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Esta invención se relaciona con un procedimiento 
para preparar nuevos coapuestos de rifamicina, mediante fermen­
tación de cepas mutantes de Streptomyces mediterranei en un medio 
nutriente acuoso bajo condiciones aeróbicas* Estas nuevas rifa- 
micinas son denominadas de aquí en adelante como rifaaicina P, 
rifamicina Q, rifaaicina E y rifamicina U.

Ya se ha sugerido que durante la fermentación en 
medios de crecimiento normales, streptomyces mediterranei sinte­
tiza una familia de antibióticos denominados colectivamente como 
complejo rifamicina (P. Sensi, et al., Antibiotics Ananal 1959- 
1960, página 262). Ulteriores trabajos han revelado que la adi­
ción de dietilbarbiturato de sodio al medio de cultivo se traducís 
esencialmente en la formación de un solo producto de fermentación^ 
rifamicina B (Margalith P. y Pagani H., Applied Microbiology, 9, 
325, 1961). Segón otro descubrimiento, se encontró una cepa mutan 
te de Streptomyces mediterranei que produce esencialmente rifa­
micina B solo, independientemente de la presencia o ausencia de 
dietilbarbiturato de sodio en el medio de fermentación, de modo 
que! se obtuvo un proceso mejorado para producir rifamicina B.
La cepa productora de rifamicina B fue identificada como Strep— 
tomyces Mediterranei ATCC 21789. (véase Patente USA No. 3.871*965

, Las nuevas sustancias antibióticas producidas por el
procedimiento de esta invención, se obtienen mediante cepas mu­
tantes derivadas de Streptomyces mediterranei ATCC 13685*

Las nuevas cepas se obtienen por tratamiento de la 
cepa ATCC 13685 con agentes mutagónicos químicos com&aes tales j 
como ácido nitroso o derivados de nitrosoguasidina o agentes 
mutagónicos físicos tales como rayos X y radiación U*V. Las nue­
vas cepas mutantes en lugar de pertenecer al género Streptomyces 
mediterranei son asignadas al género Nocardia de acuerdo con las
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propuestas de J.E. Thiemana et al., Arch. Hikrobiol., 67.
147-155 (1969).
Aislamiento de las cepas «atadas productoras de las nuevas ri- 
faaiciaas

Se trata una suspensión de esporas de Streptonyces 
aediterranei ATCC 13685 con N-metil-H'-nitro-N-nitrosoguanidina 
a 1, mg/nl, en un taitón de tris(hidroximetil) «mi wnmetano de pH 9, 
durante 60 minutos, a 28«c. Las esporas tratadas con autógeno 
se lavan entonces y se colocan en discos Petri que contienen 
agar de Beunett. Después de incubación durante 14 dias a 28&C, 
las colonias supervivientes son separadas y examinadas con res­
pecto a su capacidad para inhibir el crecimiento de Bacillus 
Subtilis del siguiente modo: Se transfiere un disco de agar 
(diámetro 4-8 aa) que lleva una sola colonia a un disco Petri 
que contiene agar de Penassay a pH 7,2 previamente germinado a 
2 % (v/v) con Bacillus Subtilis. Bajo estas condiciones, la ri~ 
faaicina B es prácticamente inactiva y una colonia normal pro­
ductora de rifaaicina B no proporciona inhibición del crecimien­
to de Bacillus subtilis en el agar subyacente, mientras que 
cualquier colonia productora de una nueva rifaaicina con acti­
vidad antimicrobial causaré una evidente zona de corte de inhi­
bición de crecimiento alrededor del disco de agar. De este modo 
se aislaron tres cepas que fueron codificadas originalmente como 
D—2, MM18-6 y M-36. Muestras de estos microorganismos fueron de­
positadas en ATCC en donde se identifican respectivamente cono 
Hocardia mediterránea ATCC 31064 Kocardia mediterránea ATCC BÍ065 
y Kocardia mediterránea ATCC 31066.
Descripción de las nuevas cepas de Kocardia Mediterránea

La siguiente Tabla I resume los resultados del exa­
men macroscópico y microscópico de las cepas de Hocardia medite­
rránea identificadas respectivamente con el ATCC Hos. 31064,
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31065 y 31066, y la Tabla 2 registra las características de cul­
tivo de las mismas cepas de Nocardia mediterránea.

Igualmente, se registran las características de 
la cepa principal Streptomyces mediterranei ATCC 13685 (HE/83):

5 T A B L A  1

Colonias Micelio aéreo Esporas

N. mediterránea Colonias cónicas-crate: Grisáceo o rosado, 
ATCC 31064 riformes y convolttiva^ ramificado, 0,6 - 

2-3 mra de diámetro, 0,8 yum de diámetro 
marrón rojizas con pi£ ' 
mentó soluble amarillo 
ocre

Cilindricas 
(0,8-1yumx3,0 - 

' 5»0/u)

K. mediterránea 
ATCC 31065

Colonias cónicas-crate Rosa o naranja 
riformes y convoluti-” claro, ramificado, 
vas, 2-3 ram de diáme- 0,6-0,8 Aua de 
tro, naranja fuerte diámetro, 
con pigmento soluble 
amarillo fuerte

Cilindricas 
(0,8-1 yumxj.O - 

' 5,<yi)

H. mediterránea 
ATCC 31066

Colonias cónicas-crate Rosa oTíaranj a cia 
riformes y convoluti-”" ro, ramificado, ~ 
vas, 2-3 mm de diáme- 0,6-0,8/ua de diá- 
tro, marrón naranja metro ' 
con pigmento soluble 
ambar

Cilindricas 
(0,8-1 yum x 3,0- 

' 5,0yu)

Streptomyces
mediterranei
ATCC 13685
ME/83

Colonias cónicas-crate Rosáceo, ramifica Cilindricas
riformes y convultivas, do, 0,6-0, "
2-3 mm de diámetro, diámetro 
amarillo naranja con 
pigmento soluble ámbar 
claro

