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: ci§n de dietilbarbiturato de scdio al medio de cultivo se traducigp

. Esta invencibn se relaciona cor un procedimiento
para preparar auevos compuestos de rifamicima, mediante ferumem-
tacibn de cepas mutantes de Streptomyces mediterramei em un medio

rutriente acuoso bajo comdiciones aerébicas. Estas nuevas rifa=
micinas son demominmadas de aqui em adelante como rifamicina P,
rifamicina Q, rifamicina R y rifamicima U,

Ya se ha sugerido que durante la fermentacibnm en
medios’ de crecimiento normales, streptomyces-'mediterrane'i sinte=-
tiza una familia de antibibticos demomimados colectivamente como
complejo rifamicina (P. Sensi, et al., Antibiotics Anmual 1955~
1960, pégina 262). Ulteriores trabajos han revelado que la adi-

esencialmente en la formaciém de un solo producto de fermentacidm,
rifamicina B (Margalith P, y Pagani H., Applied Microbioloegy, 9,
325, 1961). Seglnm otro descubrimiento, se encontrd m cepa mutan
te de Streptomyces mediterrane]l que produce esenciaimte rifa-
micina B solo, independientemente de la presencia ¢ ausencia de

dietilbarbiturato de sodio em el medio de fermentaciém, de modo
que!se obtuvo un proceso mejorado para producir rifamicima B.

La cepa productora de rifamicina B fue idemtificada como Strep~
tomyces Mediterranei ATCC 21789. (Véase Patemte USA No. 3.871.965).

. ~ Las nauevas sustancias ant:.bi&ticas preducidas por el

procedimiento de esta imvencibn, se obtienen mediante cepas mu-
tantes derivadas de Streptomyces s mediterranei ATCC 13685.

Las nuevas cepas se obtienen por tratamiento de la
cepa ATCC 13685 com agemtes mutagénicos quimicos ccufimes tales
como &cido mitroso o derivados de nitrosoguaridina o agentes '

mutagénicos £isicos tales como rayos X'y radiacidém U.V. Las mue-
vas cepas mutantes em lugar de pertenecer al gémere Streptomyces

mediterranei son asignadas al género Nocardia de acuerdo con las
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propuestas de J.E. Thiemamn et al., Arch., Mikrobiol., 67,
147-155 (1969).

Aislamiento de las cepas mutadas productoras de las muevas ri-
famicinas | :
. Se trata wma suspensiba de esporas de Streptomyces
mediterranei ATCC 13685 con N-metil-N'-aitro-N-nitrosoguanidina
a1 ng/ml, en un tampdn de tris(hidroximetil)amimometano de pH 9,
durante 60 minutos, a 288C. Las esporas tratadas com sutigeno
se lavan entonces y se colocan en discos Petri que contienen
agar de Bennett. Después de incubacibén durante 14 dfas a 28ec,
las ‘colonias supervivientes son separadas y examimadas com res-

_pecto a su capacidad para inhibir el crecimiemto de Bacillus
Subt_ilis del siguiente modo: Se transfiere um disco de agar

(diSmetro 4-8 mm) que lleva uma sola colonia a us dis_:co Petri
que contiene agar de Penassay a pH 7,2 previamente germinado a

2 % ‘(v/v) con Bacillus Subtilis. Bajo estas condj.cious. la vi~

famicina B es practicamente inactiva y uma colomia mormal pro-
ductora de rifamicina B mo préporciou inhibicifa del crecimien~
to de Bacillus subtilis en el agar subyacemte, miemtras que
cualquier colonia productora de una mueva rifamicima con acti-
vidad antimicrobial causari una evideate zoma de corte de inhi-
bicién de crecimiento alrededor del disco de agar. De este modo
se aislaron tres ceﬁas que fueron codificadas originaimente como
D=2, MM1 8-6 Yy M-36. Muestras de estos microorganismos fueron de-
positadas en ATCC en donde se identificam respeqtivmnte como

Nocardia mediterranea ATCC 31064 Nocardia mediterramea ATCC 31065

y Nocardia mediterranea ATCC 31066«

Descripcién de lés nuevas cag' as de Nocardia Mediterranea

__ La siguiente Tabla I resume los resultados del exa-
men macroscdpico y microschpico de las cepas de Nocardia medite-

|
i

rranea identificadas respectivamente com el ATCC Nos. 31064,
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31065 y 31066, y la Tabla 2 registra las caracteristicas de cul-

Igualmente, se registran las caracteristicas'de
la cepa principal Streptomyces mediterranei ATCC 13685 (ME/83):

TABLA 1

Colonias Micelio aéreo

Esporas

N. mediterranea
ATCC 31064

N. mediterranea
ATCC 31065

N. mediterranea
ATCC 31066

Streptomyces
mediterranei
ATCC 13685

ME/83

Colonias cbnicas-crate. Grisiceo o rosado,

- riformes y comnl!tivas, ramificado, 0,6 -

2«3 mm de dlémetro, 0, 8/um de diémetro
marrdn rojizas con pig S
mento soluble amarillo

ocre

Colonias cénicas-crate Rosa o naranja
riformes y conveluti- claro, ramificado,
vas, 2=-3 mm de difme- O, 6-0,réum de
tro, naranja fuerte  difmet

con pigmento soluble

amarillo fuerte

Colonias c6n1cas-crate Rosa o Haranja cla
rlformes y convoluti- ro, ramificado,

vas, 2-3 mm de difme- 0,6-0, »8 um de dis-

tro, marrdén naranja metro
con pigmento soluble

ambaxr

Colonias cbnicas-cratg Roslceo, ramifica
riformes y convultlvas, do, 0,6-~0,8 e
2-3 rm de difmetro, dlémetro

amarillo naranja con
pigmento soluble &mbar
claro :

