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Esta invencidn se relaciona con un método nejo
rado para la produccidn de antibidticos de ansamicina, paxr
ticularmente mediante el crecimiento de microorganismos.

Las rifamicinas, un grupo de antibidticos estrecha
mente relacionados, se describen por Sensi y otros: farmaco,
2d. Sei. 14, 146 (1959); Anuario de Antibidticos 1959/1960,
262 (1960a); Experientia 16,.412 (1960b); Parmaco, nd. sci.
16, 165 (1961); y Res., Progr. Org. Biol. lled. Chem. 1, 337
(1964).

La constitucidén de las rifamicinas se establecién

‘por V. Prelog, Quimica Aplicada Pura, I, 551 (13963b). Prelog

inventé el término "ansamicina' para referirse a esta clase
especifica de antibidticos de molécula grande.

Esta invencidn estd relacionada con una mezcla de
ensamicinas que se produce mediante ﬁna nueva especie de

Licromonospora, designada Licromonospora lacustris SD. nov

Routica. Dosmiembros de la mezcla de ansamicina son la ri-

famicina S y la rifamicina SV, Dos otras ansamicinas son



los derivados de 3-tiometilo de la rifamicina Sy de la

rifemicina SV.

Bl microorgenismo Util para la preparacién de los
antibibticos de esta invencidn se aislé de una muestra de lodo
del Lago Rogers, en Connecticut. Este cultive (Pfizer F.D.

23849), designado Micronomospora ldcustris sp. nov. Routien,

se ha depositado en la Coleccibn de Dultivo tipo Americano,
de Rockville, Md., y se afiadié & su coleccién, como represen~

tativa de un cultivo tipo como CCTA 21975.

Tos medios de identificeacidn usados para la caracte-
rizacién de M. lacustris y las referencias para su composicidn

son las siguientes:

1. Apar de Bemnett (y 0.1 por ciento de CaCO3) -

Weksman, S.A. Log Actinomicetos volumen 2, 1961, MMedio 30

en la pdgina 331.

2. Agar de Emerzon (y 0.1 por ciento de CaCO3) -
Waskman, 1961. Medio 28 en la pdgina 331.

3. Agar de Pasta de Tomate de Harina de Avena (y
0.1 por ciemto de CaCO3) - Haskman, 1961, DMedio 34 en la
pégina 332.

4. Agar de Glucosa y Asparagina (y 0.1 por ciento
de €aC03) - Vaskman, 1961. Nedio 2 en la pégina 328,

5, Agar Glucosa-Extracto de Levadura (y 0.1 por

ciento de Caco3) - M. J. Weinstein y otros. Agente Mtimicro-

bienos y Quimioterapia, pdgina 436, 1968.
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6. Almidén (a) - Waksman, 1961. Medio 21 en 1a
pégina 330,
(b) - Como el anterior, pero con 14 de
Extracto de levadura afiadide
(¢) - Gordon y Mihm, Diario dé Bacterié-
 logfa 73, 15-27, 1957
(d) - Almidén de papa 20.0 gramos

Cloruro de amonio 0.2 gramos
~ Agar 15,0 gramos
Agua destilada 1.0 litro.

7. Gelatina - Waskman, 1961, Medlo 20 en la pédgina
330.

8. Tirosina - Waskman, 1961. Medio 11 en la& pdging
329.

9. Czapek-Sucrosa - Waksman, 1961. Medio 1 en
la pédgins 328.

10. Rebanadzs de pape - Luedemann, G.M. ¥y B. Brodsky,
Agentes Antimicrobienos y Quimioterapia, pdginas 47 a 52, 1965.

11. Rebanadas de papa mds CaC03 - Luedmann y Rrodsky,
1965.

12. Zanshorias .’

13. Agar de Agua de la Llave (2 por ciemto).

14, Agar de Peptona-Hierro - Waksmen, 1961. Medio
38 en la pdgina 332.

15. ILeche Descremada Difco.
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16, Medio CCTA 172 - Catdlogo de Cepas de la CCTA,
9a. Edicidn, pdgina 172, 1970.

17. Caldo de Nitrato de Dextrosa - Waksmon, 1961.
Medio 1 en la pdgina 328,

18, (aldo de Nitrato Orgdnico - Waksman, 1961,
Medio 37, en la pdgina 332,

19. Invertasa de Sucrosa - M. Levine y Ho W
Schoenlein, Una Compilacién de Medio de Cultivo, 1930. Medio
622 en la pdgina 176.

