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Bste invento se refiere a un nuevo procedimien—
t0 para la preparacién de rifamicina SV, por fermenta-

cidn de nuevos mutantes de cepas de Streptomyces medi-

terranei que tienen la propiedad de producir dirécta~-

5. mente ol antibidtico citado.
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En una publicacidn anterior (Antibiotics Annual
1959~60, 262) Semsi y otros describen la produccidn de
la rifemicina antibidtice consistente en una mezcla de
muchas substencias de estructurs andloga, fermentando

una cepa de Streptomyces mediterranei. Ia rifamicina B

ha demostrado ser la mds interesante entre estas substan
cias, por cuye razdn se ha tratado de mejorar el rendi-
niento. Los resultados de una de estas investigaciones

se describen por Mergalith y otros en Appl. Microbiel,9,
325 (1961), donde se indica que la adicidn de dietilbar-
biturato sddico al caldo de fermentacidn, permite mejorar
el rendimiento y la pureza de la rifamicina B. Una publi-
cacidn posterior (Sensi y otros, II Farmaco, Ed. Sci. 16,
165) describe le preparecidn de la rifemicina SV que a su
vez demostrd ser unc de los camponentes de la familia de
las rifamicinas, dotada de una actividad antibacteriana
guperior y que constituye un intermediario importente pa-
ra la sintesis de otros derivedos rifsmicinicos. Descrito
en general, el procedimiento consiste en someter la rifa-
micina B a una serie de operaciones quimicas, durante 1la
cuel se oxida primero a rifamicina O, luego se hidroliza
a rifemicina § y finalmente, por la sccidn de un agente
reductor suave, se convierte en rifemicina SV. Esta sinte
sis, como es evidente, es muy leboriosa ¢ implice en las
distintas etepas, la solucidn de problemas de orden prac-
tico bastente dificiles de resolver, con pérdidas posi-
bles y frecuentes del mismo antibidtico. Consideraciones
obvias de cardcter econdmico, han inducido a buscer méto-
dos mds sencillos para la preparacién de rifamicina SV.

Estos problemes, se han resuelto por el procedimien
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probado, en efecto, que sometiendo la Streptomyces medi-

terranei a la accidn de agentes de formas de mutacidn,
fi{sicos (reyos ultravioleta, por ejemplo), o quimicos
iperita (sulfuro de dicloretilo), N-metil-N'-nitro-N-ni-
trosoguanidine, ete., o bioldgicos (por ejemplo actindfs
gos), se obtienen formas de mutacidén de dicho microorga~
nismo, que produce rifamicina SV junto con cantidades va
riables de otras rifamicinas. '
Las formes de mutacidén productoras de rifemicina

SV, mantienen la toxomia original del Streptomyces medi-

terrenei, v sus caracteristicas de cultivo son prdctica-
mente las mismas, Solo se observa algunas diferencias en
le formacidn del micelio dereo, ¥y en el color del pigmen
to soluble cuando las formas de mutacidn se desarrollan

en algunos medios de cultivo representativos. A continua-~
¢ién figura una Tabla en la que se indica una comparacidn

entre las caracteristicas de la Streptomyces mediterranel

ATCC 13.685 y una de las nuevas formas de mutacidn, que se
ha comprobado ser especialmente eficaz en la obtencidn de
elevados rendimientos de rifamicina SV. La forme de muta-
cidn, que recibid el nimero RS20 de cdédigo interno, se ha
depositado en ATCC con el ndmero 21.271 y ha recibido el

# -
numnero de serie.



Caracteristicas de cultivo comparatives de Strep’aomyces mediterra-

nei ATCC 13685 y la cepa RS20 en verios medios.
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Los medios nombrados en la Tabla anterior tenfen
la composicidn siguiente:
7H20’Agar almiddn - Almiddén soluble, 10 &; KoHPO,, 1 &;
MgSO4y/1 g; NaCl 1 g (NHy)580,, 2 g; CaCO3, 2 g; FeS0.
TH,0, MnCl,. 4Hp0, ZnS0y. TH0, cada uno 0,001 g; agar
Difco, 20 g; agua destilada hasta 1000 cc¢. Después de es-
terilizacién a 120°%C durante 20 minutos, el pH era de
6,7 & 6,8.

Ager glucosa malato cdlcico - Glucosa 20 g; malato

cdleico, 10 g; NH,C1, 0,5 g; KpHPO,, 0,5 g; ager Difco,
15 g; agua destilada, hasta 1000 cc. Después de la esteri
lizacidn a 115°% durante 15 minutos, el pH era de 6,5.