Ciléndricas

(o, 8-1/umx30-
o/u)

cilfndricas
(0’8-1 v 3,0 -

5_10/‘1)

Cilindricas

Cilindricas
(o, 8-4/um X 3,0=
3,0,3)
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abreo griséceo.

ble amarillo

Pigmento soluble fuerte

amarillo core

Smbar
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TABLA 2
Medios  N.mediterranea N.mediterranea N.mediterranea:-Streptomyces
ATCC 31064  ATCC 31065 ATCC 31066 Nediferyanei
(D=2) (MM 18~6) (M=36) ATCC. 13685 (us/as)

- - Agar de  Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento claro
hdarina de abundante con abundante con abundante com con swperficie
avena superficie 1i~ superficie li- superficie lisa lisa, amarillento

. geramente rugo sa, naranjae. Smbar fuertes con reverso rosado.
sa, marrén cas Trazas de mice Trazas de mice- Micelio aéreo blan
tafio con bor- 1io aéreo rosa lio aéreo rosa. cusco con matiz
des maranja. do. Algunas es Pigmento :solu~ rosa. Trazas de
Pigmento solu- poras. Pigmen® ble &mbar que-  pigmento soluble
ble beige rosa soluble beige mado - anriuontor )
do rosa .

Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento creciuiento abundan
‘glucosa de abundante con abundante con  abundante con te con’ siuperficie
extracto superficie muyy superficie muy superficie ru~ &spera amariiienta
de levadu rugosa, Smbar. rugosa, rojo gosa., Micelio a rosa. Micelio
ra (Medio Micelio aéreo ladrillo. Pig- vegetativo, abreo escaso.
No. 2 grisiceo, pig~ mento soluble S&mbar quemado. .. sug i
Shirling mento soluble de color herrum Pigmento soluble :
y de color herrum bre fuerte Smbar quemado
Gottlieb) bre fuerte.
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento Creciniento abundan
glucosa abundante con abundante con abundante con te con superficie
de superficie muy superficie muy superficie ru~ &spera, amarillento
' Emerson  rugosa y Aspera,rugosa y 4spe- gosa, fmbar que a naranja rosado.
pigmento solu- ra, rojo ladri mado. Pgmento Micelio aéreo rosa-
ble Smbar rojo 1lo. Pigmento soluble &mbar do. Pigmento solu-
ladriilo soluble &mbar. quemado "~ ble &mbar paiico
Agar de crecimiento ‘Crecimiento Crecimiento mcinicnto bueno,
Bennett abundante, abundante con abundante con amarillentd pirando
‘ superficie muy superficie muy superficie ru- 'a amarillo naranja.
rugosa, marrén rugosa, naran- gosa, marrén  Micelio aéreo : ysa-
rojizo. Trazas ja fuerte. naranja. Pig- ,hdo, Pigmento su. =
de micelio Pigmento solu-> mento soluble ble Smbar claro.
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2 (Continuacién)

claro

TA&BLA
Medios Ne.mediterranea N.mediterransa N.mediterranea Streptomyces
ATCC 31064 - ATCC 31065 ATCC 31066 mediterranei
(D-2) (14 18-6) - (M-36) ATCC 13685 (ME/83)
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento pobre
Penassay moderado, su- abundante, li- moderado con
perficie ligera geramente rugo superficie
) mente rugosa, S0, naranja lisa y fina,
naranja claro. claro. Sin naranja claro.
Sin pigmento pigmento solu~ Sin pigmento
soluble ble soluble el
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento = Crecimiento abundante
molasa abundante, muy abundante con abundante con  con.- superficie fspera
de ex- rugoso, rojo superficie muy superficie &s- incoloro a amarillen-
tracto ladrillo. Pig- rugosa, rojo pera, &mbar que to.Micelio adreo’ blan
de le~ mento soluble ladrillo. Pig~- mado. Pigmento cuzco. Pigmento solu-
vadura de color herrum mento soluble soluble &mbar Dble fmbar fuerte -
bre fuerte de color herrum quemado .
: bre fuerte
Agar de Crecimiento Crecimieato Crecimiento Crecimiento pobre
sacarosa moderado con  bueno con su- abundante con con superficie fina,
de superficie li~ perficie 1isa, superficie 1i- incoloro a melép
Czapek- sa y fina, na~ paranja. Mice- sa, salmfn. claro. Trazas de Ri=
Dox ranja claro. Mi 1io aéreo _Abundante mi- celio adreo blunco
celio abreo rosa paranja claro celio adreo. rosado
palico. Algunas naranja rosado.
esporase. Pigmen Trazas de pig-
to soluble ama- mento soluble
rillo limbn amarillo claro
fuerte \
Agar de Crecimiento sin crecimien Crecimiento mo Crecimiento pobre
patata escaso, naran to derado con sus con superficie fina,
ja claro, Pig=- perficie lisa, incoloro. Trazas de
mento soluble naranja claro. micelio aéreo hlan-
marrdn castafio Sin pigmento cuzco. Sin pigmua2to
claro soluble soluble,
Agar de Crecimiento Crecimiento = Crecimiento ‘Crecimiento clare
" aspara- abundante con escaso cor Su= (Claro, Oro. con superficie lisa
gina de superficie perficie 1lisa, Sin pigmento y f£ina, rosa naranja
glucosa 1lisa, naranja. naranja claro. soluble claro. Algin pigmen-
Pigmento solu=- Sin pigmento to soluble amarillo
ble amarillo soluble