20. Celulosa - Levine ySChoenlein, 1930. Medio
2511 en la pdgina 823,

21. Celulosa - H. L. Jensen, Expediente de la So-
ciedad Iinnean N.S. Wales, 55, 231 (1930).

22, Utilizacién de Hitrdgeno - Veinstein y otros,
Agentes Antimicrobianos y Quimioterapia, pdgia 437, 1968,

23. Utilizacidén de Carbohidrato - Weinstéin y otros.

E1L M. lacustris se planté en tubos o placas de |
petri por lo menos en duplicado para algunas pruebas & gran
slcance. Ia incubacidn se efectub a 28° C., excepto en donde
se manifiesta lo contrario. Se hicieron lecturas & varios
intervalos haste de 14 dfas, con algunas pruebas continudndosse
durante periecdos de tiempo mfs prolongados. ILas designacio-
nes de color se refieren al color de las virutas en ¢l “lMenual
de Armonfa de Color", 4a. Edicién, 1958, publicado por Contai-

ner Corporation of América, E.U.A., pero los términos deserip-
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tivos son aquellos @el investigador. ILos métodos sdﬂ pringi-
paimente aquellos descritos por M. J. Weinstein yriotros, en
Lgentes Antimicrobianos y Quimioterapia pdginas 435 & 437 .
(1967/1966). La descripcién de M. lacustris CCTA 21975 es 1a
siguiente:

Caracteristico del género Micromonospora, 1. lacustris,

no tiene micelio aéreo. Hay solamente esporas en el micelio
del substrato y éstas salen individualmente en la hifa,. Me-
joras producidas en agar de aguz de la llave son ra.ras,r ter-
minales, asentadas, colocadas al azar en el cultivo, en su me-
yoria de 1.1 a 1.5 micrones de ancho, algunas veces de 2.0 mi-
crones de ancho. Se encuentran hinchgmientos intercalados in-
frecuentes. En €l agar deo gluceosa y extracto de levadura, las
egporas son semejantes, pero algunas veces son numer_osaé en
manchas parcuscas en el micelio.

El extracto de levadura y la N7%-Amina A (Sheffield
Chemicel Co.) proporcionan buen crecimiento. No se utiliza
nitrato de sodio, asparagina ni decido glutdmico. Fl creci-
miento es de insatisfactorio a bueno, en el Medio 172 de la
CCTA & temperaturas de 21°, 280 y 379 C., peroc hay crecimiento
no continuo & tempsratura de 45° Co

Reduccidn del nitrato: ninguna reduceifn de nitra-
to en nitrito en 21 dfas, ya sea en caldo de nitrato de dex—
trosa o en caldo de nitrato orgdnico.

Producoibn de HpS (4 dfas, prueba de tira de acetato



de plomo) - produccidn de agar de peptora - hierro.

Celulosa: ningin crecimiento en ningin medio ain
despuds de 38 dfas.

Gelatina: 1licuada.

Alnidbn: ninguna hidrblisis en el medio 6a y 6b
pero buena hidrélisis en el medio 6¢c y 64.

Inversién de sucrosa: positiva.

Leche Descremada: ningin cambio a los 21 dfas, ocu-
rriendo posteriormente coagulacién y peptonizacién parcial.

Utilizacién de carbono: utilizado - glucesa, gaiac-
tosa, fructosa, D-manocsa, d(-)ribosa, almidbén, sucrosa,
trehalos y xilosa; no utilizados - adonitol, I-arabinosa,
celulosa, duléitol, inositol, D-menitol, rafinosa, ramosa y
d(-)sorbitol; variable - lactosa y D-melibiosa.

TLos datos adicionales del cultivo pertenecientes a

M. lacustris CCTA 21975 aparscaen en el siguiente cuadro:



opaBg

opaed squsweISTTT

oP.aBed

O4UBTTTIq OTTEIeWy

ém.h...mw US 04TOTWIOSI0 Wang oged -

ounSury (ed ¢ Tewmo op) opyipd.
_ ,.ovﬂmaﬂ&mﬁdlowmng

otmFuLy (ed g mu. .mm.

-B0) ozTloa opsluersuy

omSuru (®vdg ®w odg
ep) ozTloux opwlusasuy

C(Bd ¢
® BUy OP) opeluvreuy

. Mmﬂ,m B

vd ¥ ap) op=zl wsIRuy
(od ¢ B =wd ¢)

93 UBTTTIq OTTTIBwY

(Bd ¥ ap TSsBO)
91 uwBTTTaq opwlUBIBUY .

a9 £ B9 oTpeuw we ‘OLTOTWTED

=813 upSutu 9} UBUTBTOWSSY
04w TUTOsT0 WpFUEY

oueTd ‘opBFTeP ‘opea

" Spowm ® OTJI090BISTLBSUT of

opsdnrae ‘oueng

oueTd
‘opeB1sp o oxadsp ‘ouweng

04 USTWTO
—8I0 WPBUTU 04 UBWIRIOUSSH

) Q3 USTWTO
lmho%ﬁﬂmpﬂmsﬂdﬁoﬁmmm

03Ue TWTO
—OI0 UPSUTU 93 USWLETONIST

Oxedsp £ OPBITBAST 0 oUW
-81d ‘ousng ® opwIspPow s(

_ 08TT ‘ou
BTd ‘squsTeoxs ® ousng aq

) epednaas
‘ogadsp. ..o.@.mu.ﬁgm.n ‘ousng

BZoJIodsn
BIIOTO woo omeTd ‘ouang

v |
x
UgPTWTE op ausy

m.m_:_...nondnﬁm

mnwwwﬂﬂw

€oomo + BdBg °p mdwdﬂmn,m.m
BdBI 6P STPEUBGLY
BUTSOIT] 8P aslY

.mmo&oSm £ yadezp sp awTV

€o0e0 ( eu
-t8easdse - BEOONTZ ep aely

moo.mo + BI
TpBAST SP 04 0BIFX3=BSOONTYH

.moo.mv + BUSARB ap

. eutaey £ anwvmos ep BUOLSBJI

moo.mo + UOsJISWy SpP I8V

oov0 + soumeg sp aedy

STAUIOS O3wous T

OTTI0TW [oP 010D

03U TWT08X)