8 aw de (0,8-1 ,um x 3,0- 
' ' 5,0 yU)
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T A B L A  2

Medios H. mediterránea N.mediterranea N.mediterranea
ATCC 31064 

(0- 2)
ATCC 31065 

(MM 18-6)
ATCC 31066 
(M-36)

•Streptomyces
mediterranei
ATCC* 13685. (M̂ /83)

Agar de Crecimiento
harina de abundante con 
avena superficie li­

geramente rugo 
sa, marrón cas 
tallo con bor-” 
des naranja. 
Pigmento solu­
ble beige rosa 
do ”

Crecimiento crecimiento Crecimiento claro 
abundante con abundante con con superficie 
superficie li-r superficie lisa lisa, amarillento 
sa, naranja. ámbar fuerte. con reverso rosado. 
Trazas de mice Trazas de mice- Micelio aéreo blan 
lio aéreo rosa lio aéreo rosa, cusco con matiz 
do. Algunas es Pigmento .solu- rosa. Trazas de 
poras. Pigmento ble ámbar que- pigmento soluble 
soluble beige mado amarillento
rosa

Agar de crecimiento crecimiento Crecimiento Crecimiento abundan
glucosa de abundante con abundante con abundante con te con' superficie
extracto superficie muy superficie muy superficie ru- áspera amarillenta
de levadu rugosa, ámbar, rugosa, rojo gosa. Micelio a rosa. Micelio
ra (Medio Micelio aéreo ladrillo. Pig- vegetativo, aéreo escasoo
iro. 2 grisáceo, pig- mentó soluble ámbar quemado. •
Shirling mentó soluble de color herrum Pigmento soluble
y dé color herrn bre fuerte ámbar quenado
Sottlieb) bre fuerte. ” .
Agar de 
glucosa 
de
Emerson

Agar de 
Bennett

Crecimiento Crecimiento 
abundante con abundante con 
superficie muy superficie muy 
rugosa y áspera,rugosa y áspe- 
pigmento solu- ra, rojo ladri 
ble ámbar rojo lio. Pigmento” 
ladrillo soluble ámbar.

crecimiento Crecimiento abunda» 
abundante con te con superficie 
superficie ru- áspera, amarillento 
gosa, ámbar que a naranja rosado, 
mado. Pigmento"" Micelio aéreo rosa- 
soluble ámbar do. Pigmento solu- 
quemado ble ámbar pálico

crecimiento 
abundante, 
superficie muy 
rugosa, marrón 
rojizo. Trazas 
de micelio 
aéreo grisáceo. 
Pigmento soluble 
amarillo core

Crecimiento 
abundante con 
superíicie muy 
rugosa, naran­
ja fuerte. 
Pigmento sólu-r- 
ble amarillo 
fuerte

Crecimiento 
abundante con 
superficie ru­
gosa, marrón 
naranja. Pig­
mento soluble 
ámbar

Crecimiento bueno, 
amarillenta girando 
a amarillo naranja. 
Micelio aéreo 'i ”>sa- 
, do. Pigmento sel, s- 
ble ámbar claro.
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T A B L A  S (Continuación)

Medios N.mediterranea N.mediterránea N.mediterránea streptorayces
ATCC 31064 ATCC 31065 ATCC 31066 aediterranei

í0"2) (MM 18-6) (M-36) ATCC 13685 (ME/83)

Agar de Crecimiento Crecimiento crecimiento
Penassay moderado, su- abundante, li- moderado con 

perficie ligera gerámente rugo superficie 
mente rugosa, “  so, naranja lisa y fina, 
naranja claro* claro* Sin naranja claro* 
Sin pigmento pigmento solu- Sin pigmento 
soluble ble soluble

Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento
molasa abundante, muy abundante con abundante con
de ex- rugoso, rojo superficie muy superficie ás-
tracto ladrillo. Pig- rugosa, rojo pera, ámbar que
de le— mentó soluble ladrillo* Pig— mado* Pigmento
vadura de color herrum mentó soluble soluble ámbar

bre fuerte ”  de color harnea quemado
bre fuerte ”

Agar de Crecimiento Crecimiento 
sacarosa moderado con bueno con su­
de superficie li- perficie lisa,
Czapék- sa y fina, na- naranja* Mice- 
Dox ranja claro. M_i lio aéreo

celio aéreo rosa naranja claro 
pálico. Algunas 
esporas* Pigmea 
to soluble ama­
rillo limón 
fuerte

Crecimiento 
abundante con 
superficie li­
sa, salmón* 
Abundante mi­
celio aéreo 
naranja rosado* 
Trazas de pig­
mento soluble 
amarillo claro

Agar de Crecimiento Sin
patata escaso, naran to

ja claro* Pig­
mento soluble 
marrón castado 
claro

crecimien Crecimiento so 
“  derado con su* 

perficie lisa» 
naranja claro* 
sin pigmento 
soluble

Agar de 
aspara- 
gina de 
glucosa

Crecimiento 
abundante con 
superficie 
lisa, naranja. 
Pigmento solu­
ble amarillo 
claro

Crecimiento 
escaso con su­
perficie lisa, 
naranja claro* 
Sin pigmento 
soluble

Crecimiento 
claro» oro* 
sin pigmento 
soluble

Crecimiento pobre

Crecimiento abundante 
con superficie áspera 
incoloro a amarillen­
to. Micelio aéreo' blan 
cuzco* Pigmento solu­
ble ámbar fuerte

Crecimiento pobre 
con superficie fina» 
incoloro a melón 
claro. Trazas de mi­
celio aéreo blanco 
rosado

Crecimiento pobre 
con superficie fina, 
incoloro. Trazas de 
micelio aéreo blan­
cuzco* Sin pigm^to 
soluble*
Crecimiento claro 
con superficie lisa 
y fina, rosa naranja 
claro* Algún pigmen­
to soluble amarillo 
claro
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T  A B L A 2 (Continuación)

