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METODOS PARA LA PRODUCCION DE ANSAMITOCINAS

CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere a procesos para la produccion de Ansamitocinas.
Ansamitocinas se refiere a una mezcla de ansamitocinas que difieren en su cadena
lateral de éster C-3. Las ansamitocinas pueden ser convertidas en el maitansinol de

alcohol C-3.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las ansamitocinas son compuestos altamente citotoxicos derivados a partir
de la fermentacion de microorganismos tales como Actinosynnema pretiosum. Las
ansamitocinas ha sido convertidas quimicamente en maitansinoides que contienen
tiol, cuyo uso terapéutico en la forma de conjugados de agente de enlace celular-
maitansinoide se ha descrito (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
5,208,020; 5,416,064, 6,333,410; y 6,441,163).

El proceso de fermentacidén con cepas Actinosynnema spp tales como
Actinosynnema pretiosum produce varias especies de ansamitocina que tienen
diferentes sustituyentes de éster en C-3 (Fig. 1). Los diferentes ésteres C-3
producidos incluyen P-3 (iso-butirilo), P-3' (n-butirilo), P-2 (propionilo), P-4 (iso-
valerilo), P-4' (n-valerilo). Todos estos ésteres pueden ser separados de manera
reductiva para dar el maitansinol de alcohol C-3 (P-0O), que es el precursor para la
sintesis de maitansinoides que contienen tiol. Ademas, se producen cantidades
menores de ansamitocinas indeseables las cuales son modificadas en otros sitios,
tales como N-demetilo, 20-O-demetilo, y 19- decloro. A la des-acilacion reductiva,
estas ansamitocinas no producen maitansinol.

Se han descrito los procesos para la produccion de ansamitocina a partir de
la fermentacién de Actinosynnema spp (Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Nos. 4,162,940; 4, 450,234, 4,228,239; 4,331,598; y 4,356,265). El

rendimiento de las ansamitocinas producidas varia, con titulos que varian de manera
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general desde 12 mg/L hasta 100 mg/L. Las ansamitocinas son recuperadas y
purificadas de modo comun a través de un proceso multi-etapa que implica la adicion
de un auxiliar de filtro y un solvente organico al caldo de fermentaciéon completo,
seguida por la concentracién de la capa organica y la precipitacion con éter de
petroleo. El precipitado fue purificado de manera adicional utilizando cromatografia
de silice y cristalizaciéon, seguida por purificacion adicional por medio de
recristalizacion o cromatografia.

Por lo tanto, el proceso es complicado e implica varias etapas en donde tiene
que manejarse material altamente toxico. Esto dificulta en gran medida el
escalamiento de dicho proceso. Ademas, tiene que asegurarse la seguridad del
operador a través de las diferentes etapas de procesamiento.

Una solicitud reciente (US 2002/0015984 Al) reclama ciertas mejoras en el
proceso para la produccién de ansamitocinas. Se reportdé que los titulos de
ansamitocina en el caldo de fermentacidén han variado desde 65 hasta 86 mg/L. Las
mejoras reclamadas incluyeron desactivacion térmica del caldo a 75°C, extraccion en
un solvente de hidrocarburo aromatico tal como tolueno, cromatografia a través de
una columna de silice abierta, seguida por cristalizacion. A fin de reducir el costo de
la produccién de ansamitocina, se han producido nuevas cepas de Actinosynnema
que proporcionan titulos significativamente mas elevados (hasta 400 mg/L en
fermentadores) que aquellas descritas con anterioridad. Los procesos antes
descritos para la produccion de ansamitocinas tienen varias desventajas, y por lo
tanto no pueden ser adaptados para las nuevas cepas de alta produccion que se han
desarrollado. Por ejemplo, la desactivacién térmica a 75°C resulta en alguna
degradacion de ansamitocina y una pérdida del 10 hasta el 20% en el rendimiento.
La extraccién del caldo de fermentacidn que contiene elevado contenido de
ansamitocina con hidrocarburos aromaticos es ineficiente e incompleta, ya que las
ansamitocinas no son altamente solubles en dichos solventes. La purificacién de
ansamitocinas en columnas de silice auto-empacadas abiertas tiene dos
desventajas: 1) variaciéon de un lote a otro en pureza y recuperacion, y 2) significativa
exposicion humana que resulta en problemas de seguridad. Por lo tanto, existe la

