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Sposéb wytwarzania ryfamycyn

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania ryfamycyn, zwlaszcza ryfamycyn O i ryfamycyn S.
Zwiazki te otrzymuje si¢ w skali przemystowej gtéwnie na drodze chemicznego przeksztalcania
ryfamycyny B, antybiotyku wytwarzanego w procesie biosyntezy. Znany jest rOwniez sposdb
biologicznej transformacji ryfamycyny B do ryfamycyny O i ryfamycyny S przy uzyciu odpowied-
nich enzymoéw.

Ryfamycyny O i S stanowig potprodukty do wytwarzania aktywnych biologicznie antybioty-
kow stosowanych w lecznictwie, takich jak ryfamycyna SV i ryfampicyna.

Z doniesien literaturowych i opiséw patentowych znane sg metody otrzymywania ryfamycyn,
zwlaszcza ryfamycyn O i S, polegajgce na chemicznym utlenianiu ryfamycyny B, wylacznie w
przesaczu z brzeczki po fermentacji, a nie bezpo$rednio w brzeczce, do ryfamycyny O, a nastgpnie
na przeksztatceniu ryfamycyny O w ryfamycyng S lub ryfamycyne SV.

Préby wyodrgbniania ryfamycyny B z brzeczki po fermentacji dla jej przeksztalcenia w
ryfamycyne O i nastgpnie w ryfamycyng¢ S, wigzaly si¢ z uzyciem duzej ilo$ci rozpuszczalnikow,
ktore wymagaly stosowania aparatury o zwigkszonej obj¢tosci oraz prowadzenie wielokrotne;j
ekstrakcji. Ponadto réwnoczes$nie z produktem wlasciwym ekstrahuje si¢ produkty uboczne, co
powoduje konieczno$¢ dodatkowego oczyszczania i pociaga za soba obnizenie wydajnosci procesu.

Jeden ze sposobow otrzymywania ryfamycyny B po procesie fermentacji, przed jej utlenieniem
do ryfamycyny O, jest podany w opisie patentowym USA nr 2988 490. Z brzeczki uzyskuje si¢
przesacz pofermentacyjny (bulion), zawierajacy ryfamycyng¢ B, ktory poddaje si¢ ekstrakcji, a
nastgpnie reekstrakcji ryfamycyny B. Do ekstrakcji w kwasnym zakresie pH stosowane sg rozpu-
szczalniki organiczne, takie jak chloroform, octan etylu lub butylu oraz wodny roztwér buforowy
dla przeprowadzenia ryfamycyny B, przed jej utlenieniem, z rozpuszczalnika organicznego do
warstwy buforowej. Uzyskang wodna warstwg buforowa, zawierajaca ryfamycyng B, zadawano
srodkiem utleniajacym i po reakcji z roztworu wodnego wytrgcano ryfamycyne O.
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Opisany sposéb ma wiele niedogodnosci, takich jak wielokrotnos$¢ ekstrakcji, stosowanie
rozpuszczalnikéw o duzej objetosci, niska wydajnos¢ i bardzo duza zawarto$¢ substancji
balastowych.

Wedlug innej metody, opisanej w patencie belgijskim nr 796 018, proces utleniania ryfamycyny
B do ryfamycyny O prowadzi si¢ w klarownym przesgczu, uzyskanym z brzeczki pofermentacyjne;j,
za pomocg znanych czynnikéw utleniajacych, takich jak nadsiarczan sodu, azotyn sodu lub
nadtlenek wodoru, przy wartosci pH 4,0-7,5, w temperaturze 15-25°C, w uktadzie jednofazowym
bez stosowania rozpuszczalnikéw organicznych. Proces utleniania przebiega w jednofazowym
roztworze wodnym, powstalym z brzeczki pofermentacyjnej po oddzieleniu grzybni. Uzyskana w
tych warunkach ryfamycyna O, jako nierozpuszczalny produkt w przesagczu wodnym, oddzielana
jest przez saczenie. Metoda ta nie zapewnia selektywnosci, a produkt wykazuje tylko 60-70%
czystosci. Jednoczesnie uzyskuje si¢ niska wydajnos¢ ryfamycyny O rzedu 85% w przeliczeniu na
aktywno$¢ produktu.

Znany jest rowniez sposob otrzymywania ryfamycyn B, O i S metoda adsorpcji na zasadowej
zywicy makrousieciowanej, a nast¢gpnie na desorpcji w odpowiednim uktadzie rozpuszczalnikow
organicznych, jak podano w opisie patentowym USA nr 4402 877. W tej metodzie takze nalezy
stosowac znaczne ilo$ci rozpuszczalnikéw, przy czym selektywnos¢ produktéw jest mata, a wydaj-
nos$¢ procesu uzyskiwanej ryfamycyny O w stosunku do utlenianej ryfamycyny B nie przekracza
rowniez 85%.

