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PROCEDIMIENTO PARA TA PRODUCCION DE RIPAMICINA B POR
FERMENTACION

Solicitants. GRUPO LEPETIT S.p.A., entidad italiana, residente en
Via Durendo 38, 20158 MILAN, Italia.
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Con enterioridad se ha informado gque durante la fer-
mentacién en medios normales de crecimiento Streptomyces medi-
terrenel sintetize una familia de antibidticos colectivamente
llamade el complejo rifamicine (P.Sensi et al.,, 1959; Antibio

5. tice Anmmal 1959-160, pags. 262). El trabajo subsiguiente re-
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veld que la adieidn de dietil b;rfiturato de sodio al medio
de cultivo da por resulitado la formacidén de un producto ¥ni-
co de fermentacién, rifemicina B (Margalith P. y Pagani H.,
Applied Microbiology, 9, 325, 1961). Sin embargo, le adicién
de barbituratos en fermentaciones de escala industrial pre~
senta algunas desventajas como ser un costo mds elevado de
los medios de cultivo y disminucién del régimen de crecimien
to de las clases que en algunos casos es perjudicial para el
rendimiento antibiético.

El presente invento se relaciona con la aislacidn
de cepas mutantes de Streptomyces mediterrdnei que producen
Unicemente rifemicina B, indistintamente de la presencis o
ausencia de dietilbarbiturato de sodio en el medio de fermen
tacidn,

Aislacién de cepas mutentes

Une suspensidn de esporos de Streptomyces medite-
rranel ATCC 13685 fue tratada con N-metil-N'=nitroso~N-Nitro
guaniding 2 1 mg/ml en tempén de tris-hidroximetil-aminome-
tano de pH 90 durante 60 minutos a 282C, Los esporos trata-
dos con mutageno fueron luego lavados y aplicados a platos
Petri que contenlan ager Bennett. AL cabo de 14 dfas de incu
bacién a 28¢C, las colonias sobrevivientes fueron recogides
¥ exaninadas en cuanto & su capacidad de producir rifamicina
B en medio liguido y sin dietilbarbiturato de sodio. Los mu-
tantes que producfan grendes centidades de rifemicina B en
ausencie de dietil barbiturato de sodio fueron examinados
méds deteridamente. Uno de estos mutantes fue llamado M 18 y
fue depositado con el ATCC bajo el mimero 21789 y sus carac
terfsticas se describirdn en detalle mds adelante. Los otros

mutantes difieren de la clase M 18 solo en propiedades meno-
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res y corresponden substancialmente & la descripcidén de la
clese M 18 en la table 4., Se obtuvieron resultados simila-
res sometiendo Streptomyces mediterranei ATCC 13685 a muta-
¢ién con rayos ultravioletas o con otros agentes mutagénicos
quinicos, comunmente utilizados,
Permentacidn

Una clase industrial de Streptomyces mediterranei
ATCC 13685 y la clase M 18 se propagaron sobre agar Bennett
6-8 dfas a 28¢C, El medio vegetativo fue inoculado con un de-
clive de agar Bennett (1/2 declive por redoma) y las redomas
fueron incubadas sobre un agitador rotatorio & 282C por 72

horas, El medio vegetativo usado contenla:

Extracto de carne vacuna 58
Extracto de levadura 5¢g
Peptona 5¢g
Hidrolizedo de cassina 3 g
NaCl 1.5 g
H20 hagta 1 litro

El pH fue ajustado a 7.3 con NaOH, Se usé 100 ml
de medio vegetativo en frascos Erlenmeyer de 500 ml, Despuds
de 72 horas de crecimiento, el medio vegetativo fue usado pars
inooular (5% wvolumen/volumen) el medio de fermentacién.

Se usaron dos medios ds fermentacidn:

RFB 744 : un medio sintético

RFB 2244 ¢ wun medio complejo

Las fermentaciones siempre se llevaban a efecto
usando 50 ml de medio en un frasco Erlenmeyer de 500 ml.