Agar glicerol malsto cdlcico - Glicerol, 10 g; mala

to céleico, 10 g; NH;C1, 0,5 g; K,HPO,, 0,5 g; agar Difco
15 g; agua destilada, hasta 1000 cc. Despuds de la esteri-
lizecidn a 115° durente 15 minmtos, el pH era de 6,5 a 6,6.

Agar Bemnett - Glucosa, 10 g; extracto de levadura,
1 g; extracto de buey, 1 g; N-Z~amina A, 2 g; agar, 15 g&;
ague destileda hasta 1000 cc. Después de la esterilizacidn,
el pH era de 6,7 a 6,8.

El procedimiento tanto en cuanto a la fermentacidn
como & la extraccidn, es practicamente el mismo que se ha
descrito pera la produccidn de la rifemicina B y consiste
en cultiver una de dichas formas de mutacidn de Streptomy-

ces_mediterranei en un medio nutritivo que contenga orige-

nes de carbono asimilable y nitrdgeno y sales minerales
esenciales, haste comunicar una actividad antibidtica subg
tancial a dicho medio, y en extraer de éste rifamicina SV.
Més especialmente, esta forma de mutacidn se cultiva en con

diciones de agitacidn y de immersidn aireada, a una temperg
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tura variable desde 25 =a 37°C ¥, con prefe;;ncia a 28%.
Como origenes de carbono pueden utilizarse los hidratos

de carbono y los derivados de carbono siguientes: glucosa,
galactosa, lactosa sucrosa, maltosa, glicerol, manitol,
etc. Los origenes de nitrdgeno Utiles, son por ejemplo los
aminodcidos y sus mezclas, péptidos, proteinas y sus hidro
lizados, como peptona extracto de levaduras, harina de so
Ja, licor corn steep, fish soluble, extracto de carne y
fracciones acuosas de semillas de cereales. la fermenta-
cidén puede llevarse a cabo durante 96-180 horas. EL pH de
partida, en general se ajusta a 6,2-6,4 eproximadamente y
disminuye durante el curso de la fermentacidn a 5,5-6. En
general, se observan los mejores resultados de una fermen-
tacidn a le hora 180. Después de este momento, se obtiene
un excelente rendimiento de antibidtico.

Al final de la fermentacidn, la rifamicina SV puede
aislarse por el procedimiento siguiente. El medio de fer-
mentacidn se filtra al pH final de 6,4-6,6. Bl filtrado
se acidifica rdpidamente con preferencia a 1 pH inferior
a 5 aproximadamente, para conseguir la mejor estabilidad
de la substancia antibidtica. La actividad se extrae con
disolventes immiscibles en agua tales como cloroformo, bu

tanol, o acetato de etilo, propilo, butilo o amilo. La re

‘lacidn entre el volimen del medio y el del disolvente,

cambiea de acuerdo con el disolvente elegido; generalmente
ge utiliza una relacidn variable de 2:1 a 10:1.

El micelio conserva todavia una actividad microbio
légica notablemente mds clevada que la observada en el caz
so de la fermentaciln de rifemicina B. Esta actividad se

extrae del micelio por medio de un disolvente immisecible
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en agua, y luego combinado con la fase orgdnica que con-
tiene ya la mayor parte de la rifamicina. Como variante,
la extraceidn de la actividad del micelio, pucde llevarse
a cabo por medio de un disolvente mimcible en agua tal co
mo acetona. En este caso, el liguido se filtre, laescetona
se evapora en vacio, la rifesmicina se extrae con un disol.:
vente inmiscible en agua, y el procedimiento se aplica cg
mo antes se ha indicado.

En cuanto la mayor parte de la actividad antividti
ce se ha transferido al disolvente, éste se destila en va
cio, a sequedad, con preferencia a una temperatura infe-
rior a 30°C.

Lo purificacién de la rifamicina SV, puede reali-
232188 cromatogréficamente en una columna preparada con un
material adsorbente adecuado, tal como gel de silice. Ias
rifamicinas se disuelven en un disolvente orgdnico adecug
do tal como acetona, se transfieren a la columna y se so-
meten a elucidn con una mezcla conveniente de disolventes
tal como acetona y benceno. La separacién de la rifamici-
na SV de las demds rifamicinas, es en general bastante pro
nunciada dado que posee una movilidad notablemente supe-
rior y puede continuar fécilmente debido al celor anaran—
jado amerillo caracteristico del smillo en el interior de
la columna. El producto de la elucidn que contiene rifami
cina SV, se concentra luego en vacio, a sequedad. Se ob-
tiene un residuo cristalino, smarillo anaranjado.