claro




TABLA 2 (Continuacibn)
Medios Nomediterranea N. mediterranea N.mediterranea Streptomyces
;- mediterranei
- ATCC 31064 ATCC 31065 ATCC 31066 e ———————— :
(D=2) (M4 18~6) (M=36) ATCC 13685 (ME/83)
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento claro
asparagina sbundante con escaso, naranja moderado con con superficie.
de glicerol superficie li-.fuerte. Sin pig superficie 1i- 1lisa y fina, rosa
(medio n2 5 sa, naranja mento soluble geramente ru~ naranja claro,
Shirling y fuerte. Trazas - gosa, naranja Algim pigmento
Gottlieb) de pigmento 50 fuerte, Trazas soluble amarillo
luble amari- de pigmento claro
llento soluble amari- '
| 1lo
Agar Ni= Crecimiento Crecimiento Crecimiento cla crccini.ento modew
triente moderado con moderado con ro con superfi- rado con superfi-
: superficie superficie ru~ cie fina y 1isa,cie 1lisa, meldn a
lisa y fina, gosay fina, naranja. 8in naranja. Micelio
naranja pilido naranja pflido. pigmento solu- afreo bl.anco
Sin pigmento sin pigmento ble rosado
soluble soluble
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento mode-
Pridham moderado con  abundante con abundante, lige rado con saperfi-
' superficie superficie lisa, ramente &spero, cie lisa, incolo=-
lisa y £ina, rojo ladrillo. marrén &wbar. ro0 con manchas de
Smbar. Micelio Micelio adreo  Trazas de mice- color rojo langos=
adreo naranja rosa. Pigmento 1io abreo rosa- ta. Micelio aéreo
rosado claro.  soluble amari- do. Pigmento rosa
Pigmento so=- 1lo soluble marrén
_ luble rosado fmbar
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento pobre,
almidén moderado con moderado con su abundante con  incoloro a rosa’
superficie -perficie 1lisa, superficie lisa, naranja claro.
lisa, naranja. naranja fuerte. naranja. Trazas Escaso micelio
Abundante mi- Trazas de pig= de micelio aéreo akreo blanco.
celio aéreo  mento soluble  rosado. Pigmento Hidrolisis d:
rosa. Abundan- de color pajas soluble amarillo almichn: dudo:i
te produccibén Hidrolisis de claro. Hidroli-
de esporas, 7 almidbén: nega- sis de almidén:
Pigmento solu tiva negativa
blie amariilo,
Hidrolisis de
almidén: nega

tiva
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TABLA 2 (Continuacidn)
Medios N.mediterranea N.mediterranea N.mediterranea Streptomyces
mediterramel
ATCC 31064 ATCC 31065 ATCC 31066 o
(D=2) (MM 18-6) (M=36) ATCC 13685 (ME/83)
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento abundan-
triptona abundante con moderado, rugo abundante ¢con te, naranja rosa.
de des- superficie ru~ so, naranja. superficie ru- Micelio a&reo rosado.
trosa gosa, melbn. Pigmento solu-~ gosa, melbn Pigmento soluble
. Pigmento solu~ ble amarillo rosa. Pigmento amarillo oro claro
ble meldn nas naranja soluble melbn
ranja rosa .
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento moderado,
cobalto moderado con abundante con moderado con naranja rosado claro.
de Hicky superficie superficie superficie 1i= Algfin micelio aéreo
y Tresner lisa y fina, lisa, melén geramente rugo- rosado. Pigmento
, incoloro, Mi-~ rosa. Pigmento sa, meldn rosa. soluble amarillento
celio aéreo soluble beige- Pigmento solu-
blancuzco. rosa claro ble beige claro
Pigmento solu
ble beige .
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimieato pobre
tirosina abundante, con abundante, muy abundante con
(Medio superficie muy rugoso y &spe- superficie &s-
ne 7 rugosa y 4spe-~ ro. Naranja pera, naranja
Shirling ra, rojo ladri ~fuerte. Pigmen quemado fuerte.
y llo. Pigmento to soluble de Pigmento solu=-
Gottlieb) soluble amari- color canela  ble ocre amari-
1lo fuerte. rosado. Reac- 1llo. Reaccidn
Reaccibn de ri c¢idn de tirosi de tirosina:
rosina: positl na: fuertemente fuertemente
va (buena) positiva positiva
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento po Crecimiento claro,
€sCaso con Su~ escaso, naranja bre, naranja incoloro. Micelio

malato-Ca

perficie lisa y
£ina, amarillo

‘naranja claro.

Pigmento solu-
ble limbn cromo
cerca del cre-
cimliento y rosa
coral en el me=-

dio. Hidrolisis:

positiva

claro. Hidroii-
sis de malato-
Ca: negativa

clarc. Sin
pigmento so=-
luble. Diges-
tibn de mala~
to=-Ca: nega-
tiva

- abreo rosa bilzucuze

co. Digestidn ;. r-
cial de malato-d.:
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TABLA 2 (Continuacibn)
N.mediterranea N.mediterranea N.mediterranea Streptomyces
' ATCC 31064  ATCC 31065 ATCC 31066 Lo
(D=2) ' (MM 18-6) (M=36) ATCC 13685 (ME/83)
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento claro,
albGmina abundante con abundante corn bueno con Su= rosa
de huevo superficie 1i- superficie perficie lisa,
sa, naranja 1isa, maranja. amarillo naran
claro. Pigmen- Sin pigmento ja. Pigmento
to soluble ama soluble soluble amari-
rillo claro 1llo claro
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento
glucosa de abundante, li- abundante, ru~ abundante con
peptona ~ geramente ru- goso, naranja superficie rugo
goso, naranja fuerte. Pigmen- sa, fmbar que~
fuerte. Micelio to soluble mado. Pigmento
adéreo rosado. amarillo oro soluble &mbar
Pigmento solu=- quemado
ble amarillo
Gelatina  Hidrdlisis: Hidrélisis: Hidrblisis: Hidr81isis:
o positiva“ positiva positiva positiva
caldo de  Reduccibn: Reduccibdn: Reduccibns: Reduccibdn:
nitrato negativa negativa negativa negativa
Leche sin coagula- sin coagula- sin coagula- sin coagulacién
tornasol  cibén cibn cibn gin peptonizacibn
Sin peptoni- sin peptoni- Sin peptoniza
zacibn zacibn cibén
Agar de Crecimientoc ~ Crecimiento Crecimiento
hierro de moderado con moderado con pobre con-
extracto superficie superficie superficie
‘de levadu- 1isa, naranja lisa, paranja lisa, incoloro.
ra de pep- phlico. Produc pélico. Produc Sin pigmento
tona cibn H,5 : cibn de H,8: soluble. Produc
{Medio negativa negativa cibn de H,8:.
ne 6 Shir- negativa
ling ¥ .