Le composicidn de los dos medios era la siguiente:

RFB 744

Glucosa 96 g
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RFB 2244

ANy

- 4 - Y “&
(NH4)SO4 15 g
KH2P04 2 g
MgSO4.7H20 lg
CaCO3 i7 &
CuSO4.5H20 0.,0033 ¢
FeSO4.7H20 0,01 g
ZnSO4.7H20 0.05 g
MhSO4.4H20 0.04 ¢
C0012.6H20 0.002 ¢
(NH4)gMo7024.4H20 0.001 g
Dietilbarbiturato de sodio 2 g
Hy0 1000 ce
pH antes de esterilizar pH 6.8
pH despuds de esterilizar pH 6.3
Glucosa 126.5 g
CaC0, 9.5 g
Harina de mani 25 g
Harine de soje 10 g
(NH, )5S0, 1 g
MgSO4.7H20 1 g
FeS04.. TH,0 0.0 g
CuC0y « SHy0 0.0033 ¢
ZnSO4.7H20 0.050 g
¥nS0, . SH,0 0,004 g
CoCl,. 6H,0 0.002 g
(NH4)6M07024.4H20 0.001 g
Dietil barbiturato de sodio 1,5 g
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pH antes de la esterilizacidn T.4

Corregido con 15 % NaOH

pH despuds do la esterilizacién 6.2 = 6.3

Antiespumante A 0.2 ml por frag

¢0 que contiens 50 ml de medio

de crecimiento.

Los mismos medios fueron preperados sin lea adicién
de dietil barbiturato de sodio para llever a cabo fermentacio
nes cooperatives. lLas condiciones de fermentacién y relecio-
nes se dan en la tabla 1 y 2 oconjuntamente con la indicacidn
de los rendimientos de rifamicina B obtenidos.

T A BL A I

Clase Rifamicina B en medio /Jg/ml
ain
) con barbiturato barbiturato
Streptomyces
mediterranel
ATCC 13685 2210 < 3% (2)
Mutante M 18
ATCC 21789 2290 2240

El medio de fermentacidn usado era RFB 224 con o
gin 1.5 g de dietil barbiturato de sodio por litro, Tempe-
raturs 282C, duracién de la fermentaecidén 190 hores.

(2) Bste resultado representa un limite superior
pare la cantidad de rifamicina B presente cuando la presen-
cia de complejo de rifemicine interfiere con el ensayo nor-

mel,



Rifamicina B ( )1g/ml) Rifamicina compleja ()1g/m1)
Cepa con sin con ain
barviturato barbiturato barbiturato barbiturato
Streptomyces
mediterranel
ATCC 13685 344 107 10 99
Motante M 18
ATCC 21789 580 513 10 10

El medio de fermentacién usado era BF3 T44 con o
gin 1.5 g por litro de dietil barbiturato de sodio, Tiempo
de fermentacidn 144 horas a 282C en un agitador rotatorio.
Engayo de rifamicina B

El contenido de rifamicina B de caldos filtrados
fue verificado por una tdcnica espectrofotométrice diferen-
cial descrite por Pasgqualucel etal., Journal of Pharmaceuti
cal Sciences 59, 685, 1970

Estimacién del complejo de rifamicina

Muestras de medio de fermentecidén fueron ajustadas
a pH 2,0 con dcido hidrocldérico y extrafdas con acetato de
etilo, E1l extracto orgénico fue luego extraido con tempén
de fosfato pH T7.38; en estas condiciones, la rifemicina B
es extraida por tampén mientras el complejo de rifamicina
permanece en la fase orgdnica agotada., El complejo de rifa-
micina en el acetato de etilo agotado fue estimado espectro

fotomdétricamente midiendo la densidad dptica a 460 %V de una




alfcuote apropiadamente diluida en alcohol etilico que con-

tenfa 1 % de gcido ascérbico.
Degcoripeidn de streptomyces mediterresnei M 18 ATCC 21789