Medios y.mediterránea N» mediterránea
ATCC 31064 ATCC 31065 
(0-2) (MM 18-6)

N.mediterránea
ATCC 31066 
(M—36)

Streptoavces
mediterranei
ATCC 13685 (ME/83)

Agar de Crecimiento Crecimiento 
asparagina abundante con escaso» naranja 
de glicerol superficie li-fuerte. sin pi£ 
(medio nfi 5 sa, naranja mentó soluble 
Shirling y fuerte. Trazas 
Gottlieb) de pigmento so 

luble amari- *” 
liento

Agar nu­
triente

Crecimiento 
moderado con 
superficie 
lisa y fina, 
naranja pálido 
Sin pigmento 
soluble

Crecimiento 
moderado con 
superficie ru­
gosa y fina, 
naranja pálido. 
Sin pigmento 
soluble

Crecimiento 
moderado con 
superficie li­
geramente ru­
gosa, naranja 
fuerte. Trazas 
de pigmento 
soluble amari­
n o
Crecimiento cía Crecimiento mode­
ro con superfi- rado con superfi­
cie fina y lisa,cié lisa, melón a 
naranja, sin naranja. Micelio
pigmento sol»- aireo blanco 
ble rosado

Crecimiento claro 
con superficie 
lisa y fina, rosa 
naranja claro. 
Algfen pigmento 
soluble amarillo 
claro

Agar de 
Pridham

Agar de 
almidón

Crecimiento 
moderado con 
superficie 
lisa y fina, 
ámbar. Micelio 
aéreo naranja 
rosado claro. 
Pigmento so­
luble rosado
Crecimiento 
moderado con 
superficie 
lisa, naranja. 
Abundante mi­
celio aéreo 
rosa. Abundan­
te producción 
de esporas. *? 
Pigmento solu 
ble amariíloT 
Hidrólisis de 
almidón: nega 
tiva *"

Crecimiento 
abundante con 
superficie lisa, 
rojo ladrillo. 
Micelio aéreo 
rosa. Pigmento 
soluble amari­
llo

Crecimiento 
moderado con su 
perficie lisa, 
naranja fuerte. 
Trazas de pig­
mento soluble 
de color paja. 
Hidrólisis de 
almidón: nega­
tiva

Crecimiento . Crecimiento mode- 
abundante, lige rado con superfi­
namente ásperoT cié lisa, incolo- 
marrón ámbar. ro con ***'*!*» a de 
Trazas de mice- color rojo langos- 
lio aéreo rosa- ta. Micelio aéreo 
do. Pigmento rosa
soluble marrón 
ámbar
Crecimiento crecimiento pobre,
abundante con incoloro a rosa;. 
superficie lisa, naranja claro, 
naranja. Trazas Escaso micelio 
de micelio aéreo aéreo blanco» 
rosado. Pigmento Hidrólisis do 
soluble amarillo alaicóm dudóos 
claro. Hidróli­
sis de almidón: 
negativa



T A B L A  2 (Continuación)

Medios

Agar de 
triptona 
de des- 
trosa

Agar de 
cobalto 
de Hick^ 
y Tresner

Agar de 
tirosina 
(Medio 
na 7
Shirling

; y
' Gottlieb)

Agar de 
malato-Ca

S.aediterranea N«mediterránea N. mediterránea Streptoayces
nediterranei

ATCC 31064 ATCC 31065 ATCC 31066
(D-2) (MM 18-6) (M-36) ATCC 13685 (Mg/83)

Crecimiento 
abundante con 
superficie ru­
gosa, melón* 
Pigmento solu­
ble melón na» 
ranj a
Crecimiento 
moderado con 
superficie 
lisa y fina, 
incoloro, Mi­
celio aéreo 
blancuzco* 
Pigmento solu 
ble beige ""
Crecimiento 
abundante, con 
superficie muy 
rugosa y áspe­
ra, rojo ladri 
lio. Pigmento" 
soluble amari­
llo fuerte* 
Reacción de ri 
resina: positT 
va (buena) ”

Crecimiento 
moderado, rugo 
so, naranja, "  
Pigmento solu­
ble amarillo 
naranja

Crecimiento 
abundante con 
superficie 
lisa, melón 
rosa* Pigmento 
soluble beige- 
rosa claro

Crecimiento 
abundante don 
superficie ru­
gosa, melón 
rosa* Pigmento 
soluble melón 
rosa

Crecimiento abundan­
te, naranja rosa* 
Micelio aéreo rosado. 
Pigmento soluble 
amarillo oro claro

Crecimiento Crecimiento moderado,
moderado con naranja rosado claro,
superficie li- Algún micelio aéreo 
geramento rugo- rosado. Pigmento 
sa, melón rosa* soluble amarillento 
Pigmento solu­
ble beige claro

Crecimiento 
abundante, muy 
rugoso y áspe­
ro. Naranja 
fuerte* Pigmea 
to soluble de" 
color canela 
rosado* Reac­
ción de tiro si. 
na: fuertemente 
positiva

Crecimiento 
abundante con 
superficie ás­
pera, naranja 
quemado fuerte* 
Pigmento solu­
ble ocre amari­
llo. Reacción 
de tirosina: 
fuertemente 
positiva

Crecimiento pobre

Crecimiento 
escaso con su­
perficie lisa y 
fina, amarillo 
naranja claro. 
Pigmento solu­
ble limón cromo 
cerca del cre­
cimiento y rosa 
coral en el me­
dio» Hidrólisis 
positiva

Crecimiento 
escaso, naranja 
claro. Hidróli­
sis de malato- 
Ca: negativa

Crecimiento p¿ 
bre, naranja "  
claro* Sin 
pigmento so­
luble* Diges­
tión de mala- 
to-Ca: nega­
tiva

