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DESCRIPCION
Proceso para la preparacion de Tiacumicina b

La presente invencion se refiere a un proceso mejorado para la preparacion y purificacion de Tiacumicina B.
Especificamente, la invencion se refiere a una purificacion de Tiacumicina B a partir de un caldo de fermentacién seco,
seguida de técnicas de extraccion y cromatografia. El proceso de acuerdo con la invencion es mas simple que los procesos
de acuerdo con la técnica anterior y puede usarse facilmente a gran escala para la produccién comercial.

La Tiacumicina B se puede producir como se describe en US4918174 o enW02004014295.
Resumen de la invencién

La presente invencion se refiere a un proceso para preparar Tiacumicina B que comprende las etapas de secar un caldo
de fermentacion antes de su extraccion con metanol.

En particular, la presente invencién proporciona un proceso para la preparacién de Tiacumicina B que comprende las
etapas de:

a) fermentacion de una cepa productora de Tiacumicina B;

b) secado del caldo de fermentacion;

c) extraccion del material seco con metanol

en donde la cepa de la etapa a) se selecciona del grupo que consiste en Dactylosporangium y Actinoplanes.

La etapa de secado b) de acuerdo con la presente invencion puede realizarse mediante secado por pulverizacion o
liofilizacion.

El solvente usado de acuerdo con el presente método es metanol.

La relacion entre el volumen del disolvente y la masa de caldo de fermentacién seco de acuerdo con el presente método
puede ser de 1-6 ml/g. De acuerdo con una modalidad de la presente invencion, la relacion entre el volumen del disolvente
y la masa del caldo de fermentacion seco es de 2-4 ml/g.

De acuerdo con la presente invencion, la cepa productora de Tiacumicina B que se usara en la etapa de fermentacién se
selecciona del grupo que consiste en Dactylosporangium y Actinoplanes.

Los diversos aspectos y mas de la presente invencion, incluidas varias modalidades, se describiran con mas detalle, con
referencia a la descripcion detallada, los ejemplos y los dibujos adjuntos.

Figuras

La Figura 1 muestra la eficiencia de extraccion a diferentes concentraciones de disolvente de un fermentado secado por
pulverizacion.

La Figura 2 muestra el rendimiento de extraccion a diferentes concentraciones de metanol de un fermentado secado por
aspersion.

La Figura 3 muestra el rendimiento cuando se extrae un fermentado secado por pulverizacion a diferentes volimenes de
metanol acuoso al 75 % vi/v.

Descripcion detallada

De acuerdo con la presente invencion, cualquier cepa bacteriana productora de Tiacumicina B seleccionada del grupo
que consiste en Dactylosporangium y Actinoplanes puede usarse para proporcionar el caldo de fermentacion segun la
presente invencion. De acuerdo con una modalidad, la Tiacumicina B se puede producir por fermentacién de
Dactylosporangium aurantiacum subespecie hamdenensis NRRL 18085 o Actinoplanes deccanensis ATCC 21983.

El caldo de fermentacion es el medio nutritivo liquido que comprende la biomasa bacteriana y los compuestos de
Tiacumicina.

El secado del caldo de fermentacion se puede realizar mediante liofilizacion. Un proceso de liofilizacion preferido incluye
reducir la temperatura a -40 °C y la presion a 200 mTorr, luego realizar un secado primario a una temperatura en el
intervalo de -5 °C a 5 °C y luego un secado secundario a una temperatura de aproximadamente 20 °C.

El proceso de secado preferido para el caldo de fermentacion de acuerdo con la presente invencion es el secado por
pulverizacién. A pesar de la alta temperatura en el proceso de secado por atomizacion, la Tiacumicina B se puede
recuperar con un alto rendimiento.
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Un proceso de secado por pulverizacion preferido incluye una temperatura de entrada de 180-220 °C y una temperatura
de salida de 80-100 °C. El secado se realiza para lograr un contenido de agua de 0 %-12 % p/p, mas preferido es un
contenido de agua de menos del 10 % p/p; por ejemplo, 2m %-8 % p/p.

El caldo de fermentacion seco se extrae con metanol.

El pH preferido durante la extraccion es aproximadamente de 5-7, preferentemente de 6-7, y con mayor preferencia de 7.
La temperatura preferida durante la extraccion es de 20-25 °C.