TABLA 2 (Continuacibn)
Medios N.mediterranea N.,mediterranea N.mediterranea Streptomyces
ATCC 31064 ATCC 31065 ATCC 31066 mediterranel
(b-2) (MM 18-6) " (M=36) ATCC 13685 (ME/83)
Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento pobre,
patata escaso naranja puy escaso, pobre, naranja incoloro
naranja claro
suero sin crecimien- Sin crecimien- Sin crecimien
sanguineo to to to :
0+ Crecimiento Crecimiento Crecimiento

agar Difco escaso, incolo-

2%

ro. Trazas de
micelio afreo
blanco. Abundan
te produccibn
de ésporas

Agdr-de - :Crecimiento
leche des- abundante con

natada

superficie lisa
naranja. Pigmen
to soluble ama~-
rillo cadmio.
Hidrolisis de
caseina: buena

escaso, incolo-
ro. Trazas de
micelio aéreo
blanco.” Abundan
te produccibn
de esporas

Crecimiento
bueno, ligera-
mente rugoso,
naranja con
sombreado ma-
rrbn. Pigmento
soluble marrdn
castafio. Hidro-

lisis de caseis .

na: "huena

escaso, incolo-
ro. Trazas de
micelio aéreo’
blanco. Abun=
dante produc=-
cibén de esporas

Crecimiento
abundante con
superficie ru=-
gosa, naranja.
Pigmento solu-
ble marrdn oro.
Hidrolisis de
caseina: fuer-
temente posi-
tiva

Shirling y Gottlieb: Métodos para la caracterizacidn de especies de
Streptomyces, Intern. J. Syst. Bact., 16, 313-338
(1966).
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La siguiente Tabla 3 registra las caracteristicas fi~
sioldgicas de’' las nuevas cepas de Nocardia en comparacifn con aque

ilas de la cepa principal.

TABLA 3

N. mediterranea N.mediterranea N.mediterranea Streptomyces

(D-2) (M4 18-6) (M=-36) mediterranei
) : (ME¥83)
Hidrblisis +
de almiddn - - - -
Hidrdlisis ,
de tirosina ++ 4+ +++ -
Hidrélisis -
de caseina ++ ++ 4+
Hidrdlisis
de malato-Ca ++ - - 4
Reduccibn '
Leche tor- Sin goagulacidn sin goagulacién Sin coagulacién Sin E:Qagula—
nasol . |5in peptonizacibén sin peptoniza=- sin peptoniza- ciba -
cibn cibn sin peptoni-
zacibn
Licuacibn 7
++ ++ ++ +

de gelatina
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La siguiente Tabla 4 registra la utilizacibn de fuen-
tes de carbono examinadas segin el método de Pridham y Gottlieb
(Jc Bact, _s_é" 107, 1948)0

TABLA 4

Nemediterranea N.mediterranea N.mediterranea Streptomyces

mediterranea
(D=2) . (MM 18-6) (M-36) (ME-83)

Arabinosa
Xilosa
Glucosa
Mannosa
Fructosa
Lactosa
Sucrosa

Inositol
Ramnosa

Rafinosa
Salicina

Mannitol
@licina

Sorbitol

Ma-succinato - - -

Ka-citrato
Na-acetato
Inuiina

Dulcitol
Celulosa
Maltosa
Galactosa
Glicerol

Sk A g B g g 4

vy ovigy
+ 1 f"l t + 1 ;t:t xxiitix

I+
+
1
9

e
bt

+1 $ (I
o 4 AL
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FERMENTACION

N ~ E1 proceso de fermentacidn consiste eseacialmeste
en cultivar umo de diches mutantes de Stregtbgzces mediterranei
‘en un medio nntriente'que contiene fuentes asimilables de carbo-
no y nitrégeno y sales minerales esenciales, hasta que se impar-
te a dicho medio wma actividad antibibtica sustancial, y en ex-
tractar las rifamicinas a partir del medio. Mis particularmente,
estos mutantes se cultivan bajo condiciones sumergidas agitadas
y aireadas a una temperatura que oscila eamtre 25 y 372C, con
preferencia a 282C, Como fuentes de carbono, se pueden utilizqg
los Siguientes carbohidratos y derivados carbonados: glucosa,‘ .
galactbsa, lactosa, sucrosa, maltosa, glicerol, manitol, etc.
Fuentes de nitrdégeno de utilidad son, por ejemplo, alinnicidSS,j
sus mezclas, péptidos, proteinas y sus hidrolisatos, tal como
peptona, extracto de levadura, harina de glicima, licor de mace-
racidén de maiz, solubles de pescado,'extractos de carse, frac-
ciones acuosas de semillas cereales, La fermentacibn se pﬁedé .
realizar duramte 180-220 horas, El PH de partida, generalmente
ajustado a 6,4~6,6 aprcximadahente, aumenta al final de la Pere..
méntaciéh a 7=8,5. Generalmente los mejores resultados se obser—
van a las 200 horas de fermemtacidm. Al término de la fermenta-
cidn, las rifamicinas se pueden aislar por el siguiente proce-
dimiento. El medio de fermentacidn se f£iltra al pH fimal de 7-8,5
gl filtrado se acidifica rapidamente, preferiblemente a un pH :
menor de 5 aproximadamente, para asegurar la mejor estabilidad
de la sustancia antibibtica. La actividad se extracta com disol-
ventes inmiscibles en agua tales como cloroformo, butamol, acév
tato de etilo, de propilo, de butilo o de amilo. La proporcibn
entre el volfmen del medio y el del disolvente varia en funcidn
del disolvente elegido: generalmente se utiliza uma proporciéa
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in vacuo, se extractan las rifamicinas con un disolvente immis

de la cromatograffa, es conveniente disolver el extracto em bm;.to

- denominados rifamicinas P, Q y U respectivamente,

del orden de 2:1 a 10:1.

