCC 4309

15¢
75

A-A‘."S,\ =

Comple Jo de Rifo-
micine

0,05
0,085
0,086
0,1
0,01
0,085
0,085
0,01
0,25
0,85
0,05
0,05
20
100
50

75

25

50

50

50

75

20
150
150
150
10

10
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| posee un grado de activided muy elevado. El siguiente cuadro

contiene los resultados obtenidos.

Cepa Rifomicina B Complejo de

Rifomiocina
Pastouralla pestis ATCC 87 NIH 100 10
Mycobacterium ranse 50 10
Mycobacterium phlei ATCC 10142 0,06 0,5 i
liycobacterium minetti 100 10 '
lMycobacterium app. 607 100 10
Nocardia asteroldes > 200 50 '
Mycobaeterium tuberculosis ver. hominis . f
H 37 Rv ATCC 9360 0,06 2 '
Candida albicans ATCC 10831 > 800 = 200 !
Tricophyton mentagrophytes ATCC 8757 > 200 - 200 ‘

! Por las cifras anteriores pueds verse que los entibidticos aong '
!

particularmente activos contre microorganismos graz-positivos,
con algdn gredo de actividad sobre los bacillf.

Se ha examlnado la toxicidad aguda de le
rifomicing B y se ha comprobadc ser extreordinariamente peque~-

fia, particulamsente si se tiene en cuenta que el antibidtico

Animal via 5o on ag/kg
Retdén Intravenoss 2040
Intraperitoneal *» 2000
Ratén Subcuténea >> 8000
Rate Intravenosa 1680
Intraperitoneal > 2000
Subcutdnesa > 2000

1a toxicidad agude del complejo de rifomi~

cina, aunque no tan favorablse, es sin embargo muy baje y aseguna
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un emplio campo de seguridad. La administracién intravenose & .

los ratones did un LMz, de 26E mg/kg!

la actividad in vivo del complejo de rifo-
micina y de rifomicina B se ha ensayado con resultedos muy
satisfactorios en ratones fuertemente inyectados con mioroor-
eanismos diversos gram-positivos patégenos.

Todes las inyecciones aqdf sefialadas se

han realizedo por inyeccidn intraperitonesl de 10 a 100 dosis !

letales de un cultivo de 15-20 horas de los microorganismos
patégenos. ifientres los enimales de control morfan siempre
dos a tres dfas despuéds de la infeccidén, la supervivencia fi-
nal de los enimales tratados se anotd siempre doce dfas des-

pués de comenzar los experimentos.

Algunos de los resultados asf obtenidos se

resumen en el siguiente cuadro.
Activided in vivo del complejo de rifomicina y rifomicina B

por administracidn subcutdnea durante siete dfas.

(Vor cuadro en pégine siguiente)




Inteccidn Antibviético Dosis Adminis Supervivien
‘ diarie tracién tes despuds
mg/kg por dfe 12 dfes.
Streptocoocus hsemoly- Cg%plgjg de 100 2 20/20 1004
icus 6203 rifomicline
- 75 2 20/80 100%
50 2 20/20 100%
30 2 19/20 95%
20 2 13/20 65%
10 2 4/20 £0%
Staphylococcus aursus comple jo de 100 2 80/80 1009
Welnstein rifomiocing
"6 2 20/20 1004
30 2 18/20 95%
20 2 9/20 454
10 2 B/20 10%
Streptococcus hesemoly- rifomieina B 400 4 20/20 100%
ticus & 800 )
300 4 £0/ %0 100%
200 4 16/20 80%
200 4 6/20 80%
400 2 20/20 100%
300 2 19/20 95%
300 2 13/20 65%
200 e 4/20 204
Diplococcus pneumoniae rifomicinea B 350 4 10/20 $0%
XXVII L
350 2 4/20 809
sal de dibenzylethy- 350 2 20/20 100%

lendieming de rifo-
micina B
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. dos en dos inyecciones intramusculares. Siempre se observéd un

Se ve que el complejo de rifomicina presenta uns

actividad muy enérgica en el control de infecciones de los ra- |

tones debidas sl Streptococcus y Staphylococcus y en general i
contra las bacterias gram-positivas. Una dosis terspdutica al i
100% de 50mg/kg parece ser muy baja para comprobar un antibid- |
tico por via intravenosa con Ligg.del orden de 260-300 mg/kg. |