W opisie patentowym USA nr 4431735 podano sposéb przeksztalcania ryfamycyny B do
ryfamycyny O, a nastgpnie do ryfamycyn S lub SV metoda biologiczna, ktéra polega na poddaniu
ryfamycyny B dziataniu enzymatycznego utleniania przy zastosowaniu drobnoustrojéw z gatunku
Humicola lub Monocillium. Sposéb ten daje dobre wyniki ale tylko w przypadku uzywania
czystych roztworéw ryfamycyny B, natomiast jesli jej transformacja jest przeprowadzana bezpos-
rednio z bulionu pofermentacyjnego lub z brzeczki, metoda ta nie zapewnia uzyskania wysokiej
czystosci produtku. Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze odtrzymuje si¢ wowczas ryfa-
mycyng O o czystosci 70-75%, wymagajaca dodatkowego oczyszczania przez co obniza si¢ wydaj-
no$¢ procesu. Bardzo powoli przebiega proces transformacji, bo okoto 10 godzin i wymaga
stosowania aparatury o duzej pojemnosci z uwagi na potrzeb¢ wprowadzania nadmiaru rozpu-
szczalnikéw, przy czym procesu nie mozna prowadzi¢ w sposéb ciagly.

Wedlug wynalazku, sposéb wytwarzania ryfamycyn OiS zryfamycyny B, zawartej w brzeczce
pofermentacyjnej lub w jej wodnym przesaczu polega na prowadzeniu procesu utleniania ryfamy-
cyny B do ryfamycyny O w uktadzie dwufazowym wodnoorganicznym z zastosowaniem nie
mieszajacego si¢ z wodg rozpuszczalnika organicznego lub mieszaniny rozpuszczalnikéw nie
mieszajacych si¢ z woda w ilosci 10-30% objetosciowych w stosunku do fazy wodnej w znanym
zakresie pH $rodowiska reakcji oraz znanymi §rodkami utleniajgcymi.

Jako rozpuszczalniki organiczne nie mieszajace si¢ z woda stosuje si¢ zgodnie z wynalazkiem
weglowodory aromatyczne, takie jak toluen lub benzen, badz chlorowcoalkany, takie jak 1,2-
dichloroetan lub chloroform.

Przez wprowadzenie rozpuszczalnika organicznego nie mieszajgcego si¢ z wodg lub miesza-
niny tych rozpuszczalnikéw bezposrednio do wodnego przesgczu pofermentacyjnego lub brzeczki
z zawartoscig ryfamycyny B, oraz przez dodanie do mieszaniny znanego czynnika utleniajgcego,
nastgpuje transformacja ryfamycyny B do ryfamycyny O, kt6ra przechodzi z fazy wodnej do fazy
organicznej. Po procesie ulteniania oddziela si¢ od fazy wodnej faze organiczng, zawierajaca
ryfamycyng O w postaci ekstraktu, ktéry ewentualnie przemywa si¢ wodnym roztworem buforu
fosforanowego lub roztworem mocznika o tej samej wartosci pH w przypadku stosowania chlo-
rowcoalkanu jako rozpuszczalnika organicznego nie mieszajgcego si¢ z woda.

Sposoéb prowadzenia procesu utleniania ryfamycyny B zaréwno w brzeczce, ktéry dotychczas
nie byl stosowany, jak i w przesaczu pofermentacyjnym z udziatem rozpuszczalnikéw organicznych
nie mieszajacych si¢ z woda, w ukfadzie dwufazowym wodnoorganicznym, jest nie znany w
technice i stanowi istot¢ wynalazku.

Ryfamycyn¢ O wydziela si¢ z ekstraktu przez krystalizacj¢. Jeéli jako rozpuszczalnik organi-
czny nie mieszajacy si¢ z wodg stosowany jest toluen lub benzen, to ekstrakt z zawartoscig
ryfamycyny O zaggszcza si¢ prawie do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem, a do pozostatosci
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dodaje si¢ nizszy alkohol alifatyczny, np. metanol, odpg¢dza resztki toluenu lub benzenu, dodaje
wodg, obnizajac temperaturg krystalizacji do 4°C i otrzymuje si¢ krystaliczng ryfamycyng O z
wydajnos$cia 95% o czystosci 98%.