Con el fin de aclarar mds ain el objeto de este in
vento, se facilitan los ejemplos siguientes:

EJEMPLO 1 - TUna suspensidn de micelio de Streptomyces me

diterrenei ATCC 13.685, se trata con N-metil-

A =
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N'-nitro-N-nitrosoguanidina y se inocula en agar Bennett.
Las colonias que sobrevivan al tratamiento mutagénico, se
aislan y se examinan para su cgpacidad con objeto de inhi
bir el desarrollo de Pseudomonas reptilivora NRRL-B6 cul-
tivadae en agar semille de Penassay 2 un pH de 7,2. En es-
tas condiciones la rifamicina B es microbioldgicemente
inactiva, y la rifemicina SV produce cepas que pueden se—
leccionarse.

Una de estas cepas que denominamos con la sbrevia-
tura RS20, se propaga durante 6-8 dias en agar Bennett y
se incuba a 28°C. Con el cultivo obtenido en el agar "™in-
clinado", se inoculan, en condiciones estériles, dos ma-
traces Erlenmeyer de 500 ce. Los matraces contienen 100 cc

del medio vegetativo de la composicidn siguiente:

Extracto de buey 5 &
Extracto de levadura 5 8
Peptona 5 &
Hidrolizado de caseina 3 8
Glucosa 20 g
NaCl 1,58
Ho0 hasta 1 1litro

el pH se ajusta a 7,3, con NaOH.

Los matraces asi inoculados se colocan en un agita-
dor alternativo a 28°C durante 72 horas. El contenido de
los matraces Erlemmeyer se utiliza como indeulo para ver-
ter en un pre-fermentador de 10 1. que contiene 4 litros
del medio vegetativo antes citado. la incubacidn se reali
ze & 28°C con una agitacidn de 750 rpm. y una aireacidn
de 1 v/v/m. Al cabo de 30 horas de crecimiento, se obtuvo

un volimen de 7 a 10 % de células apretadas. En la etapa
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siguiente, se utilizd un fermentador de vidrio de 10 1

que contenis 4 1 del medio de fermentacidn siguiente:

Harina de cacahuet 25 g
Harina de soja 5 g
(NH,) 550, %5 8
MgS0y4. TH,0 0,85g
Glucosa 9% g
Glicerol 40 g
KH2PO4 1 g
Propilenglicol 5 g
CaCo; 8,5 g
Dietil barbituratosddico 1,7¢
CuS0, . 5Hp0 2,8 mg
FeS04. THpO0 8,5 mg
ZnS0, . TH0 42,5 mg
InS0y4.. 4H0 3,4 mg
CaCly. 6H,0 1,7 ng
(NH, ) gMo70p4 4Ho0 0,85mg
Hy0 hasta 1 litro

el pH se ajusta a 7,8 con NaOH. Esterilizacidn durante 60
minutos, a 120°C. Después de la esterilizacién, el pH es
de 6,4. Se utilize como indeulo, una cantidad del conteni-
do del pre-fermentador, igual al 5 % del contenido del fer
mentedor.

Io fermentacidn se realiza a 28°C con una agitacién
de 750 rpm, y una aireacifn a razén de 1 v/v/m. Se utiliza
silicona A como antiespumante. El caldo de cultivo vira
a un color caracteristico rojo oscuro, durante ls fermen-
tacién. Al cabo de 120 horas de crecimiento, se obtiene un

volimen de 20-25 % de células apretadas. E1 pH del caldo
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es de 6. La activided antibidtica mds elevada se obtiene
al cabo de 180 horas (2000 f/ml de rifamicina SV). En
este momento se cosecha el caldo.

EJEMPIO 2 -~ Se prepara en un frasco, uan cultivo de Strep-

tomyeces mediterranei RS20, obtenido como se

describe en el ejemplo 1, con agitacidén como se ha deseri
10 en el caso anterior. Para el cultivo previo se vierte
en un aparato de fermentacidn de vidrio de 10 litros, que

contenga 4 1 del medio sigulente:

Glucosa 5 g
Harina de cacazhuet T:5 8
Cac0y 1,65 &
MgS04. THoO 0,33 g
KHPO, 0,33 g
FeS0,. TH,0 3,3 mg
2nS0. TH,0 16,5 mg
NS0, « 4Ho0 1,3 ng
Hy0 hasta 1 litro

El pH se ajusta a 7,5. Esterilizacidn, 50 minutos a 120%.