El micelio retiene afin actividad microbiolédgica,
la cual se extracta del micelio por medio de un disolvente in-
miscible en agua, combinfndose entonces con la fase oz'g&nica,'.
que contiene ya la mayor parte de las rifamicinas. Alternativa-

mente, la extraccién de la actividad del micelio se puede reali-

zar por medio de un disolvente miscible con agua tal como acetom}.

En este caso, el liquido se filtra, se evapora la acetoma - ~ **

cible en agua y se sigue el procedimiento como aateriormente se
ha dicho.

Una vez que la mayoria de la actividad antibiét;iqa}
ha sido transferida al disolvente, &ste se destila 2 vacuo hase |
ta sequedad, preferiblemente a una temperatura imferior a 302C.

PURIF'E[CACION
. El extracto en bruto de rifamicina se puede purifi—
car cromatogra.ﬂicamente en una columaa de gel de sflice, Antes -

en wn tampdn fosfato de pH 7-8 y tratar a contimuacidn com wa
agente oxidante suave. La solucién tampén se extracta eatonces
con un displvente immiscible con agua. Este extracto orglnico
contiene una nueva rifamicina denominada rifamicina R. La solu=
cién tampbn extractada se acidifica a pH 2-4 y se extracta de
nuevo con un disolvente irmmiscible en agua, Este extracto orgé-
niqo contiene tres nuevos compuestos de la familia rifémicim,

, La purificacién adiciomal de rifamicima R se efec-.
tua por cromatografia em wna columna de material adsorbente
adecuado, tal como gel de silice, y eluyendo con uma mezcla
adecuada de disolventes orginmicos.

»
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B segundo extracto orgémico, que contiene rifami-
cinas P, Q y U, se purifica de forma similar a como se ha men-
cionado para la rifamicina R,

A continuacidén se ofrecen los siguientes ejemplos
al objeto de ilustrar mejor el objeto de la invencién.

EJEMPLO 1

La cepa mutante identificada como Nocardia medite=-
rranea ATCC 31064 se propaga durante 6-8 dias en agar de
Bennett y se incuba a 28¢C,

Con el cultivo obtenido del agar inélinado, se inoe
culan, bajo condiciones estériles, dos matraces Erlemmeyer de ]
500 ml. Los matraces contiemen 100 ml del medio vegetativo de la

siguiente composicién:

Bxtracto de carne de vaca 5 g
Extracto de levadura 5 ge
Peptona 5 ge
Hidrolisato de caseina 3 g.
Glucosa 20 g.
NaCl 195 go
320 hasta 1 litro.

El pH se ajusta a 7,3 con hidréxido e8dico.

Los matraces as! inmoculados se colocan en un vibra-
dor altermativo 2 289C durante 72 horas, El coi;tenido de los
dos matraces Erlemmeyer se utiliza como indculo vertiéndolo en
wn prefermentador de 10 litros que contiene 4 litros del citade
medio vegetativo. La incubacién se efectfia a 282C com uma agi- P
tacibén de 300 rpm y una aireaciébn de 1 v/v/m. Despubs de 48 horas
de crecimiento, se obtiene un volimen de 7-10 X de cflulas empa-
cadas, En la siguiente etapa, se utiliza un fermentador de vi- i
drio de 10 litros que contiene 4 litros del medio de fermenta- l
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cién a continuacidn indicado:

Harina de cacahuete 25 go
Harina de glicina 5 ge

- (vH,),50, 9+5 Go

| HgSO4.7H20 ' 0,85 g :
Glucosa 95 go :
@licerol , 40 g
KH,PO, 1 g
Propilenglicol 5 g
Gaco3 , 8,5 go
dietilbarbitfirico Na 1,7 G
Cuso 4.'5%120 , 2,8 mgs
FeSO4-7320 o 8?5 Bdo
23504-7H20 : 42,5 mge
Mnso4g4320 3,4 mg.
ca012.6H20 1,7 ng.
(NH4)6M07024.4H20 0,85 mg. |
H20, hasta 1 litre. i

El pH se ajusta a 7,8 com hidréxido sbdicoc. Se'esé
teriliza durante 60 minutos a 120¢C. Después de esterilizar, el
pH es de 6,4 Como inbculo se utiliza uma cantidad del coatenido |
del prefermentador igual al 5 % del comtenido del fermentador.

La fermentacién se realiza a 282C com uma agitacidn

a 750 rpm y wna aireacién a una velocidad de 1 v/v/m. Como antiui
o ca s . !
espuma se utiliza silicona A. El caldo de cultivo vira a ult colow

marrda rojizo caracteristico durante la fermemtacidm. Después

de 200 horas de crecimiemto, se obtieme un volfmen de células
empacadas. El pH del caldo es de 7,5 y en este momento se recoge
dicho caldo.

1
l :
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EJEMPLO 2
Un cultivo de Nocardia mediterranea ATCC 31064,

_obtenido como se describe en el-ejemplo 1, se prepara un matréz,
bajo agitacibém, en la forma descrita em el ejemplo 1. Para el
precultivo, se vierte en un fermentador de cristal de 10 litros

que contieme 4 litros del siguiente medio:

Glucosa 5 ge
Harina:de cacahuete 7,5 G
caco, : 1,65 go
Mgso4.7H20 0,33 g.
XH,F0, 0,33 g
F930407H20 ' 3,3 mg.
2n30,,07H,0 16,5 mge
Mnsoq.-41{20 1,3 mg.
H,0 hasta 1 litro.