Przy zastosowaniu toluenu lub benzenu jako rozpuszczalnika organicznego nie mieszajacego
si¢ z woda mozna bez dodatkowej obrobki zagescic ekstrakt do stgzenia okoto 120 000ug ryfamy-
cyny O w 1 cm® i przeprowadzi¢ transformacje ryfamycyny O bez jej wydzielania do ryfamycyny S
przy uzyciu kwasu siarkowego i alkoholu alifatycznego o 1-4 atomach wggla, korzystnie metanolu.
Po transformacji wydziela si¢ ryfamycyn¢ S przez krystalizacj¢ z wydajnoscia 80% i o czystosci
98%. Oznaczenie czysto$ci dokonywano metoda spektrofotometryczng i chromatograficzng.

Roztwdr toluenowy zawierajacy ryfamycyne S, po uprzedniej transformacji ryfamycyny B do
ryfamycyny O i drugiej transformacji ryfamycyny O do S, jest przydatny do dalszego przerobu dla
otrzymania 3-formyloryfamycyny SV wedlug znanych metod bez koniecznosci dodatkowego
oczyszczania i wyodrgbniania krystalicznej ryfamycyny S.

Znamienng cecha prowadzonego wedlug wynalazku procesu utleniania ryfamycyny B jest
fakt, ze powstajaca w czasie procesu ryfamycyna O jest natychmiast ekstrahowana do rozpuszczal-
nika organicznego nie mieszajacego si¢ z woda, jako nierozpuszczalna w fazie wodnej, a rozpu-
szczalna w fazie organicznej, w ktérej nie ulega rozkladowi, co zapewnia znaczne zwigkszenie
wydajnosci utleniania i zabezpiecza czysto$¢ produktu. W ten spos6b unika si¢ réGwniez mechani-
cznego osadzania ryfamycyny O na smolistych pozostato$ciach zwigzkéw zanieczyszczajgcych
wyjSciowy roztwor.

Procesy utleniania, ekstrakcji i rozdziatu faz przebiegaja szybko w ciagu zaledwie 1-2 godzin:

Wybér szczegdlnie toluenu do procesu utleniania wiaze si¢ z istnieniem takiego fazowego
napigcia powierzchniowego, ktére zabezpiecza ryfamycyng¢ O przed dziataniem reagentéw w fazie
wodnej oraz szybko i skutecznie odprowadza ryfamycyn¢ O ze Srodowiska wodnego po jej
utworzeniu. Ponadto charakter fizykochemiczny toluenu sprzyja selektywno$ci w minimalizowa-
niu rodzaju zanieczyszczen i ich ilosci, ktére przechodza do fazy organicznej, nie zaburzajac
kontaktu ryfamycyny B z czynnikiem utleniajgcym.

Selektywno$¢ utleniania ryfamycyny B do ryfamycyny O w brzeczce lub w przesgczu pofer-
mentacyjnym i ekstrakcji wedlug wynalazku przedstwione sa na zatgczonym do opisu chromato-
gramie /TLC/ wykonanym na folii firmy Merck-DC-Alufolien Kieselgel 60F 254, w ukladzie
benzen — metanol /5:1/, w ktorym kolejne pozycje oznaczaja: 1. ryfamycyna O — standard,
2. ryfamycyna O — produkt wyodr¢bniony sposobem wedlug wynalazku, 3. ryfamycyny O —
ekstrakt toluenowy otrzymany sposobem wedlug wynalazku, 4 i 5. ryfamycyna O — ekstrakty
ograniczne otrzymane sposobem wedtug innych wynalazkéw.

Przyktad 1. Do 2dm® brzeczki gofermentacyjnej, zawierajacej 400 ug/cm® ryfamycyny B,
dodano przy ciaglym mieszaniu 350 cm” benzenu i 9 g nadsiarczanu sodu, po czym mieszano przez
1 godzing. Staty osad grzybni oddzielono na wiréwce, a warstwe cieklg pozostawiono do rozdzialu
dwéch faz: wodnej i organicznej. Faz¢ wodna odrzucono pozostawiajac fazg benzenowa do
dalszego postgpowania. Odwirowany osad grzybni wymieszano z 1 dm® wody i powtérnie ekstra-
howano go 200 cm® benzenu. Odwirowany osad odrzucowno, a warstwe cieklg rozdzielono na
wodng i organiczna, benzenowa, wykorzystujac tylko faz¢ organiczng. Polaczone wyciagi benze-
nowe zawierajace ryfamycyne O odparowano do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem. Do suchej
pozostatosci dodano 150 cm® metanolu, ogrzano do temperatury 35-40°C i roztwoér odsgczono do
stalych zanieczyszczeri. Do metanolowego roztworu ryfamycyny O dodano podczas mieszania
40 cm® wody i po 4 godzinach krystalizacji w temperaturze 4°C oddzielono wytracone krysztaty
ryfamycyny O, przemyto je 50 dm® mieszaniny wodno-metanolowej /1 : 1/iwysuszono w tempera-
turze 45-55°C pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano 7,6 g ryfamycyny O z wydajno$cig 95% i
Q czystosci 98%. .