La concentracion de metanol en la soluciéon de extraccion se ajusta subsecuentemente por evaporacion o diluciéon a una
concentracion adecuada para la unién de Tiacumicina B en una resina de adsorcion, por ejemplo, 50 % de metanol en
agua. Después de unirse a una resina de adsorcion, la resina se lava con una solucién de disolvente acuoso para eliminar
las impurezas no unidas, por ejemplo, 50 % de disolvente organico. La Tiacumicina B unida se puede eluir con un
disolvente que comprende un 60-100 % de disolvente organico y 0-40 v/v de agua.

Datos experimentales:
Ejemplo 1

El fermentado de Dactylosporangium aurantiacum la subespecie hamdenensis NRRL 18085 se sec6 por pulverizacion
directamente mediante el uso de un secador por pulverizaciéon Niro Mobile Minor con una boquilla de 2 fluidos. La presién
del aire fue de 1,2 bar. La temperatura de entrada fue de aprox. 200 °C y la temperatura de salida fue 90-92 °C. La tasa
de alimentacién fue de 0,5-1,0 litros por hora.

El polvo secado por pulverizacion se dividié en ocho matraces aforados de 5 ml con aprox. 1 g en cada uno. Luego se
adiciono el disolvente hasta la marca de 5 ml. Se usaron diferentes disolventes: etanol, metanol, isopropanol, n-propanol,
acetonitrilo, acetona, dimetilsulféxido, agua. Los matraces se agitaron en un agitador de impelente durante una hora. La
suspension se retird y se centrifugd. El sobrenadante resultante se analizé6 mediante HPLC. El DMSO fue el solvente mas
eficiente en la extraccion. Sin embargo, el DMSO no es adecuado para la escala de produccion debido a, por ejemplo, su
alto punto de ebullicién. Sorprendentemente, el metanol tuvo mayor rendimiento de los otros disolventes. El rendimiento
fue de 50-100 % mayor en comparacion con etanol, isopropanol, n-propanol, acetonitrilo y acetona.

Ejemplo 2

El fermentado secado por aspiracion de Daclylosporangium aurantiacum subespecie hamdenensis NRRL 18085 se
extrajo con diferentes disolventes y diferentes composiciones de disolvente/agua. Se usaron etanol, metanol, isopropanol
y acetona con concentraciones de 100 %, 75 %, 50 % y 25 % en agua. Se uso cinco veces el peso del fermentado seco
en volumen (es decir, 200 mg de polvo por ml de solucién). Las suspensiones se agitaron en un agitador de soporte
durante cuatro horas. La suspension se centrifugé y el sobrenadante se analizé por HPLC. Los resultados se muestran
en la Figura 1.

Ejemplo 3

El fermentado secado por aspiracion de Dactylosporangium aurantiacum subespecie hamdenensis NRRL 18085 se
extrajo con metanol a diferentes concentraciones en agua. Se transfirié 1 g de fermentado a un matraz de medicion de 5
ml y se adiciond una solucion de metanol/agua hasta la marca. Se probaron concentraciones de 65 %, 70 %, 75 %, 80 %
y 85 % de metanol en agua purificada (RO). Las suspensiones se agitaron en un agitador de soporte durante 1,5 horas.
Las suspensiones se centrifugaron y los sobrenadantes se analizaron por HPLC. También se determinaron los pesos en
seco de los sobrenadantes.

Los resultados se muestran en la figura 2.

Hubo un pico en el rendimiento de extraccion al 75-80 % de metanol. El peso en seco disminuyé al aumentar la
concentracion de metanol. La pureza por HPLC permanecio igual con todas las concentraciones de metanol.

Ejemplo 4

El fermentado secado por aspiracion de Dactylosporangium aurantiacum subespecie hamdenensis NRRL 18085 se
extrajo con diferentes volimenes de 75 % de metanol/agua. Se adiciond 1 g de fermentado a 2, 3, 4, 5y 10 ml de metanol
al 75 % en diferentes tubos. Las suspensiones se agitaron en un agitador de soporte durante 1,5 horas. Las suspensiones
se centrifugaron y los sobrenadantes se analizaron por HPLC.

Los resultados se muestran en la Figura 3. El rendimiento fue similar para todos los volimenes.

Ejemplo 5
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El fermentado secado por aspiracion de Dactylosporangium aurantiacum la subespecie hamdenensis NRRL 18085 se
extrajo con con una solucion de metanol/agua al 75 % (3 veces el peso en volumen) en agitacion durante dos horas. La
suspension se centrifugd y se concentré dos veces en un evaporador rotatorio para obtener un d 50 % de metanol en la
solucion. El concentrado se cargd directamente en una resina HP20 empaquetada en una columna. La columna se lavo
con metanol al 50 % y se eluyé con un gradiente de metanol del 50 % al 100 %. El rendimiento fue del 92 %.