ElL pH se ajusta a 7,5. Se esteriliza durante 50
minutos a 1202C, Despuds de la esterilizacibém, el pH es de 6,4
Despubs de 48 hovas de crecimiento, el volfmer de células empa=-
cadas es de 6-8 % del vollimen total. Se utiliza um inbculo igual
al 10 % para un fermesntador de cristal de 20 litros que cantieﬁe

10 litros del siguiente medio de fermentacida:

Licor de maceracibn de maiz 20 . ge
Harina de glicina 15 ge
(nH 4) 250, 6 Ge
MgS0 40 7H,0 0,85 g.
(Flucosa 100 e
KH,P0, 1 Ge
caco, 6 g
Fes0,.7H,0 8,5 mg.

ZM0407§!20 42,5 mg.
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MBSO 0 48,0 3,4 mg. :
Cnsc4°5Hé0 2,8 mg.
_COCIZoGHéO 1,7  @mge

. H20 hasta 1 litro.

El pH se ajusta a 7,8 comn hidrmbxido sﬁdicoé Se este=
riliza durante 50 mimutos a 1202C. Despubs de esterilizar, el
PH es de 6,4. La Pfermentacidn se realiza a 282C durante 200 ho-
ras. Bl pH del caldo de fermentacidn, en el momento de la cose-
cha, es de 7,5,

Los caldos -de fermentacidn obtemides em los ejemplos
1y 2 se purifican del siguiente modo. El micelio se separa pox
filtracidn y se desecha, se ajusta el filtrado a pH 2 coe &cids
clorhidrico al 10 % v/v v se extracta tres veces con un vollmen
igual de acetato de etilo. Este extracto orginico se comcentra
hasta sequedad baje vacio a 352C y el resfduwo (4 g del ejempio 1
¥y 11 g del ejemplo 2) se disuelve en tampdn fosfato sbdice O,GSK
PH 7,5 ¥ se afiade nitrito sddico para dar wma comcemtracidnm

final de 0,2 % p/v. Después de agitar duramte 30 mimutos a témm
peratura ambiente, la solucibn tampdm se extracta tres veces
cor un volfmen igual de acetato de etilo, Los extractos organi-
cos combinados se comcertran hasta sequedad bajo vacio a 352C
(primer extracto de acetato de etilo)s La solucibn tampdn ago-
tada se ajusta a pH 2 com &cido clorhidrico al 10 % ¥ se extrace
ta com ua voidmen igual de acetato de etilo tres veces. Los ex

tractos orgémicos combinados se concemtran hasta sequedad baio

vacio a 352C (segunde extracto de acetato de etilo).

E1 polvo seco del primer extracto de acetateo de
etilo (1,4 g del ejemplo 1 ¥y 4,2 g del ejemplo 2) se disuelve
en cloroformo y se cromatografia en uma columna de gel de silice |
(malla 70-230 ASTM) vtilizando cloroformo que contieme 2 % v/v E
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de alcohol metilico como eluente. La rifamicina R es el primer

producto principal eluido de la columna, reconocible por su co-

lor marrdn anaranjado. }

, En la cromatografia de capa fipa utilizando
placas de gel de silice (Merck 60 F254) con cloroformo:alcohol
metilico momo sistema disolvente (95:5), la rifamicina R tieme
un valor Rf de 0,59, Las fracciones que comtienen rifamicina R
se combinan, se evaporan hasta sequedad bajo vacio a 35¢C, se
redisuelve en acetato de etilo, el cual se lava entonces con
fcido clorhidrico 0,01 N y por fiitimocon agua, El extracto orgh-
nico se concentra en pequefio volumen y la rifamicina R enista-'
liza en solucibn a 49C (obteniéndose 600 mg del ejemplo 1y

1,6 g del ejemplo 2). El segundo extracto de acetato de etilo

se purifica por cromatografia en columna sobre gel de silice .
de modo similar a la rifamicina R. El residuo seco (2,4 g del g
ejemplo 1 vV 4,2 g del ejemplo 2) se disuelve en cloroformo y se

aplica a gel de silice.

La columna se eluye con una mezcla de cloro-
formo y alcohol metilico (98:2). EL pfimer compuesto que sale
es rifamicina U, a continuacibén rifamicina P y por filtimo ri-
famicina Q. Bstos tres compuestos tienen un color naranja zma-
rillento en la solucidn eluente y se pueden identificar sobre
1a base de su movilidad en la cromatografia de capa £ina., Sobre
placas de gel de sflice (Merck 60 F254) utilizando cloroformq/he—'
tanol (95:5) como sistema disolvente, los valores Rf somr los

siguientes:
rifamicina U RE = 0,63
rifamicina P RE = 0,57

rigamicina Q RE = 0,32 s
. !