Przyktad II. Do 5dm® brzeczki pofermentacyjnej o zawartosci 5200ug ryfamycyny B w
1cm® dodano podczas mieszania 1dm?® toluenu i 28,5 g nadsiarczanu amonu, po czym calosé
mieszano przez 1,5 godziny. Osad grzybni ¢ ddzielono przez odwirowanie a ciecz pozostawiono do
rozdziatu faz, jak w przyklfadzie I. Po odrzuceniu grzybni i warstwy wodnej uwolniono warstwe
toluenowg jako fazg organiczng od stalych zanieczyszczen przez filtracjg. Odparowano do sucha

fazg toluenowa, zawierajaca ryfamycyn¢ O pod zmniejszonym ci$nieniem i po krystalizacji z
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‘uwodnionego metanolu /1:1/ oraz wysuszeniu otrzymano 25 g ryfamycyny O, co stanowi 96%
wydajnosci produktu o czystosc1 98,5%.

Przyktad III Do 200 dm® przesaczu pofermentacyjnego /bulionu/, zaw1era_|qcego 5000 ug
ryfamycyny B i 1 cm®, przy wartoéci pH 7,2 dodano podczas mieszania 40 dm® toluenu i 1 ,1kg
nadsiarczanu sodu. Caloéé mieszano 0,5 godziny i pozostawiono do rozdzialu dwoch faz. Wodng
faze odrzucono a organiczng fazg toluenowa, zawierajacg ryfamycyng O zageszczono do objetosci
10dm®. Nastepnie do zageszczonego roztworu dodano 10 dm® metanolu i 0,64 dm® oraz 33%
roztworu kwasu siarkowego. Cato$¢ mieszano w temperaturze 20°C przez 8 godzin. Ekstrakt
organiczny, zawierajacy ryfamycyn¢ S, po odmyciu z niego metanolu 1 kwasu siarkowego wodg,
zageszczono pod zmnlejszonym ci$nieniem do objegtosci 2 dm?®, dodano 20 dm® metanolu i odparo-
wano do objetosci 3 dm®. Wykrystalizowany osad ryfamycyny S mieszano w temperaturze -5°C
przez 3 godziny, odsgczono go, przemyto ochtodzonym metanolem i wysuszono. Otrzymano 0,8 kg
ryfamycyny S o aktywnosci 940ug/mg, co stanowi 81% wydajnosci. Czystos¢ 98,5%.

Przyktad IV. Do 2,5dm® przesaczu pofermentacyjnego /bulionu/ o zawartosci 4000 ug
ryfamycyny Bw 1 cm 3 dodano podczas mieszania 350 cm® chloroformu i 8 g nadsiarczanu sodu, po
czym calo$é mieszano przez 6 godzin. Po reakcji utlenienia ryfamycyny B do ryfamycyny O dodano
stezony 0,5% roztwér buforu fosforanowego do wartoéci pH 7,2. Cato$é mieszano.przez godzing, a
nastepnie ogrzano do temperatury 35-40°C i dodano roztwdr wodny NaCl w ilosci 4% wagowo/
objetosciowo. Po 15 minutach przerwano mieszanie i roztwér schtodzono powoli do temperatury
18- 20°C Po 6 godzinach oddzielono fazg chloroformowa a faz¢ wodna ekstrahowano ponownie
170 cm® chloroformu. Po rozwarstwieniu faz wodna faze oddzielono i odrzucono, a zebrane
ekstrakty chloroformowe, zawierajace ryfamycyng O, odsgczono do zanieczyszczen statych i
zageszczono do st¢zenia ryfamycyny O okoto 150000 — 180000 ug/cm®. Nast¢pnie dodano
metanol w ilo§ci réwnej objetoséci zageszczonego ekstraktu chloroformowego i 6,4 cm® 33% kwasu
siarkowego, prowadzac hydroliz¢ ryfamycyny O od ryfamycyny S, jak w przyktadzie III. Otrzy-
mano 7,7 g ryfamycyny S o aktywnos$ci 950 ug/mg i czystosci 98%. Wydajnos¢ procesu 77%.