La rifomicina B, eunque menos activa, presente |
sln embargo un coeficiente terapdutico mejor, atendide su to-
xicided extraordinariemente baja. En la sangre humens sane se g
han obtenido niveles del antibidtico con dosis diarias de $00 |

& 1000 mg por administraccidén intramuscular,

El antibidtico ha demostrado una extresordinaria
utilidad en pacientes afectados de abscesos de locelizacién
diferdnte, mastitis, otitis medis purulenta etc. La dosis dig l

ria aplicads fué generelmente de unos dos gramos sdministre~ |

répido descenso de la temperaturs con resolucién del proceso
inflamatorio en no mde de tres a cuatro dfas de tratemiento.
La aplicacidn tépice sobrd heridas infectadas de diferente ti-
po, usando disoluciones acuoses del antibidtico, tuvo también
éxito, produciendo un descenso répido de la supuracién y de
la secrecidn en general, con la subsiguiente rédpide curacién

de las heridas.

Estos resultados se obtuvieron muchas veces despuds do-

trater sin resultedo con otros antibidticos.
Para ilustrar me jor el objeto del invento sefiale~

mos & continuecidn dos e jemplos de fermentacidn del Streptoemy-
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ces moediterraneus
Ejemplo 1

Un cultivo de Str. mediterraneus se continud durasnte 6 & 8 ] .

|
dfas sobre agar Bennet a 2820, El organismo se lavéd de la pla |
ca inclineda de agar ¥y se inoculd asépticemente en un frasco
de 500 ml conteniende 100 ml de medio dé cultivo sembrado oon

la siguiente composicidn.

Extracto de carne de vaca | Sg
Extracto de harina de avena : Sg ‘ .
Peptona 5g \
Hidrolizedo caseina 3g

Glucose 20g

NaCl 1,5 !
Hg0 _ hasta 1 litro

El pH se ajustd con NaOH & 7,3.

Los frascos as! inoculados se agitaron durante
48 horas a 282C en un agltador alternativo. Uno de los fras-
cos de cultivo se inoculd en un prefermentedor de 10 1. conte-
niendo 4 1. del medio de cultivo sembrado anterior. La fermen-
tacidn se deserrolld a 289C con 800 r.p.m. ¥y & aireacidén de
1 v/v/m. Despude de 24 horas de desarrollo, el micelio tenfa
una apariencia fuertemente fragmentada. El .coericiente de o0é-

lulas aglomeradas fuéd de 3 a 5%. En la siguiente fase se emplec‘

un fermentador de eristal de 20 litroe con 10 litros del siguien

to medio de fementacidn:

Harina de soja 5¢g

[1=
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(NHg) g 50, | e |
MgS0,« THO lg |
Glucosa 50g ;
KHgPO, e é
Cacogz 9g i
Cus04.5H,0 3.3 mg :
Po90, + TH,0 | 10 mg |
Zn504. 7Hg0 50 mg |
MnSO4. 4Hg0 4 mg |
Ho0 haste 1 litro |

El PH se aorrigié con NaOH a 7,0. La esterilizacidn durente
30 minutos a 1209C.

'Se empled como indeulo 10% del prefermentador.

la fermentacidn se desarrolld a 289 con agita
cidn a 800 r.p.m. y aireacién de 0,8 v/v/m. Como antiespumante
se empled silicona A. En el decurso de la fermentacidn el cal=
do adquirid un color narenje-rojo caracteristico., Despuds de
48 horas de desarrollo se obtuvo un volumen de 20-25% de oélu~
las aglouerades.

El pH ael caldo fud de 5,6-5,4. Se obtuvo la
actividad antibiétioca mdxime despuds de 40-50 horas (300-400

“'/ml de la mezcla antibidtice) cuando el caldo estaba consumi

do.