OITDo

H
1
1

I
'
i



Una cepa matante (Pfizer F.D. 24189), desarrollade
por tratamiento mutagénico 4z M. lacustris CCTA 21975, se
depositb con la Colsccién dz Cultives Americana y se design
CCTA 21974. La cepa matante tiene un color mds opaco que el
cultivo original en agar ds glucosa-lavadura mas CaCO3 y otros
medios. Lz cepa mutante produce més esporas y esporas ligere-
mente mis grandes que el cultivo original, La cepa mutante,
en contraste con el cultive original, no puede utilizar fruc-
tosa y lactosa ceomo laé fuentes o procedencias de carbono.

La cepa mitantz produce maousrcs cantidadss de rifamicina S y
rifamicina SV en los métcdes de fermentaciln empleados que 21
cultbive ocriginagl.

Fl cultive de M. lacustris de prefercncia go efectfa

en medios nutritivos acuosog a2 tiaperatura de aproximadamente
24° g 36° C., y bajo condiciwnes sorbbicas, sumergidas, con
agitacién. TLos medics nutritivos que son dtiles para dichos
objetos incluyen una fuente o procodencia de carbono esimila-
ble, tales como azicsres, almiéén, glicerol y melasa; una fuen-
te o procedencia de nitrégéno orgfnico, tal como caseina, subs-
tencia digestive emwzimgtica de casefna, harina de carne, gliten
de trigo, harina ds semillg ds algedbn, harina de frijol ée
.soya y harine dc cacanuat2. Una fusnte o procedencia de subs-
tancias ds crzcimisnto tel:s come matariales solubles d2 des-
tilerfiz y/o extracic d&s lsvadura, asi como ssles tales como

cloruro & sodis, ecctabs de zuoanie, sulfato de amonio, fosfato

POOR
QUALITY
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de potasio y minerasles de traza tales como hierro, magnesio,
zinc, cobalto y mangeneso puede utilizarse también con resul-
tados ventajosos. Si se encueatra formacién de 2Spulll, eXCe-
siva durante la fermentacidn, pueden aﬁadirée al medio de
fermentacién agentes antiespumontes, tales como aceiteg vege-
tales o siliconas. El pH de la fermentacién tienge a permene-
cer més bisn constante, pero si se sncuentran varigciones,
puede fambién affadirse al medio un agente de estabilizacién,
tal como carbonato de calcio. ILa asrescién del medio en ten-
ques para crecimiento sumergide, ds proferencia se mantiene a
razéﬁ de aproximadamente 1/2 a 2 volumencs de aire libre por
volumen ds calds por minutc. ILa agitacién pueds mantenerse
por medio de agitadores qus son por lo gensral conocidos para
aquellas personas relacicnadas con la industrie de la fermen-
tacibn. Desde luego deben mantenerse condiciones asbépticas a
través dsl traslado dsl microcrgenismo y a través de su etapa
da crecicimiento.

Fl infculo para la preparacién de la mezela entibib-
Tica pued= obtenerss, empleando crecimisnto de tubos incline~
dos de M. lacusgtris en medios tales como el mzdio 172 4= la
CCTA, al cual se ha hecho referencis en 1o que antecede. EL
crecimiento puede utilizarse parz inocular ya sea matraces
de agitacibén o tangues de indculo o alternativamente los tan-
ques @2 inbculo pusden sembrarse de los matréces de agitacibn.

El crecimisnto de los microorganismos por lo genersl llegn a
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su méxino eproximedamsnts de dos & tres dfas. Sin ambargc,

las variaciones =mn 21 tquipo usado, la asrcacifn, régimen de

194

»

wzden afsctar la velscidzad con la

N

agitacidn y otrog factorss

Y3

cual s2 llege zl crecimiento miximo. Por lo general, la fer—
mentacibn sz llevs & cabo hasta quo s» imparbe una actividad
antimicrebizne considerable g1 medis, un perfodo de aproxima-
desmente 24 hores a sproxinzdsmante 4 dfes, sindo suficients
para la maycriz dz les sbjetas.
El procséimicnto do la vroduceibn d&: antibiéticos,

cenveniontemente es seguidc durante iz fermentacidn mediaante
ensayo biolégico dsl calds supleasndo un2 cepa saasible ds

Stavhylocseeus agursus. Se eaplea iz téenica del sasayo de place

b2 3

normgl, oz donde la zona de inhibicifn Que rodza un disco de
papel dz filtro, saturado con el csldo, s2 ubiliza como una
madids ¢> 1s potencia @2 sntibidtico. Despusds de que el caldo
ds fermontocida he llegado a un aivel de potencia del antibid-
tico, ¢l pH »or lo geuer =g dz aproximadaments 7.5 a 8.5,

y 21 micelio se ramueve modipate Filtracién o centrifugacida.
Puedeir usarse verios tipos ds cguipo tales como presusas 82 fil-

tro, centrffuzas, ste.