Przyktad V. Do 150dm® bulionu o zawartoéci ryfamycyny B 4500 ug w 1cm® dodano
podczas mieszania rozpuszczalniki nie mieszajace si¢ zwoda w mieszaninie sktadajace;j si¢ z 20 dm®
toluenu i 5 dm® 1,2-dichloroetanu oraz 0,8 kg nadsiarczanu amonu. Cato$¢ mieszano 0,5 godziny i
pozostawiono ja do rozdziatu faz, po czym fazg wodng odrzucono a fazg¢ organiczng zageszczono
pod zmniejszonym ci$nieniem do objetosci 4,5 dm®. Nastepnie do zaggszczonego roztworu, zawie-
rajacego ryfamycyng O , dodano 4,5 dm® metanolu i 0,4 dm® 33% kwasu siarkowego, przeprowa-
dzajac hydroliz¢ ryfamycyny O do ryfamycyny S, jak w przyktadzie III. Otrzymano 0,54 kg
ryfamycyny S o aktywnosci 960 ug/mg, co stanowi 83% wydajnosci. Czystos$¢ produktu — 98,5%.

Przyktad VI. Do 200cm® ekstraktu toluenowego, otrzymanego sposobem jak w przykla-
dzie III, zawierajacego 15g ryfamycyny S dodano 15g bezwodnego siarczanu sodu i calo$é
mieszano przez 30 minut. Po odwodnieniu ekstraktu odsgczono osad siarczanu sodu i dodano do
ekstraktu 7,5 g dwutlenku manganu, 10 cm® N-metylo-tertbutyloaminy i 4,3 cm’tertbutyloaminy.
Catos¢ ogrzewano w temperaturze 50°C przez 12 godzin przy cigglym mieszaniu. Nast¢pnie
odsaczono dwutlenek manganu z jego zredukowanymi pochodnymi i ekstrakt przemyto niewielkg
iloscig toluenu. Roztwodr toluenowy zaggszczono pod zmniejszonym ci$nieniem az do sucha,
rozpuszczono suchg pozostatos¢ w 75 cm® czterowodorofuranu i dodano podczas mieszania roz-
twor, zawierajacy 80 cm® 15% kwasu siarkowego i 5 g kwasu askorbinowego. Cato$é mieszano w
ciggu 3 godzin w temperaturze 45°C do czasu caltkowitej hydrolizy i redukcji do 3-formylo-
ryfamycyny SV. ‘

Nastgpnie po redukcji roztwdr ochtodzono do temperatury 15°C w celu krystalizacji, miesza-
jac przez 2 godziny. Wytracony osad odsgczono i przemyto 50% roztworem wodnym czterowodo-
rofuranu. Po wysuszeniu osadu otrzymano 13,5g 3-formyloryfamycyny SV o aktywnosci
900 ug/mg, co stanowi 90% wydajnosci, obliczonej w stosunku do ryfamycyny S w ekstrakcie
toluenowym. Czysto$¢ produktu — 98,5%.
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania ryfamycyny O i S z ryfamycyny B, zawartej w przesaczu brzeczki
pofermentacyjnej, przez jej utlenienie do ryfamycyny O znanymi §rodkami utleniajagcymi i nastep-
nie przez dalsze przekszatlcenie w ryfamycyng S oraz w 3-formyloryfamycyng SV, znamienny tym,
ze proces utleniania ryfamycyny B do ryfamycyny O prowadzi si¢ w brzeczce pofermentacyjnej lub
w jej wodnym przesgczu w uktadzie dwufazowym wodnoorganicznym z zastosowaniem nie miesza-
jacego si¢ z woda rozpuszczalnika organicznego lub mieszaniny rozpuszczalnikéw organicznych
nie mieszajacych si¢ z woda, w ilo$ci 10-30% objgtosciowych w stosunku do fazy wodnej, nastgpnie
oddziela si¢ od fazy wodnej fazg organiczng, zawierajaca ryfamycyne O w postaci ekstraktu, ktory
ewentualnie przemywa si¢ roztworem wodnym buforu fosforanowego* lub wodnym roztworem
mocznika i zaggszcza, po czym albo wydziela si¢ ryfamycyn¢ O przez krystalizacj¢ i poddaje
hydrolizie do ryfamycyny S, albo bez jej wydzielania przeprowadza si¢ transformacj¢ ryfamycyny
O do ryfamycyny S lub do 3-formyloryfamycyny SV bezposrednio w ekstrakcie.

2. Sposdb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako rozpuszczalniki organiczne nie mieszajgce
si¢ z woda stosuje si¢ weglowodory aromatyczne, takie jak toluen lub benzen, badz chlorowcoal-
kany, takie jak 1,2-dichloroetan lub chloroform.
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