Crecimiento claro, 
incoloro* Micelio 
aéreo rosa blancuz­
co. Digestión ¿> "*r- 
cial de malato^.
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Medios N.mediterránea
ATCC 31064 
(D-2)

N.mediterránea
ATCC 31065 
(MM 18-6)

N.mediterránea
ATCC 31066 

(H-36)

Agar de 
albúmina 
de huevo

Crecimiento 
abundante con 
superficie li­
sa, naranja 
claro* Pigmen­
to soluble ama 
rillo claro

Crecimiento 
abundante con
superficie
lisa, naranja. 
Sin pigmento 
soluble

Crecimiento 
bueno con su­
perficie lisa, 
amarillo naran 
ja. Pigmento ~ 
soluble amari­
llo claro

I Agar de 
I glucosa de 
| peptona
íi.
ri

Crecimiento 
abundante, li­
geramente ru­
goso, naranja 
fuerte. Micelio 
aéreo rosado. 
Pigmento solu­
ble amarillo

Crecimiento 
abundante, ru­
goso, naranja 
fuerte. Pigmen­
to soluble 
amarillo oro

Crecimiento 
abundante con 
superficie rugo 
sa, ámbar que­
mado. Pigmento 
soluble ámbar 
quemado

I; Gelatina Hidrólisis:
positiva

Hidrólisis:
positiva

Hidrólisis:
positiva

Caldo de
nitratoi

Reducción:
negativa

Reducción:
negativa

Reducción:
negativa

Leche
i tornasol
i

Sin coagula­
ción
Sin peptoni­
zación

Sin coagula­
ción
Sin peptoni­
zación

Sin coagula­
ción
Sin peptonixa
ción

i
Agar de 
hierro de 
extracto 
de levadu­
ra de pep­
tona 
(Medio 
ns 6 Shir-

Crecimiento 
moderado con 
superficie 
lisa, naranja 
pálico. Produc 
ción H2S : 
negativa

Crecimiento 
moderado con 
superficie 
lisa, naranja 
pálico. Produc 
ción de HgS: 
negativa

Crecimiento 
pobre con 
superficie 
lisa, incoloro, 
sin pigmento 
soluble. Produc 
ción de iLS: 
negativa

! ling y 
i Gottlieb

StrePtoaycea 
medlterrañel
ATCC 13685 (Kí/83)

Crecimiento claro, 
rosa

Hidrólisis:
positiva

Seducción:
negativa

Sin coagulación 
Sin peptonización
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Medios N.mediterránea
ATCC 31064 
(0-2)

N.medit erranea
ATCC 31065 
(MM 18-6)

N.mediterránea Streptomyces 
ATCC 31066 ««UterrMSi 
(M-36) ATCC 13685 (ME/83)

Agar de Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento pobre,
patata escaso naranja gruy escaso, pobre, naranja incoloro

naranja claro

Suero Sin crecimien- Sin crecimien- Sin crecimien-
sanguíneo to to to

íi2° + Crecimiento Crecimiento Crecimiento
agar Difeo escaso, incolo- escaso, incolo- escaso, incolo-
2 % ro. Trazas de ro. Trazas de ro. Trazas de

micelio aéreo micelio aéreo micelio aéreo'
blanco. Abundan blanco. Abundan blanco. Abun-
te producción te producción dante produc-
de ésporas de esporas ción de esporas

Agárcde “ •.Crecimiento Crecimiento Crecimiento
leche des- abundante con bueno, ligera- abundante con
natada superficie lisa mente rugoso, superficie ru-

naranja. Pigmen naranja con gosa, naranja.
to soluble ama- sombreado ma- Pigmento solu- ,„
rillo cadmio. rrón. Pigmento ble marrón oro.
Hidrólisis de soluble marrón Hidrólisis de
caseína: buena castaño. Hidro- caseína: fuer-

lisis de casei* * temente posi-
na: "buena tiva

Shirling y Gottlieb: Métodos para la caracterización de especies de
Streptomyces, latera. J. Syst. Bact., 16.» 313-338 
(1966).
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La siguiente Tabla 3 registra las características fi­
siológicas de" las nuevas cepas de Nocardia en comparación con agUw 
lias de la cepa principal.

T A B L A  3

■
N. mediterránea 

(D-2)
N.mediterránea 
(MM 18-6)

N.mediterranea
(M-36)

Streptomyces
mediterranei
(MV«3)

Hidrólisis 
de almidón mm -

+
mm

Hidrólisis 
de tiroslna ++ +++ +++ mm

Hidrólisis 
de caseina ++ ++ +++
Hidrólisis 
de malato-Ca ++ - - +
Reducción 
de nitrato w • - -

Leche tor­
nasol ■,

Sin goagulación 
Sin peptonización

Sin goagulación 
sin peptoniza­
ción

Sin coagulación sin coagula- 
sin peptoniza- ción 
ción Sin peptoni­

zación

Licuación 
de gelatina ++ ++ ++ +



lia siguiente Tabla 4 registra la utilización de fuea» 
tes de carbono examinadas según el método de Pridham y Gottlieb 
(J. Bact. 56, 107, 1948).