(O]

Lz cromatografias dc caps delzade cmplazndo g2l de
gsflice es.una herrgaienta til vara =uslizar la mezels de an-
tibibticos que s= precduce mediante M. lacustrig en medios de

fermentactfa y la compesicifdn d2 matsrizlss crudos y purifica-

i

dos que stz exbraen dz los caldes ds ferm=utacibn clarificadces.

§

POOR
QUALITY



La resolucién des los componentes de la mazels de antibidti-
cos depends de mansra importanite de la carga de antibidtico
del sistemz. Una potencia de antibidbtico demasiado pequefia
deja de revelar los componentess antibidticos secundarios;

una potencia del aalibidticn domasizdo considerable da por
resultado un efecto que ofrace resistencia con una resolucién
ingatisfactoria.

Il sistema para la cromatografia de capa delgada,
es la capa superior preparada de acetato de etilo, tetrahidro-
fursno y agua (4:1:5). Ia deteccidn bioautogréfica de los
componantzs antibibticos pueds lograrse por medio de un recu~
brimiento de uns caps delgeda de agar, sembrads con uns ceps

sensible de Straphylococcus aureus, u otro organismo sensi-

ble. Los cromatogramas de capa dslgada, despuls de desarro-
llerse, pvpusden también exominarse visualmante., FL antibibti-
co presznte en la mezela de antibibticos se colorea cousidera-
blemente con varios tonos de anarsnjado, amarillo y rosa.

Las rifamicings producidas mediante M. lacustris son

compuestos de las férmlas:
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La porcién predominante (.- 90 por ciento) de la
mezela e antibibticos que s produce por M. lacustris que
se establece mediante anélisis elemental, espectrogrdfico de
masa y datos de resonancia msgnética nuclear, se representa
mediante 3-tiometilrifemicina S (IIb) y 3-tiometilrifemicina
SV (Ib). ZIos componentes secundarios mayores ( -~/ 9 por ciento)
son rifemicine S (IIa) y rifamicina SV (Ia). Se progucen can—
tidades mis pequefias de rifamicinag S y de rifamiéina SV me-
diante la cepa mutante M. lscustris CCTA 21974,

Ademds ge laé rifemicinas, se produce una nueve an—
samicina designada Compuesto 32,656 (~~ 0.9 por ciento) y un
ndmero de otras ansamicinas en cantidades. de traza que sscien-
den & un totel de aproximadamente 0.1 por ciento de la mezcla
de antibibticos.

Los equilibrios de oxidecién-reduccibn estazblecidos
para la rifemicina S y la rifamicina SV existen para los deri-
vados de 3-tiometilo de estos antibibticos. Ia rifamicina SV
se oxida mediante aire o megdisnte dibéxido de manganeso en rifa-

micina S. ILa rifemiciha § se reduce répidamente en rifamicina

% SV mediante tratamiento con dcido ascérbico. ILas reacciones

semejentes de oxidascibn~-reduccién funcionan para la 3-tiome~
tilrifemicina § y 3-tiometilrifamicina SV.

k La hidrogenacifn de la 3~tiometilrifemicina S en uwna
solucifn de etanol en pressncia é¢ 5 per ciento de paladio

sobre carbonc hasta que se consuman 8 equivalentes de hidrébgeno,
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la remocidn del catalizador mediante filtracién y 1la evapcra-
cién del material fitrado rinds la hexahidro-3-tiometilrifa-
micina SV. ILea oxidacibn de este compuesto con dibxido de man-
goneso activado, proporciona lcs derivados de hexahidro de la
3-tiometilrifamicina §3; de meners semejante, la hidrogenacién
del compuesto 32,656 proporciona el derivado de hexahidro.

Los componentes de la mezcla de antibiéticos puede
recuperarse del caldo de fermentacibén mediante un ndmero de
procedimientos diferentes, incluyendo extraccibn por solvente
y cromatografia de columna o combinaciones de los mismos..

Son Ytiles varios solventes crgdnicos para extraer los anti-
Vbiéticos del caldo clarificado. Iz acetons de mebtilisobutilo
es un solvente particularmente efectivo. Ia extraccién por
solvente, de preferencia se lleva a cabo usando un volumen del
solvente aproximadamente iguel z mds o menos una quinta parte
del volumen del caldo del cusl se desea recuperar la mezcla

de satibidticos. Dependisndo de los volumenes del caldo invo-
lucrados, son Utiles pars objetos de extraccibn vafias piezas
del eguipo tales como embudos de separacidn, tanques agitados
y dispositivos extractores meecdnicos tales como separadores
centrifugos.

Ias ansamicinas.de preferencia se separan y se ais-
1an en el estado reducicdo. Esto puede lograrse afiadiendo dcido
ascérbico a todo el caldo, antes de la filtracién a un nivel

de aproximadsmente 2 gramos por gramo ds la mezcla de antibid-



ticos y agitdndose durante aproximadasmente 30 minutos a tem-
peratura ambiente. Alternativemente, los antibidtices pueden
»afucirse cen feido ascérbico en una de las etapas de recupe-
reeibn y concentracibn.