Para la investigecién de las caracteristicas de

cerecimiento, Str. mediterrenei y su estirpe mutante M 18 se
criaron en une variedad de medios normales segun Gottlieb y
Shirling (Methods of characterization of Streptomyces spe-

cies, Intern, J. Syst., Bact. 16, 313-340, 1966); ademds se

usaron algunos medios recomendaedos por Weksman (The actino-

mycetes, Vol, II, The William end Wilkings Co., 1961)

Las siguientes teblas informen de las caracteris—

ticas de crecimiento y propiedades de la cepa mutante M 18

ATCC 21789 y de Streptomyces mediterranei ATCC 13685,

T A B L A III

Fuentes de carbono Streptomyces medi Mutante M 18
terranel 13685 ATCC 21789
Inositol 14 !
Fructosa +4 11
Ramnose 44 14
Xilossa 34 14
Rafinosa - -
Arabinose b 44
Celulosa - -
Sucrosa (control 4+ +4
positivo)
Sin carbono (control - -
negativo)




T A B L A

v

Comparacién de propiedades morfoldgicas y de desarrollo de Streptomyces
mediterranei ATCC 13685

mtante M 18 ATCC 21789

Medios

Streptonyces mediterranei

ATCC 13685

Streptomyces mediterranei

M 18 ATCC 21789

| Agar-de hg
rina de

avene

Desarrollo regular con super
ficie lise, Hialins de micelio
vegetativo & amarillento con
revés a rosdceo. Mycelio ad-
reo blancuzco con revés rosg
ceo, Vestigios de pigmento spo

luble amerillento.

4

Abundante desarrollo con su
perficie lisa. Micelio vege
tativo verduzco a neranje
con sombre de dmbar. Micelio
edreo ausente, Pigmento solu

ble verde amarillo,.

Agar de
glucosa de
extracto de
levadura
(Medio No.2
] Gottlieb ¥
Shirling)

Abundante desarrollo amarillen
to & rosdceo con superficie
dspera, Bscazo micelio a2éreo.

Sin pigmentacién del medio.

Abundante desarrollo con su
perficie arrugada. Micelio
vegetativo dmbar marrén con
cantos de marrdn naranja,
Vestigios de micelio adreo
rosdceo, Pigmento soluble

intenso marrdén dmbaer.

Agar de
| glucose

Emerson

Avundante desarrollo, amari-
llento a naranja rosdceo con
superficie 4spere, Escaso mi

celio adreo se hace rosdceo.

Avundante desarrollo con su
perficle lisa, Micelio vege
tativo neranja., Sin micelio
aéreo. Pigmento soluble ama

rillo oro.




Agar de
Bennett

T A B L A

Buen deserrollo, amarillento

que se vuelve amarillo naran-

ja. NMicelio aédreo se vuelve

rosdceo, Leve pigmento dmbar.

v

(continuaeidn)

Avundante desarrollo con su
perficie muy arrugada. Mice
lio vegetativo marrén dmbar
con cantos marrén narsnja.
Vestigios de micelio adreo
rosdceo. Pigmento intenso

marrén dmbar soluble,

Agar

Penessay

Pobre desarrollo

Abundante desarrollo con su
perficie fina y lisa. Mice-
lio vegetativo naranja cla-
{ r0, Sin micélio adreo., Ves=-
tigios de pigmento soluble

amarillo claro.

Agar de
melaze de
extracto

de levadura

Pobre desarrollo dspero inco
loro a emarillento, micelio
aéreo blancuzco. Pigmento sg

luble dmbar intenso.

Abundante desarrollo con
une superficie my arrugeda.
Micelio vegetativo merrén
quemedo con centos marrdén na
ranja. Vestigios de micelio
adreo rosdceo. Pigmento solu

ble ocre amerillo intenso.

Agar de
glucosa

Czapek-Dox

Pobre desarrollo, fino e in-
coloro & meldn claro. Vesti-
gios de micelio adreo blanco

rosdceo sin pigmento soluble.