T A B L A  4

-
N•medit erranea 

(D-2) ,
N.mediterranea 
(MM 18-6)

N.mediterránea 
(M-36)

Streptonyces
mediterránea

(KB-83)

Arabinosa + +++ ++ +++
Xilosa + + ++ ++
Glucosa ++ +++ ++ ++
Hannosa + ++ ++ ++
Fructosa ++ +++ ++ ++
Lactosa + +++ •H- ++.
Sucrosa + + ++ ++’

Inositol + + ++ ++,
Ramnosa + + ++ ++
Rafinosa — — •»
Salicina + + +
Mannitol ++ +++ ++ ++
Glicina + + +  ̂- -

Sorbitol —

Ma-succinato - - - +
Na-citrato - - - -
Na-acetato - - - -
Inulina + + - -

Dulcítol mm
Celulosa - — - - -
Maltosa ++ +++ ++ +
Galactosa + ++ ++
Glicerol + ++ ++ ++4-
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FERMENTACION
El proceso de fermentación coasiste eseacialme&te 

en cultivar uao de dichos imitantes de Strcptoayccs mediterranci 
ea ua medio autrieate que contiene fueates asimilables de carbo­
no y nitrógeno y sales minerales esenciales, hasta que se impar­
te a dicho medio una actividad antibiótica sustancial, y ea ex­
tractar las rifamicinas a partir del medio. Mis particularmente, 
estos mutaates se cultivan bajo condiciones sumergidas agitadas 
y aireadas a una temperatura que oscila entre 25 y 37*C, coa 
preferencia a 282C. Como fueates de carbono, se pueden utilizar 
los siguientes carbohidratos y derivados carbonados: glucosa, 
galactosa, lactosa, sucrosa, maltosa, glicerol, manitol, etc. 
Fueates de nitrógeno de utilidad son, por ejemplo, aminoácidos y 
sus mezclas, péptidos, proteinas y sus hidrolisatos, tal como 
peptona, extracto de levadura, harina de glicina, licor de mace- 
ración de maiz, solubles de pescado, extractos de carne, frac­
ciones acuosas de semillas cereales. La fermentación se puede 
realizar durante 180-220 horas. El pH de partida, generalmente 

ajustado a 6,4-6,6 aproximadamente, aumenta al final de la fer-.„ 
mentación a 7-8,5. Generalmente los mejores resultados se obser­
van a las 200 horas de fermentación. Al término de la fermenta­
ción, las rifamicinas se pueden aislar por el siguiente proce­
dimiento. El medio de fermentación se filtra al pH final de 7-8,5» 
El filtrado se acidifica rápidamente, preferiblemente a un pH 
menor de 5 aproximadamente, para asegurar la mejor estabilidad 
de la sustancia antibiótica. La actividad se extracta con disol­
ventes inmiscibles en agua tales como cloroformo, butanol, ace­
tato de etilo, de propilo, de butilo o de amilo. La proporción 
entre el volórnen del medio y el del disolvente varia en función 
del disolvente elegido: generalmente se utiliza una proporción
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del orden de 2:1 a 10:1.

El micelio retiene aún actividad microbiológica, 
la cual se extracta del micelio por medio de un disolvente in­
miscible en agua, combinándose entonces con la fase orgánica, 
que contiene ya la mayor parte de las rifamicinas. Alternativa­
mente, la extracción de la actividad del micelio se puede reali­
zar por medio de un disolvente aiscible con agua tal como aceten 
En este caso, el líquido se filtra, se evapora la acetona . 
in vacuo, se extractan las rifamiciñas con un disolvente inmis­
cible en agua y se sigue el procedimiento como anteriormente se 
ha dicho.

una vez que la mayoría de la actividad aatibiótica 
ha sido transferida al disolvente, éste se destila ia vacuo has­
ta sequedad, preferiblemente a una temperatura inferior a 30&C*

PURIFICACION
El extracto en bruto de rif asidua se puede purifi­

car cromatograficamente en una columna de gel de sílice. Antes 
de la cromatografía, es conveniente disolver el extracto en bruto 
en un tampón fosfato de pH 7-8 y tratar a continuación con un 
agente oxidante suave. La solución tampón se extracta entonces 
con un disolvente inmiscible con agua. Este extracto orgánico 
contiene una nueva rifamicina denominada rifamicima S. La solu­
ción tampón extractada se acidifica a pH 2-4 y se extracta de 
nuevo con un disolvente inmiscible en agua. Este extracto orgá­
nico contiene tres nuevos compuestos de la familia rifamicina, 
denominados rifamicinas P, Q y  U respectivamente.

La purificación adicional de rifamicina £ se efec­
túa por cromatografía en una columna de material adsorbente 
adecuado, tal como gel de sílice, y eluyendo coa una mezcla 
adecuada de disolventes orgánicos.



- 14 -

Bi segundo extracto orgánico, que contiene rifami- 
cinas P, Q y U, se purifica de forma similar a como se ha men­
cionado para la rifamiciaa R.

5
A continuación se ofrecen los siguientes ejemplos 

al objeto de ilustrar mejor el objeto de la invención.

EJEMPLO 1
La cepa muíante identificada como Nocardia medite­

rránea ATCC 31064 se propaga durante 6-8 días en agar de 
Bennett y se incuba a 28sc.

10

15

20

Con el cultivo obtenido del agar inclinado, se ino­
culan, bajo condiciones estériles, dos matraces Erlenmeyer de 
500 mi. Los matraces contienen 100 mi del nedio vegetativo de la 
siguiente composición:

Extracto de carne de vaca 5 9»
Extracto de levadura 5 9'
Peptona 5 9•
Hidrolisato de caseína 3
Glucosa 20 9•
Nací 1,5 ff.
HgO hasta 1 litro.

El pH se ajusta a 7,3 con hidróxido sódico»

25

Los matraces asi inoculados se colocan en un vibra­
dor alternativo a: 282C durante 72 horas. El contenido de los 
dos matraces Erlenmeyer se utiliza como inóculo vertiéndolo m  
un prefermentador de 10 litros que contiene 4 litros del citado 
medio vegetativo. La incubación se efectúa a 28&C con una agi-

t

tación de 300 rpm y una aireación de 1 v/v/m. Después de 48 horas 
de crecimiento, se obtiene un volúmen de 7-10 % de células empa­
cadas. En la siguiente etapa, se utiliza un fermentador de vi­
drio de 10 litros que contiene 4 litros del nedio de fementa-30
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cióa a continuación indicado:
Harina de cacahuete 25 g.
Harina de glicina 5 g0
(NH4)2s°4 9,5 g.
MgS04.7Hg0 0,85 g.
Glucosa 95 g.
Glicerol 40 g.