ElL mftods ds preparacién preferido y la recuperacifbn

ds los compcnentes de la mezela de entibibticos es el siguien-

<t

as @l coldo clerificado se ajuste 2 un pH de 4.0 2 4.5 y se
extrae con aproximaidsmente una qguinta parte del volumen de
cetona de metilisobutilo. ILa cetona se remueve al vacio y se
reemplaza por etanol industrial. Ia solucifén de‘efanol se
desgrasa medisnte extraccibn repetida con &ter de petrbleo.

Ias ensamicinas se reducen con dcido ascérbico, el etanol se
remueve al vacfo y el residuo se absorbe en clorcformo. EL
cloroformo se evapora a2l vacfo y el residuc se crqmatografié
sobre una columsa de gel de sflice usando acetato de etilo con
concentraciones sumentadas deccetona como el solvente de desa-
rrollo. Los productos de la colummez son seguidos por cromato-
grafis de capa dslgada y bicemsayo. Los productos de oxidacibn
activos se cémbinan correspondientemente. El compuesto

32,656 estd en los productos de destilacién enteriores junto-
ca cantidades de traza de otras ansamicinas. ILa concentracién
de lo acetona en 1a mezela de desarrollo de acetato de etilo ¥
ncetons se elsva gradualmente hasta aproximadamente 35 a 50

por ciento. FEL producto destilado se eluye y se concentra rin- |

diendo 3-tiometilrifamicina SV cristalina.
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Ia 3-tiometilrifamicina SV, se convierte fécilmente
en 3-tiometilrifamicinz S mediante oxidacién con aire @z pre-
ferencia mediante tratemiento con didxido de manganeso sctiva-
d0 que se prepara medisnte secado azeotrépico del didéxido de
nanganeso tal y como se describe en el Diario de la Quimica
Orgénice 34, Mimero 6, 1979 (1969). Una suspensifn espesa de
dibxido de manganeso activado, aproximadamente un gramo por
gramo del antibibtico, se afiade a una solucilén meténélica de
acetato de etilo dsl antibibtico y se agita dursnte aproxima-
damente 30 minutos a temperatura ambiente, a través de cuyo
perfodc de tiempo la oxidacidn ses completa préctiﬁamente. La
mezele de reaccién se clarifica mediante filtracién o centri-
fugacibn y =1 solvente ée remueve al vacfo.

Ia presente invencidn ineluye dentro de su alcancs
log productos antibibticos producidos mediante M. lacugtris en
formas aiiufdas, concentrados crudos y también los componentes
purificados de los mismos. Todos estos productos novedosos scn
Ytiles para combatir microorganismos, especialmente lycobacte~

rium tuberculogis, Dinlocsocus pnsumoniae, Streptococeug, pyo-

seneg y Staphylococcus gureus, incluyendo cepas gque son resis-

tentes a otros antibidticos conocidos. Ademds son utiles como
deginfectantes contra diches microorganismos y como wma ayuda
para la purificacién de cultivos mezclados para objetos de
diagnéstico médico e investigmeidn blolbgica.

1 Cuadro I ilustra los espectros del antibibtico de



- 17 -

algunas de estas nuevas ansamicinag. FEstas pruebas se llevan
& cabo preparando tubos de cgldo nutritivo con concentracianes
que aumentan gradualmensve del antibidtico puro y luego sem-
brando los czldos con el orgenismos espscifico citado. Ia
concentracifn inhibitoria mfnira que se indica en el cuadro I
es la concentracifn minima del antibibtico (en microgramos/mi-
1ilitro) a la cual el microorganismo dejé de crecer. Iag prue-
bas se llevaron a cabo bajc ccndiciones normalizadas, tal y
como se describe em el Expediecate de la Sociedad Bioldgica y
Médicae Bxpsrimental, 12;, 1107 (1966). TLos Cuadros II y III
ilustran la actividad in vivo de estos nusvos antibidticos

en ratoncs infactados expsrimentalmente.

Cuadre 1

Concentracién Inbitoria Minima (microgramos/mililitro)

M. tuber. Strepto- Stephylo- 5. aursus

H RV coceus coccus {ml tirresis—
Antibibtico 37 pyozenes  Surous tente)
3=tiometilrifo~
micina SV. 0.015 0.0019 0.0019 0.0019-0.0039
3~-tiometilrifa-~
" micina S. 0.006 0.0009 0.0004 0.0012-0,0039

Compuesto 32,656 0.1  0,0312  0.0039 0.,0012-0.0078
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Cuadro I1
PDsg » miligramos/kilogramo*

Diplo-  Strepto-

cocei  cocei Staphylo-
Antibidtico oral oral Oral  Subcutdneo
3-Piometilrifami.-
cina SV 8.0 0.22 1.1 0.65
3=-tiometilrifami-
cina S. 12.5 0.60 1.4 0.17
Compuesto 1.15

*Dosis que proporciona unz proteccidn del 50 por ciento.

Cuadro IIT

Infeccifin de M. tuberculosis en Ratones

% de su- Tiempo de supervi

G v Wl s i
3-tiometilrifamicina
SVe 5.0 100 5340
0.5 70 44.3
Sontrol 0 20 37.7

*Bvaluedo & 53 dfas posteriores al desafié.