Despuds de la esterilizacidn, el valor del pH es de 6,4.
Al cabo de 38 horas de desarrollo, el volimen de las célg

las apretadas es de 6-8 % del volimen total. Se utiliza
un indculo igwel & 10 % para un fermentador de vidwio de

20 1. que contenga 10 1. del medio de fermentacidn siguien

te:
Liguido de "Cornsteep" 20 g
Harina de soja 15 g
(NH4)2SO4 6 &
MgS0, . TH,O 0,85 g
Glucosa 100 g

KHoPO 4 1 g
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CaC03 6 &

FeS0, . TH20 8,5 mg
250, - THy0 42,5 ng
Mn30, . 4H0 3,4 ng
CuS0, . 5Hy0 2,8 mg
COCL,. 6H,0 1,7 ng
Ho0 hasta 1 1litro

El pH se ajusta a 7,8 con NaOH. Esterilizacidn, durante
50 minutos a 120°¢, Después de la esterilizacidn, el pH
es de 6,4. La fermentacidn se realiza a 28°C durante 150
horas. E1 pH del caldo de fermentacidn al cosechar es de
6,5. La actividad antibidtica final es de 1600 J/ml de
rifamicina SV.

El producto se extrae, se purifica por via croma-~
tografice y luego se cristelize como se ha descrito en 1a
introduccidn. Mds especialmente, la cromatografia se rea-
liza utilizando gel de silice Merck, 0,05-0,20 mm, la ri-
famieina bruta se disuelve en mcetona, luego se somete g
elucidn con uns mezcla benceno-scetona 1:1. EL producto
asi purificado muestra las caracteristicas quimico~fisi-
ces de la rifamicina SV. Punto de fusidn, empieza & des-
componerse s 14000. [/ go = - 3,9o (¢ = 1% en metanol),

El espectro infrarrojo acusa las sigulentes bandas
de absorcidn: 3440, 2920 (Nujol), 2850 (Nujol), 1700,
1658, 1605, 1545, 1464 (Nujol), 1415, 1375 (Nujol), 1325,
1290, 1260, 1218, 1197, 1164, 1125, 1115, 1102, 1083, 1050,
1020, 976, 962, 950, 930, 915, 898, 871, 845, 830, 801,
785, 772, 760, 750, T17, 703 om™!

El espectro visible y ultre-~violeta realizado en

amortiguador fosfato, pH = 7,3, acuse méximos de absorcidn
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a 223 ma, 314 mp, y 445 mp.
-NOTA -

Descrita suficientemente la naturaleza del inven-
to, asf como la mamera de realizarlo en la préctica, de-
be hacerse constar que las disposiciones anteriormente
indicadas, son susceptibles de modificaciones de detalle,
en cuanto no alteren su prineipio fundamental. Tambidn se
hace constar que el invento corresponde a une Solicitud
de Patente, presentada en Italia, con fecha 13 de julio
de 1967, bajo el nimero 18343 4/67; acogiéndose por 1lo
tanto a los beneficlos gue conceden los Convenios Interng
cionales en vigor, siendo lo que constituye la esencia del
referido invento y por lo que se solicita Patente de Inven
cidn por 20 afios en Espaiia, sobre: "PROCEDIEIENTO PARA IA
PREPARACION DE RIFAMICINA SV"; caracterizéndose por lo si
guiente: '

12.~ "Procedimiento pars la preparacidén de rifami
cina SV", caracterizado porque comprende cultivar un mu-
tante de Streptomyces mediterranei, susceptible de produ-
cir rifamicina SV, en un medio acuoso de nutricién que con
tenga una fuente de carbono asimilable, una fuente de ni-
trdgeno asimilable, y sales minerales esenciales, en con-
diciones aerobias de inmersidn, hasta comunicar una activi
dad entibidtica apreciable a dicho medio, y recuperar la
rifamicine SV del medio.

28.-~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque comprende cultivar un mutante de Strep-

tomyces mediterranei, del ndmero de ebédigo ATCC 21271.

38,.- Procedimiento segln las reivindicaciones an-

teriores, caracterizado porque el cultivo se realiza a
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una temperatura de 25-37%C, & un pH inicial de 6,2-6,4,
pera 96-18000.

48.,- "Procedimiento para la preparacidn de rifa-
micina SV", tal y como gueda sustancialmente descrito en

5. la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 13 hojas escritas a méquina

por una Sola cara.
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