Avundante desarrollo con su
perficie lisa, Micelio vege
tativo naranja claro. Sin

micelio adreo, Pigmento so-

luble amarillo limén eclaro.




Ager de
papa

?T A B L A

Pobre desarrollo, fino e in-
coloro. Vestigios de micelio
adreo blancuzco, Sin pigmento

soluble,

. (continuacidén)

Abundante desarrollo con su
perficie lisa. Micellio vegg

tativoe ross dmbar.

Agar de
asparagine

de glucosa

Desarrollo regular con super
ficie lisa, Fino micelio vege
tativo de color rojo naranja
claro y revéds emarillento. Sin
micelio adreo., Alg¥n pigmento
soluble amarillo.

Abundante desarrollo con su
perficie lisa, lMicelio vege
tativo naranja. Sin micelilo
adreo. Vestigios de pigmento

soluble amarillo limdén,

Agar de
agparagina
(Medio No.3
Gottlieb ¥
Shirling)

Desarrollo regular con super
ficie lisa, Fino micelio vege
tativo de color rojo naranje
claro y revés amarillento., Sin
micelio adreo. Algun pigmento

soluble amarillo claro,

Abundante desarrollo con su
perficie fina y lisa., Mice-
lio vegetativo neranja cla-
ro. Sin micelio adreo. Sin

pigmento soluble,

Agear matri

tivo

Desarrollo moderado con super
ficie lisaj; melén a naranja
con revés naranja amarillento.
Micelio adreo blanco rojizo.

Ausencia de pigmento soluble.

Avundente desarrollo con su
perficie lisa, Micelio vege
tativo narenje. Pigmento sG

Juble amarillo claro.




Agar de

Pridham

il

T A B L A

Desarrollo moderado; liso in-
coloro con manchas rojo langos
ta, Micelio adreo rojo. Sin

plgmentacién del medio,

(continuacién)

Apundante desarrollo con su
perficie lisa, Micelio vege
tativo naranja clero con pe
quefios parches de color ro-
jo de ladrillo. Vestigios de
micelio adreo rojo. Pigmento

soluble amarillo.

Ager de al
midén (Me-
dio No.4

Gottlied y
Shirling).

‘rojo naranja claro, Escaso mi

Pobre desarrollo, incoloro a

celio adreo blanco. Hidrdélisis

del almiddén: dudosa.

Abundente desarrollo con su
perficle lisa, MNicelio vege
tativo naranja intenso con

matiz moremucho. Abundente

micelio adreo rojo. Pigmento
goluble amarillo cromo. Hi-
drélisis del &lmidén: nega-—

tiva.

Agar de
triptons.
de dextro-

88

Abundante desarrollo, rojo na
ranja con amarillo oro a na-

ranja en el revés,

Abundante desarrollo con su
perficie arrugade, Micelio

vegetativo naranja, Sin mi-
celio adreo. Pigmento solu-

ble amarillo,.

Agar de co
balto Hickey

y Tresner

Desarrollo moderado, hialina
& narenja rojizo claro, Algin
micelio adreo rojizo. Algin

pigmento soluble amarillento.

Abundante desarrollo con su
perficie lisa. Micelio vege
tativo rosa dmbar. Vestigios
de micelio adreo rojizo. Pig

mento soluble rosa dmbar.




Agar de ti
| rosina (Me
dio No. 7
Gottlied

y Shirling).