Ejemplo 2

‘Un cultivo de Str. mediperraneus se prepard

en un frasco agltando como se describe en el ejemplo 1. Para
el precultivo se continud en un feramentador de cristal de 10

litros con 4 litros de medio conteniendo:
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&5

Lactosa

Glucoses

(NHy) 2504

Harina de soja

MgS0,. 7HpO
KHpPO,

ZnsS04. 7Ho0
CuS04+5Hg0

£64~

10g

10g
g
5g
g
lg

20mg

Smg

Despuds de 24 hores de desarrollo, el volumen de células aglo-

meradas fud de 6-8%., Se empleé un indculo del 104 pars un fer-
mentador de cristal de 20 1litros, con 10 litros de medio de fer

mentacién conteniendo:

Corn steep liquor

Harina de soja

(NHg) 2504
Mgs0 4. THaO
Glucosa
KHgPO,
CaCly
ZnS0 . 7HgO
CuS04.5Hg0
Hg0

Bl pH se corrigié con NaOH a 7,0. Esterilizacién durante 30
minutos a 1209C. Ia duracién de la fermentacidn fud de 60 ho-
ras a £89C., El pH del caldo fermentador al acebar fué de 5,85,
la actividad antibidtica final fud de 400 A /ml.

hasta

20 g
58
6 ¢g
lg

50 ¢
3 e
®g
2 ng
5 ng
1 1itro
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la presente patente de Invencién comprende las
siguientes reivindicaciones!

1.‘- Procedimiento para la obtencidn de un nuevo
antibidtico, caracterizado porque couprende el cultivo de un
microorganismo productor de rifomicina en un medio nutritivo
acuoso en condiciones aerobias en sumersidén hasta que al indi-
cado medio se comunica una actividad antibibtica esencial, ¥y
la recuperacidn de la rifomicina del medio. (

2.~ Procedimiento segdn la reivindicacién ante-
rior, caracterizado porque comprende el cultivo de Streptomy-
ces mediterransus en un medio nutritivo acuoso en.condiciones
aerobias de sumersidén hasta comunicar a dicho medio una acti-
vidad entibidtice esencial y la recuperacidn de la rifomicina
del medio.

3.~ Procedimiento segdn las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque la produccién de rifomicina, |
ocomprende el desarrollo en condiciones serobias de un cultivo

de un microorganismo de la clase constitufda por Streptomyces

mediterranel, de sus mutantes y varientes, en un medio acuoso

con un pH entre 4 y 8 y contenlendo una fuente de carbono so-
luble, una fuente de nitrégeno asimilable, y sales minerales
esaenciales, a una temperatura entre £252C y 379C durante un
periodo de 24 a 120 horas, y la recuperacién de la rifomicine
del medio.

4.~ Procedimiento segdn la reivindicacién ante-

rior, caracterizadm porque la produbcidn de rifomicina, com-




prende el desarrollo en condiciones @erobias de sumersién de
un cultivo de Streptomices mediterranel en un medio acuoso con
! un pH entre 4 y 8 y conteniendo una fuente de carbono soluble,
una fuente de nitrégeno asimilable y sales minerales esencia~

| les & una temperatura de unos 282C durante un periodo de 48-72
-horas, la recuperacidn_ de la rifomicina del medio, y la sepa~
i racidn, si se quiere, de la rifomicina en sus componentes A4,
!5, c, Dy E '

5.~ Procedimlento para la obtencidn de un nug
| vo antibidtico.

Segin se describe y reivindica en la presente
memoria descriptiva y se ilustra con los ditujos que & la mis-
me se scompafian, '

| Consta esta memoria de veinte y ogcho hojas

. foliadas y escritas & mdquina por una sola de sus caras.

Madrid, a J.Zeg:%tubre de 1959.




topetit ePeie Hr jz oupdas

A B
1| ® a»
-
3 P

0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 Rf

Cromalografia de rifomicine er solveton de edda
confemends 3% de corvroaninico y 1% e ¢941t27€7
ascorbece.
1.~ Rypomecing cruda.
2.~ Compleso b rifomicina aespues ok fa e/ minacion
do riformeina B.
3.~ Ripomeeina B.

. F42.

e

600
J

500
u00]
500-‘ ’
800.:

1
100

v LI | SRR BN } AL | v
200 250 300 350 400 YF0 So0o mu

[spec/?o UV do Z’{}'o/mév)za en agua.

7.2,

10 ———
80
GO-M
Q-
20-
0'.,,""".'."".".’."T""
4000 3500 3000 2500 2000 1800 1600 400 1200 1000 ol

L3peclro [R. oo Rifomreina B,

ESCALA VARIAHLE




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