necesidad de producir ansamitocinas en altos rendimientos y proporcionar también
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un proceso eficiente para su aislamiento y purificacién, en tanto que reducen al

minimo la exposicidn del trabajador al farmaco altamente toxico.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un aspecto de la invencion es un proceso para la fermentacién a gran escala
de microorganismos que producen ansamitocina, el proceso que es especialmente
aplicable a una nueva cepa productora de ansamitocina, altamente productiva.

Otro aspecto de la invencion es un método para aislar la ansamitocina cruda,
y para preparar ansamitocinas purificadas que comprende las siguientes etapas:

1) desactivacion opcional del cultivo, por ejemplo, mediante exposicién a calor
a aproximadamente 50° hasta 55°C o por medio de adicion de 1% en volumen de
cloroformo, 2) extraccion con un solvente organico no-aromatico, 3) concentracion
del extracto, 4) purificacion del concentrado en una columna de silice o alimina, de
preferencia una columna de cartucho de silice pre-empaquetada, y 5) cristalizacion
del producto.

Otros aspectos de la invencion incluyen los siguientes:

Un proceso para preparar ansamitocinas purificadas que comprende las
etapas de:

1) Cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de
cultivo liquido;

2) Extraer ansamitocinas a partir del medio de cultivo con un solvente
inmiscible en agua no aromatico;

3) Concentrar las ansamitocinas extraidas; y

4) Purificar las ansamitocinas a través de cualquiera de a), b), ¢) y d):

a) cromatografia de adsorcion sobre gel de silice o alumina,

b) cristalizacion,

c) cromatografia de adsorciéon sobre gel de silice o alimina seguida por
cristalizacion, y

d) cristalizacién seguida por cromatografia de adsorcion sobre gel de silice o

altimina.
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Un proceso para preparar ansamitocinas purificadas que comprende las
etapas de:

1) Cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de
cultivo liquido;

2) Extraer ansamitocinas a partir del medio de cultivo con un solvente
inmiscible en agua no-aromatico;

3) Concentrar las ansamitocinas extraidas; y

4) Purificar las ansamitocinas a través de cualquiera de a), b), ¢) y d):

a) cromatografia de adsorcion sobre gel de silice o alumina,

b) cristalizacion,

c) cromatografia de adsorcion sobre gel de silice o alimina seguida por
cristalizacion, y

d) cristalizacion seguida por cromatografia de adsorcién sobre gel de silice o
alumina.

Un proceso para preparar ansamitocinas purificadas que comprende las
etapas de:

1) Cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de
cultivo liquido;

2) Extraer ansamitocinas a partir del medio de cultivo con a solvente
inmiscible en agua no aromatico;

3) Concentrar las ansamitocinas extraidas; y

4) Purificar las ansamitocinas mediante cromatografia de adsorcién sobre gel
de silice o alumina seguida por cristalizacién.

Un proceso para preparar ansamitocinas purificadas que comprende las
etapas de:

1) Cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de
cultivo liquido;

2) Extraer de ansamitocinas desde el medio de cultivo con un solvente
inmiscible en agua no aromatico;

3) Filtrar para remover sélidos, permitiendo el aislamiento de la fase organica

4) Concentrar ansamitocinas a partir de la fase organica; y
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5) Purificar las ansamitocinas por medio de una de a), b), ¢) y d):

a) cromatografia de adsorcion sobre gel de silice o alimina,

b) cristalizacién,

¢) cromatografia de adsorcién sobre gel de silice o alimina seguida por
cristalizacion, y

d) cristalizacion seguida por cromatografia de adsorcién sobre gel de silice o
alumina.