T A B L A IV

Pobre desarrollo

414444

(continuacidn)

Avundante desarrollo con su
perficie arrugada. Micelio
vegetativo naranja intenso
con matiz morenucho. Mice-
lio adreo ausente. Pigmento
soluble amarillo. Reaccidn

de tirosinasa: fuertemente

positiva.
Agar Ca
Desarrollo regular con su-
malate Desarrollo regular, incoloro.
perficie lisa. Micelio vege
Micelio adreo blancuzco con
tativo naranja claro. Sin
matiz rojo. Sin pigmento so-
micelio adreo. Pigmento so-
luble. Digestidén parcial de
luble amerillo limén claro.
Ca malate.
Escasa digestidn de Ca malate
Gelatina Sin pigmentaciédn. Sin pigmentacién,
Liquefaccién: lenta e incom~ Liquefacecidn: positiva.
pleta,
Caldo de Desarrollo superficial con Degarrollo supérficial con
nitrato micelio adreo rojo. Sin reduc | micelio aéreo rojizo., Reduc~
cién & nitritos. Caldo se vuel| cidén de nitratos. Caldo se -
ve amarillento. vuelve amarillento.
Leche Sin peptonizacién o coagula- Sin coagulacidén, sin peptoni-
tornagol cién. Leve reaccién alcalina. za.clidn,




Agar de lg
che degna-

tada

- 13 -

T A B L A

Abundante desarrollo con Su-—
perficie lisa, Micelio vege-
tativo naranje. Hidrdlisis de
caseina: positiva, Micelio ad

reo rojo. Sin pigmento soluble.

/3 [7 "
Yliss 458

IV (continuacién)

Abundante desarrollo con su-
perficie lisa. Micelio vege-
tativo naranja. Pigmento so=
luble amarillo oro. Sin mice
lio adreo, Hidrdlisis de ca~

seina: fuertemente positiva.

s

Agar de
hierro de
extracto
de levadu-~
ra de pep-
tona, (Me-
dio No.6
Gottlisd y
Shirling)

Desarrollo moderado con super
ficie lisa. Micelio vegetati-~
vo incoloro. Vestigios de mi-
celio adreo blancuzco. Sin
plgmento soluble, Produccién

3283 negativa.

Desarrollo moderado con su-
perficie fina y lisa. Mice-
lio vegetativo incoloro. Sin
micelio adreo. Sin pigmento
soluble. Produccién H,S: ne-

gativa

La determinacidn del color se realizé usando el

método de Meerz y Paul.

(A Dictionary of colour, McGrew-Hill, Inc., Fueva

York 1950),
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glteren su principio fundamentsal, También se hace constar que '
el invento se refiere & una solicitud de Patente presentada |
| en Italia, bajo el nimero 23926 A/72, de 5 de mayo de 1972,
acogiéndose por lo tanto & los beneficios que conceden los
Se Convenios Internacionales en vigor, siendo lo que constitu—
ye la esencia del referido invento y por lo que se solicita
Patente de Invencién por 20 afios en Espafia, sobre: PROCEDI-
MIENTO PARA LA PRODUCCION DE RIFAMICINA B POR FERMENTACION;
| carecterizdndose por lo siguiente:
10, l2,~ Procedimiento para la produccién de rifamici-
na B por fermentacidén, caracterizado porque una cepa mutante
seleccionade de Streptomyces mediterranei M 18 ATCC 21789 y
sus equivalentes se fermenta, en condiciones aerdébicas y en
un medio nutritivo acuoso que contiene una fuente de carbo-
15, no agimilable, una fuente de nitrdgeno asimilable y sales
minerales esenciales, hasta que el medioc acuse una substan-
cial actividad antibidtica y se aisla rifamicina B del medio.

22,~ Procedimiento segin la reivindicacién 12,
caracterizado porque la fermentacidén se lleva a cabo en
20. ausencia de inhibidores de la formacidn de rifamicinas A,
Cy DyE.

38,- Procedimiento segin la reivindicacién 128 y
28, caracterizado porque la fermentacidn se lleva a cabo
en ausencia de dcido dietilbvarbiturico y sus andlogos.
25. 48,~ Procedimiento para la produccidn de rifeami-~
c¢ina B por fermentacién, tal y como quede sustancialmente
deserito en la presente Memoria.

Egta Memoria conste de catorce hojas, escritas a

médquine por una sola cara,
Medrid, s
R R
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