Las fracciones adecuadas que contienen rifami=- |

|
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cinas U, P y Q se combinan, se evaporan hasta sequedad bajo va-
cio y se cristalizan en acetato de etilo. A partir del primey
ejemplo se obtienen 80 mg de rifamicina U, 400 mg de rifamicima
P y 280 mg de rifamicina Q; a partir del segundo ejemplo se

obtienen 190 mg de rifamicina U, 900 mg de rifamicina Py 750 ng |

de rifamicina Q.

siguiendo esencialmente el mismo procedimiento
de los ejemplos anteriores, pero utilizando respectivamente
Nocardia mediterranea ATCC 31065 & Nocardia mediterranea ATCC

31066 como cepas productoras, se obtienen rendimientos del mige

mo orden que los anteriormente indicados:

Caracteristicas fisico-qaimicas de las nuevas rifamicinas

Rifamicina P

1) Anflisis elemental (%):
Encontrado C=60,6; H=6,2; N=3,8; 0=25,2; S=4,1

| 2) Bandas de absorcidn U.V. y visibles:

El coﬁpuesto muestra les sigulentes valores:

metanol 0,1 N HCl
/{max (m ) E1% Amax (m ) Em
M/ 1 zm / 1 cm

406 197 416 183
350 : (hombro) 300 319
297 344 225 ' 521
257. 423

224 550

El1 gr&fico completo del espectro se ofrece&
la figura 1. El espectro fue registrado com el instrumento
Perkin Elmer Spectracord 4000 A.

3) BEspectro infrarrojo:

1
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Las crestas de absorcibn mis significativas

en Nujol se presentan en las siguientes S.;te.c_uen.c_i.g_s_,_(gmﬂls ] !

'3766‘-3"1’5’6”&;5‘1-”)’;” 3100 (w); 3060-2800 (vs); 1465 (s); 1380 (cy:
Nujol; 1722 (m); 1645 (m,br); 1580 (m); 1510 (m); 1323 (m) ;
1250 (s br); 1160 (m); 1130 (w); 1070 (m, br) 1030 (w); 982 (m)

960 (m); 925 (w); 890 (n); 818 (w); 770 (w); 735 (w).
Un gréfico completo del espectro I.R. se ofre-

ce en la figura 2. El espectro fue registrado con un instrumento
Periin Elmer Mod. 421.

4) Espectro de masat

El espectro de masa obtenido a 70 e V miestra
1a cresta de ion molecular MY en el siguiente valor m/es 738

El espectro fue registrado con un instrumento

Hitachi Perkin Elmer RMU=6Le

5) Espectro de vesomancia magnética nuclear:

El ghhfico completo del espectro RMN a 100 ¥H_

en CDCL 3 e ofrace en la figura 3.

Este compuesto no muestra el comportamiento

polarografico caracteristico de las rifamicinas que poseen

una mitad cromdfora con estructura quinbnica.

Rifamicina Q

1) Andlisis elemental:

Ezu:om:rado C=60,7; H=6,3; N=3,60; O0u25,3; S=4,2

2} Bandas de absorcidén U.V. y.visibles:

Bl compuesto muestra los siguientes valores en metanol:

26,
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Ama.x (m /u.) Elxcm

406 178 ;
350 (hombro) 3
297 305

257 405

204 518

3) Espectro infrarrojo:

en Nu‘,ol se presentan en las siguientes frecuemmas (cm )

Las crestas de absorcibén més significa._ivas

3700-3300 (s, br); 3300-3080 (m br); 3040 2780 (Vs), 1460 (S),

1378 (s):

i
Nujol; 1740 (m); 1700 (m); 1650 (s, br); 1605 (s, br); |

1555 () 1510 (m, br); 1315 (w); 1275 (m); 1240 (m); 1220 (m);

1160 (m)}; 1090 {m); 1050 (m,br); 1020 (w); 970 (m); 945 (W);

910 (m};

808 (m); 765 (w); 720 (w).

Un grafico completo del espectro I.Rs se ofrece

en la Figura 4.

4) Espectro de resonancia magnética nuclear:

en CDCL
¢ 3

EL gr&fico completo del espectro RMN a 60 I:mz

se ofrece en la figura 7.

Rifamicina R

1) Anflisis elemental:

Encontrado: C=62,0; H=6,4; N=2,2; 0=29,6

2)Bapdas de absorcidn U.V. ¥ visibles:

E1 compuesto muestra los siguientes valores

en Scido clornidrico 0,1 N en metawol:
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Xmax (@/u) E:%cm
219 444
281 415
340 114
410 72

3) Bspectro infrarrojo:

Las crestas de absorcibn mis significativas
en Nujol se presentan en las siguientes Preciencias (dm71):

o e e St

%700-35100 (s bv)s 3040-2780 (vs); 1465 (s); 1380 (s): Nujol;
1745 (s); 1710 (m); 1640 (s); 1600 (s); 1505 (s); 1415 (m);

1325 (s); 1260 (s, br); 1220-1130 (s, br); 1120 (w); 1075 (s);

12020 (w); 975 £s); 950 (w);: 920 (w); €38 (m); 823 (m); 78S

(w, br); 735 (w, br); 650 [w,-br).

Un grifico completo del espectro I.R. se ofre-

ce en la figura 5.

4) Espectro de masas

Bl espectro de masa obtenido a 70 e V maestra

la cresta de ion molecular M' en el siguiente valor m/e: 711,

5) Espectro de resonancia magmérica nuclear:

Bl gréfico completo del espectro RMN a 60 Miz

en CDC13 se ofrece en la figura 6.

El compuesto muestra el comportamiento pola-
rogrifico carvacteristico de las rifamicinas que poseen una mi-
tad crombfora con estructura quindmica.

Los anteriores datos soportan la siguiente

estructura para la rifamicina Re
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Rifamicina U

1) Bandas de absorcidn U.V. v visibles:

El compuesto muestra los siguiemtes valores

en metansl:

)\max (@yu) 1Acm
412 163
353 (hombro)
299 265
258 389
220 451

2) Espectro ipfrarrojo:

H

Las crestas de absorcidn més significativas

en NuJol se presenxan en las smgulentes Ffrecuencias (cm _) SN
3700-3100 (m br); 3060 (vw); 3040-2740 (vs), 2720 {vw}, 1460 (s)

1378 (m): Nujol; 1750-170S5 (m,br); 1680-1620 (m,bv);. 1600 {s}: i
1558 (s); 1490 (w, hombro=); 1308 (w); 1270 (w, - hombros); ;
1245 (m, hombro); 1225 (m); 1160 (m); 1120 (w); 1090 (vw);
1070 (w); 2030 (vw); 1020 (vw); 1000 (vw); 975 (w); 960 (w,

hombro) ; 905 (m); 850 (m); 802 (w); 800 (vw, . hombro); 777 (vw)

760 (vw); 720 (vw); 685 {vw); 670 {vw).



ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS COMPUESTOS

El espectro de actividad in vitro de las »lro-

micinas Ps Q ¥ R se ofrece en la siguiente Tabla:

Concentracién minima inhibitoria (mg/ml)

w! Actividad no determinada

Cepas Rifamici-  Rifami- Rifami- Rifami-
na P cina Q cinaR - cina U
Stzphylococcus aureus ATCC 6538 0,00235 0,039 0,01® 0,05-0,1
Staphylococcus aureus ATCC 6538 0,00235 0,078 0, 0047 -
(20 % de suero bo¥ino)
staphylococcus aureus Tour 0,0035 0,06 0,00235 -
staphylococcus aureus Tour 2550 3100 100 -
yifempicina~-resistente
streptococcus hemolyticus C 203 0,0047 0,019 - 0,00312 -
Streptococcus fascalis ATCC | 0,0035 0,312 0,19 -
Diplococeus pneumoniae UC 41 0, 0047 0,039 0,00625 -
Proteus vulgaris X 19 H ATCC 881 0,78 12,5 12,5 -
Escherichia coli ATCC 10336 3,12 12,5 50 ¥50
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 (12,5 50 - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 [12,5 50 100 -
Mycobacterium tub. H37Rv ATCC 5360 | 1 2,5 0,1 2,5
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Los nuevos compuestos son activos tambiéa

en animales de laboratorio inyectados con StaphyloCoCCus auywiis,

Escherichia coli.

La siguiente Tabla registra los resultados de

los experimentos representativos efectuados en ratones en com-

paracidn con una rifamicina natural conoclda, es decir rifamici- !

na sv:

Compuesto Cepa de infeccidn - . Ebsomg/kg
SeCo 0sS

pifamicina P Staphylococcus aureus 0,3 098'

rifamicima P Bscherichia coli 40 , o=

rifamicina Q Staphylococcus aureus 8 o

pifamicina SV Staphylococcus aunreus 17 74

La rifamicina P, que resulta ser la rifamicina
natural mhs activa hasta ahora aislada, tieme también uma baja .
toxicidad puesto que su valor LD en ratones es superior a

500 mg/kge iepo

50

Descrita suficientemente la naturaleza del
inventoe, asi como la manera de realizarse em la préctica, debe
hacerse constar que las disposiciones anteriormente imdicadas
son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto uo al-

teren su principio fundamental.

arean e ae e
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REIVINDICACIONES
B ]
1= Procedimiento de produccibén de nuevas

rifamicinas, identificadas como rifamicina P, rifamicina Q,
pifamicina R y rifamicina U, caracterizado porque compreﬁde las
etapas de fermentar, bajo condiciones aerébicas, en presencia
de una Puente de carbono asimilable, una fuente de nitrbgeno
asimilable y sales minerales esenciales, una cepa mutante de
Nocardia mediterranea seleccionada entre Nocardia mediterranea
ATCC 31064 (D~2), Nocardia mediterranea ATCC 31065 (1M18-6) ¥
Nocardia mediterranea ATCC 31066 (M-36) y sus equivalentes,
hasta gque el medio de fermentacidn muestra una actividad an-
tibidtica sustancial; recuperar las nuevas rifamicinas del me-
dio de Fermentacidm; y Pfinalmente separar cada wna de las r-

Famicinas obtenidas como fmico producto residual.

o,- Procedimiento segfn la reivindicacibn 1,
caracterizado porque la fermentacibén se efectua a una tespera-
tura entre 25 y 372C durante 180-200 horas, a wa pH comprendi-
do entre 6,4 y 8,5 aproximadamente.

3.~ Procedimiento segln la reivindicacibn 1,
caracterizado porque la vrecuperacién de las nuevas rifamicinas
ce efectua extractando el caldo de fermentacién con un disol-

vente no miscible con agua a un pH inferior a 5.

4.~ Procedimiento segfn la reivindicacibn 1,
carvacterizado porque las nuevas rifamicinas se separan en DR
ponentes individuales por cromatografia en columna.

:>/// 5.- Procedimiento segfn la reivindicacibn 1,

caracterizado porque las citadas cepas matantes de Nocardia

maditerpanea y sus equivalentes, se preparan  por tratamien-

to de esporas de Estreptomices mediterranei ATCC 13685 con un

|
|
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agente mutagénico{ incubacidn de las esporas tratadas con mu—
tégeno durante 14 dfas a 289C sobre agar Bemett; y aislamiemto

de las colonias supervivientes que son capaces de imhibir i
crecimiento de Bacillus substilis.

6+~ Procedimiento seglin la reivindicacidn 5,
caracterizado porque el agente mutagénice es N-metil-N?!-ni-
tro-N—n:ftrosoguanidina y el tratamiento con dicho agente mu=
tagénico se efectua a un pH de 9,0 y a 282C.

7.~ Procedimiento de produccibn de nuévas
rifamicinas, tal y como queda sustancialmente descrito en la
presente Memoria, e ilustrado en los dibujos adjuntos.

Esta Memoria consta de 27 hojas escritas

a méquina por una sola cara.

v TRR, 4977
Madrid,

GRUPPO LEPETIT SeP»
7/ GUMEZ ACEBO Y mMUDE:
) F o1.L, Gaela Farnfnder
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GRUPPO LEPETIT S.p.A.

FIG. 4
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GRUPPO LEPETIT. S.p.A.

FIG. 5
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GRUPPO LEPETIT SpA.

FIG.7
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