Hfero4 1 g.
Propilenglicol 5 g.
CaCO 8,5 g.
dietilbarbitlzrico Na 1.7 g.
CuSO^SHgO 2,8 mg.
PeS04.7H20 8,5 ag.
zbs o4.7H2o 42,5 mg.
MnS°4«4H20 3,4 mg.
CaCl2»6H20 1,7 mg.

C ,V 6 MC,7024-4H20 0,85 mg.
HgO hasta 1 litro

El pH se ajusta a 7»8 con hidróxido sódico. Se'es­
teriliza durante 60 minutos a 12Q£C. Después de esterilizar9 el 
pH es de 6,4. Como inóculo se utiliza una cantidad del contenido 
del preferment ador igual al 5 % del contenido del fomentador»

La fermentación se realiza a 28£C con usa agitación 
a 750 rpm y una aireación a una velocidad de 1 v/v/ra0 Como anti- j 
espuma se utiliza silicona A. El caldo de cultivo vira a un colorj 
marrón rojizo característico durante la fermentación. Después 
de 200 horas de crecimiento, se obtiene un volómen de células 
empacadas. El pH del caldo es de 7,5 y en este momento se recoge
dicho caldo.

i
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EJEMPLO 2
Un cultivo de Nocardia mediterránea ATCC 31064? 

obtenido como se describe en el- ejemplo 1» se prepara un matráz, 
bajo agitación, en la forma descrita ea el ejemplo 1. Para el 
precultivo, se vierte en un fermeatador de cristal de 10 litros 
que contiene 4 litros del siguiente medio:

Glucosa 5 ■ g. ’
Harina de cacahuete 7,5 g.
CaC03 1,65 g.
MgS04.7H20 0,33 g.
*h2p o4 0,33 g.
PeS04*7H20 3,3 ng.
znS0,.7H 0 4 2 16,5 sg.
M a S O ^ H g O 1,3 *g.
H20 hasta 1 litro

El pH se ajusta a 7,5. Se esteriliza durante 50 
minutos a 1202C. Después de la esterilización, el pH es de 6,4«, 
Después de 48 horas de crecimiento, el volúnem de células empa­
cadas es de 6~8 % del volúmen total. Se utiliza un inóculo igual 
al 10 % para un feraentador de cristal de 20 litros que contiene 
10 litros del siguiente medio de fermentación:

Licor de maceraeión de maíz 20 ' . g«
Harina de glicina 15 g*

tKH4>2S°4 6 g.
MgS04«7H20 0,85 g.
Glucosa 100 g-
KHp/O 4 1 g.
Caco, 6 g»3
PeS0.«7K„04 2 8,5 ng.
Z»SQ,«.7SL0

¿f  d
42,5 mg.
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MnSO .«4H.0 4 2 3,4 rag.
cuso4»5h;2o 2,8 usgo
_CoC12.6H20 1,7 ag.
H^O hasta 1 litro.

BI pH se ajusta a 7,8 con hidróxido sódico* Se este» I 
riliza durante 50 minutos a 120 2c. Después de esterilizar,, el 
pH es de 6,4» La fermentación se realiza a 28SC durante 200 ho­
ras» El pH del caldo de fermentación, ea el momento de la cose­
cha, es de 7,5»

Los caldos -de fermentación obtenidos ea los ejemplos 
1 y 2 se purifican del siguiente modo. El micelio se separa por 
filtración y se desecha, se ajusta el filtrado a pH 2 con ácido 
clorhídrico al 10 % v/v y se extracta tres veces coia un volteen 
igual de acetato de etilo. Este extracto orgánico se concentra 
hasta sequedad baj© vacio a 35aC y el residuo (4 g del ejemplo, 1 
y 11 g del ejemplo 2) se disuelve en tampón fosfato sódico 0,G5M 
pH 7*5 y se añade nitrito sódico para dar una concentración 
final de 0,2 % p/v® Después de agitar durante 30 minutos a tem­
peratura ambiente, la solución íampón se extracta tres veces ! 
con un volteen igual de acetato.de etilo. Los extractos orgáni­
cos combinados se concentran hasta sequedad bajo vacio a 352c 
(primer extracto de acetato de etilo). La solución tanrpón ago- j 
tada se ajusta a pH 2 coa ácido clorhídrico al 10 % y se extrae- ! 
ta coa un volteen igual de acetato de etilo tres veces» Los ex­
tractos orgánicos combinados se concentran hasta sequedad ha;»® 
vacio a 35fiC (segundo extracto de acetato de etilo).

El polvo seco del primer extracto de acetato de 
etilo (1,4 g del ejemplo 1 y 4,2 g del ejemplo 2) se disuelve 
en cloroformo y se cromatografía en una columna de gel de sílice i 

(malla 70-230 ASTM) utilizando cloroformo que contiene 2 % v/v ¡

!»
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de alcohol metílico como eluente. La rifamicina R es el primer ¡ 
producto principe^, eluido de la columna, reconocible por su co­
lor marrón anaranjado.

En la cromatografía de capa Pina utilizando 
placas de gel de sílice (Merck 60 P£54) con cloroformo:alcohol 
metílico como sistema disolvente (95:5), la rifamicina R tiene 
un valor Rf de 0,59. Las fracciones que contienen rifamicina R 
se combinan, se evaporan hasta sequedad bajo vacio a 35fiC, se 
redisuelve en acetato de etilo, el cual se lava entonces con 
ácido clorhídrico 0,01 N y por último con agua. El extracto orgá­
nico se concentra en pequeño volumen y la rifamicina E amista- 
liza en solución a 4®C (obteniéndose 600 mg del ejemplo 1 y 
1,6 g del ejemplo 2). El segundo extracto de acetato de etilo 
se purifica por cromatografía en columna sobre gel de sílice 
de modo similar a la rifamicina R. El residuo seco (2,4 g del j
ejemplo 1 y 4,2 g del ejemplo 2) se disuelve en cloroformo y se , 
aplica a gel de sílice.