Tos entibibticos de esta invencilén pueden adminis-
trarse medisnte vias orales o parenteralcs pare el tratamiento

de animales, incluyendo los seres humenocs, Ge infecciones pneu-
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codicas, estreptocbeicas, estrafilocédcicas,tuberculosas y
otras infecciones sensibles 2l #&ntibibdtico. Por lo general,
estos antibibticos deseablemente se administran en dosis ora-
les dierias de 0.5 & 1 gremo o inyecciones parenterales de
100 2 500 miligfamos, dependiazndo del tipo y seriedad de la
invencién y el peso dsl paciente que se estd tratando.

Los compuestos de esta invencién pueden administrar-
se solos o en combinacién con poritadores farmacéﬁticamente
aceptables y dicha administracibéa puede llevarse & ogbo en do-
gsis individueles y miltiples.

Para objetos de administracién oral, puede emplearse
una pestilla que contiene varios excipisntes tales como citra-
to de sodio, carbenato de calecio y fosfato de diealecio, junto
con varics desintegrantes, tales como almidbn, dcido alginico,
y ciertos silicatos complejos junto con agentes de lignzén,
toles como pirrolidona de polivinilo, sucrosa, gelatina y goma
de acacia. Ademds, son frecuentemente Ytiles para objetos de
formar pastillas los agentes lubricantes, tales como estearato
de magnesio, laurilsulfato de sodio y talco. Ias composiciones
sélides de un tipc semejante, pueden tambifén emplearse como
meteriales de rolleno en cdpsulas de geletina suaves y duras,
llenadas; los materisles preferidos incluyen lactosa asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular. Cusndo se desean
suspensicnes acucsas y/o elixires para adninistracifdn oral,

el ingrediente activo esencial en las mismas uede combinarse
?
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con varios agentes edulcorantes o de sabor, materia colorante
o tintes y si se desea, agentes emulsiomantes y/o dec suspen
sién, junto con diluyentes tales como agua, etanol, pfopilen—
glicol, glicerol y varias combinsciones de los mismos.

Para objetos de administracién parenteral, las so-
luciones de estos ontibilticos en aceite de ajonjolf o de -
cacahuate o sn propilenglicol acuoso se pueden emnlear, asi
como las soluciones acuosas estériles de las salesg de metal al-
ecelino o de metel alcalinotérreo solubles en agua, correspoi-
dientes. Dichas soluciones acuosas doben estﬁbilizarse apropin-
damente si es necesario, y el diluyente liquido ﬁueda primero
hecerse isoténico con una centidad suficiente de una solucién
salina o glucosa. . ‘ o

. Se proporcionan los siguientes ejemplos & fin de
ilustrar mis completemente la invencién. Debe qued3r compren-
dido que estos ejemplos son para objelos ilustrativos dnica-
mente y que la invencifn no se destina aquedsr limitada 2 los

detalles especificos de los sjemplos.

EJEMPIO T

Se prepare un médio acueso estéril que tiene la si-

guiente composicibn:
Gramos por Litro

Almigén 20.0

Substancia digestiva enzimdtica
de caselna " 5,0
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ixtracto de levadura 500
Dextrosa ' 10.0
K HPO 0.5
a0y 450

Las células de un tubo inclinado de M. ;gcgs__‘ggi;g, -
CCTA 21975 se transladan hacia una serie de matraces Felﬁback
de 3 litros, cads uno ds ellos conteniendo un litro de esie me-
dio y se agiton durante de 3 & 4 dfas a temperatura de 280 @.
Se tronslada hesta un fermentador aproximadamente
1 por ciento en volumen/volumen del inéculo que se ha desarro-
1lado, cuyo fermentador contiene 567.700 litros de un medio

estéril de la siguiente composicibn:

Gramog/Litro
Almidén 25.0
Substanciz digestiva enzi-
ndtica de ceseina 15.0
dl-metionina 1.0
Acetato de amonio 0.5
Sulfato de amonio 0.1
KpHEO , 0c4
Sucrosa 1.0
Ca.003 4.0
Harina de carme 10,0
Fe S0, THpO 0.02

MgSO4.7H20 0.1
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20504 THLO 0,002
¥nClo 0,002
COGLy . 6Hp0 0.002

Ie temperatura se mantiene a aproximadamente 30° C.,
y el caldo se agite a 1150 reveluciones por minuto y se aerea
e razén de medio volémen de sire por volumen de celdo por mi-
nuto. Despuds de 35 a 45 horas, 5 por clento en vnlumen/volumen
de este indculo desarrollado se translada 2 un fermentador que
contiene 3,785 1itros del medio estéril descrito en lo que
anteceds. Ia temperatura se mantiene a 30° C., con asreacibfn
a medio volumen de aire por volumen de caldo por minuto y agi-
tacidn a 600 revoluciones por minuto. Se afiade aceite de fri-
jol de soya tal y como sea necesario para controlar la forma-
cifn de espuma excesiva. Después de 50 a 60 heras, del 5 al
10 por ciento en volumen/volumen de este indculo desarrollado
se transiada a un fermentador que contiene 37,850 1itros dél
medio estéril que es ignal que aquel degerito en lo gue ante-
coge, pero sin la harina de carnc. Le temperatura se mantiene
g 30° C., la sereacibn es a régimen de medio volumen de aire
por volumen de caldo por minuto y la agitacién es a 380 revo-
luciones por minuto. Se afiade aceite de frijol de éoya tal y
como sea necesario para controlar la espuma. Se cfiade sucro-
sa o dextrosa & intervalos de 24 horas, hasta un nivel de
aproximadamente 0.1 por ciento en peso/volumen.