Ejemplo 6

La etapa de secado de la presente invencion se puede realizar liofilizando tanto a pequefia como a gran escala, como se
muestra en los ejemplos mas abajo.

6.1 Liofilizacién a pequefa escala

4 litros del fermentado de Dactylosporangium aurantiacum de la subespecie hamdenensis NRRL 18085 se vertieron en
bandejas de acero (altura del liquido 1,5-2,0 cm). Las bandejas se montaron en un liofilizador Virtis Genesis 12ES y se
congelaron a -40 °C. Una vez alcanzada la temperatura mencionada se dej6 reposar durante dos horas. Luego, €l
condensador se enfrid hasta aproximadamente -50 °C y se establecié un vacio de 200 mTorr. La temperatura del estante
se ajusto a -5 °C durante 600 min. Luego, la temperatura del estante se ajusté rapidamente a 0 °C y se mantuvo asi
durante 1250 min. Se realiz6 otro ajuste rapido de la temperatura del estante a + 5 °C, y el producto se mantuvo a esta
temperatura durante 600 min. El secado secundario se realiz6 mediante ajuste rapido a + 20 °C, tras lo cual se dejo el
producto durante 1250 min al vacio (200 mTorr). Luego se sacaron los tanques del liofilizador y se obtuvieron 179 g de
material seco.

6.2 Liofilizacion a gran escala

110 litros aprox. del fermentado de Dactylosporangium aurantiacum de la subespecie hamdenensis NRRL 18085 en 48
se vertieron en bandejas de acero (altura del liquido 1,5-2,0 cm). Las bandejas se colocaron en dos liofilizadores y se
congelaron a -20 °C. Una vez alcanzada la temperatura mencionada, el fermentado se dejé reposar un rato. El
condensador se enfrid a aproximadamente -40 °C. Luego se establecié un vacio de aproximadamente 200 mTorr. La
temperatura del estante se ajusté a + 40 °C durante aproximadamente 44 horas. Luego se sacaron las bandejas del
liofilizador y se obtuvieron 6,6 kg de material seco.

400 g de liofilizado de Dactylosporangium aurantiacum de la subespecie hamdenensis NRRL 18085, se adicionaron a
2000 ml de metanol-agua al 80 % v/v y se agitd durante 1 hora. Luego, la mezcla se centrifugd a 4500 rpm durante 15
min. Se decanto el sobrenadante (volumen de 1550 ml). Al sedimento se adicion6 a 1400 ml de metanol-agua al 80 %
v/v. La mezcla se dejo durante la noche y se agité durante 1 hora al dia siguiente. Luego se centrifugd a 4500 rpm durante
15 min. Se decanto el sobrenadante (volumen de 1380 ml). Ambos sobrenadantes se combinaron hasta un volumen total
de 2930 ml. Rendimiento total 79 %.

A continuacion, la solucién se evapor6 a presion reducida en un bafio de agua a 40 °C. El volumen final fue de 1220 ml
que comprende un 40 % de agua medido por titulacion de Karl Fisher. Esta solucién se cargd en una columna
empaquetada con una resina HP20.
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REIVINDICACIONES

Un proceso para la preparacion de Tiacumicina B que comprende las etapas de:

a) fermentacion de una cepa productora de Tiacumicina B;

b) secado del caldo de fermentacion;

c) extraccion del material seco con metanol,

en donde la cepa de la etapa a) se selecciona del grupo que consiste en Dactylosporangium y Actinoplanes.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el caldo se seca por pulverizacion o se liofiliza.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el caldo se seca por pulverizacion.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el caldo se liofiliza.

Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una etapa de

cromatografia que implica cargar la solucion de extraccion en una columna que comprende una resina adsorbente
hidréfoba, opcionalmente lavar antes de la elucion.
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Figura 1

Eficiencia de extraccion a diferentes conc. de disolventes
-4 hrs a TA y 200 mg de polvo/mL de disolvente
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Figura 2

Eficiencia de extraccion con diferentes concentraciones de MeOH
(agitacion 90min)
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Figura 3

Eficiencia de extraccion con diferentes volumenes de
metanol al 75 % en agua
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