La columna se eluye con una mezcla de cloro­
formo y alcohol metílico (98:2). El primer compuesto que sale 
es rifamicina U, a continuación rifamicina P y por último ri­
famicina Q. Estos tres compuestos tienen un color naranja ama­
rillento en la solución eluente y  se pueden identificar sobre 
la base de su movilidad en la cromatografía de capa fina. Sobre j 

placas de gel de sílice (Merck 60 F254) utilizando cloroformo/me-; 
tanol (95:5) como sistema disolvente, los valores Rf son los 
siguientes:

rifamicina u Rf = 0,63
rifamicina P Rf = 0,57 j
rifamicina Q Rf = 0,32

Las fracciones adecuadas que contienen rifami—
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ciñas u, P y Q se combinan, se evaporan hasta sequedad bajo va- 
ció y se cristalizan en acetato de etilo. A partir del prisei1 
ejemplo se obtienen 80 mg de rifamicina U, 400 mg de rifamicina 
P y 280 mg de rifamicina Q; a partir del segundo ejemplo se 

5 obtienen 190 mg de rifamicina U, 900 mg de rifamicina P y 750 mg' 
de rifamicina Q.

Siguiendo esencialmente el mismo procedimiento 
de los ejemplos anteriores, pero utilizando respectivamente 
Hocardia mediterránea ATCC 31065 ó Nocardia mediterránea ATCC 

10 31066 como cepas productoras, se obtienen rendimientos del mis­
mo orden que los anteriormente indicadosi

15

Características fisico-químicas de las nuevas rifamicinas 

Rifamicina P

1) Análisis elemental C%):
Encontrado C=60,6; B=6,2; K=3,8; 0=25,2; S=4,1

20

25

2) Bandas de absorción U.V» y visibles:
El compuesto muestra los siguientes valores:

metanol i 0,1 N
HC1

ímax (m,u)./ 1 ¡sm /‘max (nyu) 1 1
406 197 416 183
350 (hombro) 300 319
297 344 225 521

257- 423
224 550

El gráfico completo del espectro se ofrece 
la figura 10 El espectro fue registrado coa el instrumento 
Perücin Elmer Spectracord 4000 A.

3) Espectro infrarrojo:
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Las crestas de absorción más significativas
en Bttipl se presentan « _ l a s _ s i g u i | ¥ í § s .# Ó 0'^IS0Tm,brTr" 3Í00 (w); 3060-2800 (vs); 1465 (s), 1380 í-, •

Nujol; 1722 O); 1645 (i^br); 1580 (m); 1510 (m); 1325 (m);

1250 (s br); 1160 (m); 1130 (w)j 1070 (m, br) 1030 (w); 982 (m)

960 (m); 925 (w); 890 (n); 818 (w); 770 (w)í 735 (w).
Tt« rn romDleto del espectro I.R. se ofre­

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

a\ Rc;-D«ctro de masa: !
* * w nw ^ w w n w n w *  M W M w n w i r n i w i i i M w i l M i i W |

El espectro de masa obtenido a 70 e V miestra 
la cresta de ion molecular M+ en el siguiente valor m/e; 738.

El espectro fue registrado con un instrumento
Hitachi Perfcin Elmer RM0-6L.

5) Espectro de resonancia magnética nuclear».

El gráfico completo del espectro RMN a 100
en GDCl^ se ofrece en la figura 3.

Este compuesto no muestra el comportamiento 
polarográfico característico de las rifamicinas que poseen 
una mitad cromófora con estructura quinónica.

Rifamicina Q

1) Análisis elemental:
Encontrado 0=60,7; H=6,3; H=3,60; 0.25,3; S«4,2

Randas de U»V. y visibles:
El compuesto muestra los siguientes valores en metanoi:
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¡\mx. (nyu) 4 *
1 cm

406 178
350 (hombro)
297 305
257 405
224 518

•i O

15

Las crestas de absorción más signif icativas
—1en Nujol se presentan en las siguientes frecuencias (cm );

3700“3300 (s, b r)"» 3300-3080 (m br); 3040-2780 (vs) ; 1460 (s); ■

1378 (5): Nujol; 1740 (m); 1700 (m) ; 1650 (s, br) ; 1605 (s, br);

1555 (s); 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 gráfico completo del espectro se ofrece
en la figura 4o

a'i í¡<?nentro de resonancia magnética nuclear?

B1 gráfico completo del espectro RKK a 60 HHg 
en CDCl se ofrece en la figura 7®

Rifamiciña R 

1 ) Análisis elemental:

Encontrado: 0=62,0; B=6,4; K=2 ,2 ; 0=29,6

2)Bandas d e absorción U.V» y visibles:
El compuesto muestra los siguientes valores 

en ácido clorhídrico 0,1 N en metanol:



-  22

5

•¡o

15

20

ii

\max (nyu) 1 cm

219 444
281 415
340 114
410 72

3) Espectro infrarrojo;

Las crestas de absorción más significativas
—1en Hujol se presentan en las siguientes frecuencias (cm ): 

3700-3100 (s br); 3040-2780 (vs);’“Í465 (s); 1380 (s): Nujol;

1745 (s)j 1710 (m); 1640 (s) ; 1600 (s); 1505 (s); 1415 (m) ;

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

1020 O')', 975 (s)> 950 (w) ;= 9 20 (w); 888 (m) ;• 823 (m) ; 785 

(w, br); 735 (w, br); 650 (w, br). ‘
Un gráfico completo del espectro I*R* se ofre­

ce en la figura 5« 
a) sspsctro de masa:

El espectro de masa obtenido a 70 e V muestra 
la cresta de ion molecular M+ en el siguiente valor s/e* 7 1 1 ,

5) Espectro de resonancia magnferica nuclear:.
El gráfico completo del espectro KMN a 60 MHz

en CDC1 se ofrece en la figura 6.3
El compuesto muestra el comportamiento pola- 

rográfico característico de las rifamicinas que poseen una mi­
tad cromófora con estructura quinónica.