Después de 90 a 120 horas, el caldo de fermentacibn
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se filtre y el pH se eajusta & un valor de 4.0 8 4.5 en presen-
cis de 5 a 10 por ciento de cetona de metilisobutildor_I& col-
do se exbtree luego con 9,462 litros de cetona de meti1isobu-
tilo por medio de un extractor Pokbielniak y un sep:rédorrcen—
trifugo. Ia extrancidn por colvente se concentra ¢l vacio ﬂaé—
ta de 1/10 a 1/20 volumenes y el pH ss ajusta a 5.5 & 6.5. con
amonfaco o una solucibn al 10 por ciento de KpHPO,. |

FEl solvente (aproximadamente 7.570-0 1itros) se re-
mieve al vacio y se reemplaza por etanol 3A. ILa solucibn de |
etanol se concentra 2l vacfo hasta aproximadamente 75.700 1i-
troé, la cual se desgresa mediente extraceidn repetidn con
&tor de petrbleo. A le solucidn etanblica se afiade écidb.as-
cbrbico (aproximadamente 2 gramos por gremo de la mezcla de
antibidtico) v la solucién se agita a temperatura ambieante,
durante mfs o menos 30 minutos. Ia solucién etanblica se con-
centra al vacio, manteniendo ¢l pH a un valor de 6 2 7 si es
necesario, hasta gue se forme un jarabe delgado que luego s2
shgorbe en cloroformo.

La solucién de cloroformoge concentra hasta formar
un jarabe que luego se cromatografia sobre una columa de
gel de silice y se desarrolla con acetato de etilo que con-
tiene incrementos al 5 por ciento de acetona. ILos productos
destilados 3de la columna son seguidos por cromatografia de
cepa delgada y bioensayo y los procductes destilados se combi-

nan correspcndientemente. Los productos destilados inieieles
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contienen el compuesto 32,656 y cantidades de traza de rife~-
micina S, rifamicina SV y otras ansamicinas. El eluato del
producto destilado cuando se ccacentra rinde 3-tiometilrifa-

micina SV cristalina.
EJEMPLO I

Se repita o1 método del Hjemplo I con M. lacustris
CCTA 21974 en vez ds COCTA 21975. Se obtienen resultados com-
parables con la excepciln de wna nraduceidr por fermentacibn

de cantidedcs mds pequefias de rifamicina Sy de rifamicina SV.
EJENPLO IIT

Se preopara una compesicién farmacéutica s6lida seca,
mazelendo los signientes materiales juntos en las proporcio-

nes en peso que sz especifican a coatinuacibn:

3-Tiometilrifamicina SV 50
Citrato de sodio 25
Acido alginico 10
Pirrolidona de i)oli.vinilo 10
Zstearato de magnesic 5

Después de que la cempesicibén seca se mezcla comple-
tamente, sz perforan las pastillas de la mezela rssultante

siendo cada pastilla de un ftamafio tal como para que contenga



- 25 -

500 miligramos del ingrediente active. Se preparan otras
pastillas de manera semejanie que coatienen 250, 100 y 50 mi~
ligramos del ingrediente activo ussndo la cantidad apropiads

de 3-tio metilrifamicina SV, en cada caso.
EJEMPLO IV
Se preparan ampolletas que contienen cantidades pe-
sadas de la sal de sodio estéril Qe la 3I-tiometilrifamicina
SV. Estas ampolletas se reconstituyen para administracién
parenteral hasta 100 6§ 200 miligramos por mililitro, con agua
es5téril o una solucidn de dextrosa al 5 por ciento.

EJENPLO V

Dates Analiticos

3-Tiometilrifamicina S

Carbono 61,48
Hidrbgeno 6,70
Hitrbgeno 1.90
Azufre ' 4,15

Los datos dz2l =zspectrémetro de masa y de rescnancise
magnética nuclear son compatibles con la sal de sodio de la
3-tiometilrifamicina SV (038H48Na012NS). Sus valores miximos

de absorcifn de luz ultravicsleta en HC1 de 0.01H en una solu-
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cidn dz metenol ccurren a 225, 305 y 440 milimicrones.

Un grdaulo de K3Br muestra absorcifn caracteristice

em la ragibe infrarrojs a las siguicatzss longitudes de onda
en micronzs: 2.90, 3.40, 5.25, 5.95, 6.50, 7.00, 7.25, 7.55,
8,15, 8.70, 9.30, 9.45, 10.30, 10.65, 11.35, 12.50, 12.30,
13.30 y 13.75.

Rifemicina S

Ta identigad de la rifamicina S gue se produce me-
disnte M. lacustris, se establecif mediants andlisis elemental
vy comparacionecs con espoctres de absorcién de luz ultravioleta

s infrarroja que ss han publicado.

]

Rifemicing SV

Ia identidad de la rifamicine SV que seé produce me-
aiante M. lacustris se establecif mediente endlisis elemental
y comparaciones de los espectros de sbgorcibfn de luz ultravio-

leta e infrarroja, con datos ya publicedos.