Los anteriores datos soportan la siguiente 
estructura para la rifamiciña R«
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Rifamicina ü

1) Bandas de absorci6n tf.V. y visibles;

en metano].:
El compuesto muestra los siguientes valores

Xmax (nyu)

41 í
353
299
258
220

1 cm 
163
(hombro)
265
389
451

2) Espectro infrarrojo:
i

Las crestas de absorción más significativas ;
««'Ien Nujol se presentan en las siguientes frecuencias (cm _}:_____

3700-3100 (m,br); 3060 (vw ); 3040-2740 ( v s ) ,  2720 (vw) , 1460 (s)

1378 (ni): Nujol; 1750-1705 (m,br) ; 1680-1620 (m ,br) 1600 (s); 

1558 (s); 1490 (w, hombro?); 1308 (w); 1270 (w, : hombro-) 5

1245 (m, hombro); 1225 (m); 1160 (m); 1120 (w); 1090 (vw); j 

1070 (w); 1030 (vw); 1020 (vw); 1000 (vw); 975 (w); 960 (wf 

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

760 (vw) ; 720 (vw) ; 6S5 (vw) ; 6 70 (vw) .
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El espectro de actividad in vitro de las 
micinas P. Q y R se ofrece en la siguiente Tabla:

1Concentración Mínima inhibitoria (pg/iú.)
Cepas Rifamici- Rifami- Rifami- Rifami»

na P ciña Q ciña R ciña ü

Stapfcyiococcus aureus ATCC 6538 0,00235 0,039 0,019 0,05-0,1
Stapíiylococcus aureus ATCC 6538 

(20 % de suero bobino)
0,00235 0,078 0,0047 **

S t aahylococcus aureus Tour 0,0035 0,06 0,00235 -

Stapfcylococcus aureus Tour 25-50 >100 100 -
x ú-ampicina-resi stente

Strsptococcus hemolyticus C 203 0,0047 0,019 0,00312 -

Streptococcus faecalis ATCC 0,0035 0,312 0,19

Diplococcus pneumoniae UC 41 0,0047 0,039 0,00625 ~

Prótesis vulgaris X 19 H ATCC 881 0,78 12,5 12,5 -

Escherichia coli ATCC 10536 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 9360 

»: Actividad no determinada

1 2,5 0,1 2,5 I
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Los nuevos compuestos son activos también j
en animales de laboratorio inyectados con Staphylococcus aureus,, ¡ 
Escherichia coli.

La siguiente Tabla registra los resultados de 
los experimentos representativos efectuados en ratones en com­
paración con una rifamiciña natural conocida, es decir rifamici­
ña SV:

Compuesto Cepa de infección .  - - ED50mg/kg
S e  C e Q»S |

rifamicina ? Staphylococcus aureus 0,3 0,8 |
rifamicina P Escherichia coli 40 -

rifamicina Q Staphylococcus aureus 8 era [

rifamicina SV Staphylococcus aureus 17 74 !

La rifamicina P, que resulta ser la rifamicina 
natural más activa hasta ahora aislada,, tiene también una baja . 
toxicidad puesto que su valor LD^Q en ratones es superior a 
500 mg/kg» i*p0

Descrita suficientemente la naturaleza del 
invento, así como la manera de realizarse en la práctica, debe 
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indicadas 
son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no al­
teren su principio fundaméntalo
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REIVINDICACIONES

1. - Procedimiento de producción de nuevas 
rifamicinas, identificadas como rifamicina P, rifamicina Q» 
rifamicina R y rifamicina D, caracterizado porque comprende las 
etapas de fermentar, bajo condiciones aerÓbicas, en presencia 
de una fuente de carbono asimilable, una fuente de nitrógeno 
asimilable y sales minerales esenciales, una cepa muíante de 
Nocardia mediterránea seleccionada entre Nocardia mediterránea 
ATCC 31064 (D-2), Nocardia mediterránea ATCC 31065 (MM18-6) y

mediterránea ATCC 31066 (M-36) y sus equivalentes, 
hasta que el medio de fermentación maestra una actividad an- 
tibiótica sustancial; recuperar las nuevas rifamicinas del me­
dio de fermentación; y finalmente separar cada una de las rx- 
famainas obtenidas como único producto residual.

2. - Procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado porque la fermentación se efectúa a una tempera­
tura entre 25 y 372c durante 180-200 horas, a un pH comprendi­
do entre 6,4 y 8,5 aproximadamente.

3. - Procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado porque la recuperación de las nuevas rifamicinas 
se efectúa extractando el caldo de fermentación con un disol­
vente no miscible con agua a un pH inferior a 5»

4. - procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado porque las nuevas rifamicinas se separan en coa^ 
ponentes individuales por cromatografía en columna.

5. - Procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado porque las citadas cepas matantes de Nocardia 
mediterránea y sus equivalentes, se preparan por tratamien­
to de esporas de Estreutomices mediterranei ATCC 13685 con un
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agente mutagónico; incubación de las esporas tratadas coa ¡su™
tágeno durante 14 dias a 282C sobre agar Benett; y aislamiento
de las colonias supervivientes que son capaces de inhibir c,¿ j
crecimiento de Bacillus substilis. i.... ..........•---  i

¡

6.- Procedimiento según la reivindicación 5, j 
caracterizado porque el agente mutagónico es N-metil-U6-ni» 
tro-N-nitrosoguanidina y el tratamiento con dicho agente mu- 
tagénico se efectúa a un pH de 9,0 y a 28fiC.

7o- Procedimiento de producción de nuevas 
rifamicinas, tal y como queda sustancialmente descrito en la 
presente Memoria, e ilustrado en los dibujos adjuntos.

Esta Memoria consta de 27 
a máquina por una sola cara.

Madrid,
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