Compuesto 32,656

Carbeno 58.19%
Higrdgeno , 5. 97%%
Nitrdgeno . 3.17%
Azufre 3.524%

Oxfgeno (mediante diferencia) 29,15%
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El compuesto es ligeramente soluble en agua y &ter
de petréleo y fdcilmente soluble en metanol, etanol, acetona
y acetato de =tilo,

Sus valores mdximos de absorcidn de luz ultravioleta
en HC1 de 0.01 M en un=a solucibn de metanol ocurren a 225, 253
(inflexifn), 300 y 414 milimicronss, con valorss de E1% de 465,
280, 290 y 150, respectivamente. Cuando se forman en grénulos
en KBr (espsctro infrarrojo fijado) la absorcibn caracterfsti-
ca de la regiﬁn infrarroja occurre a las siguientes longitudes
de onda =a micrones: 2.90, 3.40, 5.75, 6.05, 6.30, 6.60, 6.80,
6.95, 7.25, 7.55, 7.95, 8.65, 9.40, 10.25, 10.55, 11.35, 12.45
vy 13.20.

EJIMPLO VI

La hidrogenacifn de una solucibn etanblica de la 3-
ticmetilrifamicina S en presencia de paladio sobre carbono al
5 por cianto hasta que se consumen 8 equivalentes de hidrégeno,
la remocidén @del catalizador mediente filtracibn y evapcracién
del maﬁérial filtrado, rindié hexshidro-s~tiometilrifamicina
SV, que se identifica mediante lcs datos del espectrémetro de

masa. La oxidacidn de este compuesto con dibxido de manganeso

-activado rinde hexshidro-3-tiometilrifamicina S. ILas propie-

dades del antibibdtico de estos derivados de hexahidro son com-

parables con aquellos de los compuestos originales,



- 28 -

ZJEMPTO VIT

El derivado @s hexahidro a2l Compuesto 32,056, con
actividad antibidtica comparable a aguella dal compuesto
original, se prepars hidrogemsnde ¢l Compussto 32,656, me-

diantes 1 mftodo del Ejemplo Vi.
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REIVINDICACIONES

.3

Los puntos de invenci6n_propia ¥ nueva Qﬁe’se
pfesentan Dara que sean objeto de esta solicitud de Faten-
te de Invencidn en Espafia, por VEIETE afios, son los que-.se
recogen en las reivindicaciones siguientes: T

12,- Un método mejorado para producir un anti-
bidtico de ansamicina cultivando un microorganismo, cgfactg

rizado porque el lLiicromonospora lacusiris sp., nov. Loutien

se cultiva bajo condiciones aerébiecas sumergidas en un medio
nutritivo acuoso que contiene una fuente o procedencia asimi
lable de carbono y nitrégeno hasta que se obtiene una activi
dad antibidtica considerable.

28,~- Un método segin la reivindicacién 12, ca-
racterizado en que la rifamicina S se separa de la mezcla de
antibidtico resultante.

2,- Un nétodo segin la reivindicacién 1%, ca-
racterizado en que la rifamicina SV se separa de la mezcla
de antibidtico resultante. .

42,- Un método segin la reivindicacidn 12, ca-
racterizado en que la 3-tiometilrifamicina S, se separa de
la nezcla de antibidtico resultante.

52.~ Un método segin la reivindicacidn 12, ca-
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racterizado en que la 3-tiometilrifamicina SV se separa de
la mezcla de antibidtico resultante.

6.~ Un método segin la reivindicacién 12, ca-
racterizado en que se separa de la mezcla de antibidticos
resultante.ﬁn compuesto de una substancia antibidtica 32,656
que en forma cristalina disuelta en HCL 0.0l en meranol,
exhibe valores maximos de absorcidén en la regidén de luz ul-
travioleta del espectro a 225, 253 (inflexidén), 300 y 414 mi
limiecrones con valores de El% de 465, 280, 290 y 150 respec-
tivamente; teniendo la composicién promedio en peso de 58,19
por ciento de carbono, 5.97 por ciento de hidrégeno, 3.17
por ciento de nitrdgeno, 3.52.por ciento de azufre y 23.15
por ciento de oxigeno (mediante diferencia); y cuando se gra
nula en KEr exhibe absorcién caracteristica en la regién in-
frarroja a las siguientes longitudés de onda en micrones:
2,90, 3.40, 5.75, 6.05, 6.30, 6,60, 6.80, 6.95, 7.25, 7.55,
7.95, 8.65, 9,40, 10,25, 10.55, 11.35, 12.45 y 13.20.

72.- Un método segin cualquiera de las reivin
dicaciones 2& a 62, caracterizado en gque el material separa-
do se hidrogena para formar el derivado de hexahidro.

82,- Un nmétodo mejorado para producir un antibig
tico de ansamicina cultivando un mieroorganismo.

Tal y como se ha descrito en la liemoria que an
tecede, representado 'en los dibujos Que se acompaflan y para

los fines que se han especificado,
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Esta HMemoria consta de treinta y una hojas es-

critas a miquina por una sola cara.
kadrid —
’ 10.80.587% %

. Fernando de Elzcburu
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