Un proceso para preparar ansamitocinas purificadas que comprende las
etapas de:

1) Cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de
cultivo liquido;

2) Extraer ansamitocinas desde el medio de cultivo con un solvente inmiscible
en agua no aromatico, utilizando varias técnicas de centrifugacion;

3) Concentrar las ansamitocinas extraidas; y

4) Purificar las ansamitocinas por medio de uno de a), b), ¢) y d):

a) cromatografia de adsorcién sobre gel de silice o alumina,

b) cristalizacién,

c) cromatografia de adsorciéon sobre gel de silice o alumina seguida por
cristalizacion, y

d) cristalizacion seguida por cromatografia de adsorcién sobre gel de silice o
alumina.

Un proceso para preparar ansamitocinas purificadas que comprende las
etapas de:

1) Cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de
cultivo liguido;

2) Centrifugar el caldo en presencia de uno o mas solventes miscibles en
agua para remover soélidos en tanto que se retienen las ansamitocinas en solucién.

3) Agregar un solvente no aromatico inmiscible en agua, a fin de permitir la
extraccion de ansamitocinas dentro de la capa organica. De manera opcional, varias
sales u otros componentes también podrian ser agregados a la fase organica

durante la extraccion.
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4) Concentrar las ansamitocinas extraidas; y

5) Purificar las ansamitocinas por medio de uno de a), b), ¢) y d):

a) cromatografia de adsorcion sobre gel de silice o alumina,

b) cristalizacién,

¢) cromatografia de adsorcién sobre gel de silice o alumina seguida por
cristalizacion, y

d) cristalizacion seguida por cromatografia de adsorcion sobre gel de silice o
alumina.

Un proceso para preparar ansamitocinas purificadas que comprende las
etapas de:

1) Cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de
cultivo liquido;

2) Tratar de manera opcional del medio de cultivo para facilitar la extraccion
de ansamitocinas;

3) Extraer la fase sélida de ansamitocinas a partir del medio de cultivo sobre
una resina;

4) Hacer la elucion isocratica o de gradiente de ansamitocinas a partir de la
resina usando uno o mas solventes organicos 0 uno o mas solventes organicos
combinados con agua;

) Concentrar las ansamitocinas extraidas; y

6) Purificar de manera opcional las ansamitocinas adicionalmente por medio
de uno de a), b), c) y d):

a) cromatografia de adsorcion sobre gel de silice o alumina,

b) cristalizacion,

c) cromatografia de adsorciéon sobre gel de silice o alumina seguida por
cristalizacion, y

d) cristalizacion seguida por cromatografia de adsorcidn sobre gel de silice o
alumina.

En estas modalidades la invencion puede incluir de modo opcional:

(i) desactivacion quimica o térmica de los microorganismos en el caldo de

fermentacion;
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(ii) tratamiento del medio de cultivo para facilitar la extraccién de solvente de
las ansamitocinas, antes de la etapa 2; o

(iii) una etapa de lavado en la cual una solucién cruda de ansamitocinas en
solvente organico es lavada con agua, una solucién salina acuosa, un acido acuoso
0 una base acuosa en cualquier combinacién secuencial, ya sea antes o después de
la precipitacion. Esta etapa puede llevarse a cabo en varias etapas de la purificacion.

Un proceso para extraer ansamitocinas a partir del caldo de fermentacion, el
proceso que comprende:

1) Inactivar de manera opcional el microorganismo productor de
ansamitocinas en el caldo de fermentacién; y

2) Extraer las ansamitocinas desde el caldo de fermentacién con un solvente
inmiscible en agua no aromatico.

El proceso anterior también puede incluir tratamiento del medio de cuitivo
para facilitar la extraccion de solvente de las ansamitocinas, antes de la etapa 2.

Un proceso para extraer ansamitocinas desde el caldo de fermentacion, el
proceso que comprende:

1) Extraccion de ansamitocinas desde el caldo de fermentaciéon con un
solvente inmiscible en agua no aromatico, y

2) Filtracion para remover sélidos, permitiendo el aislamiento de la fase
organica. El proceso anterior puede incluir de manera opcional:

(i) desactivacion quimica o térmica de los microorganismos en el caldo de
fermentacién; y/o

(i) tratamiento del medio de cultivo para facilitar la extraccion de solvente de
las ansami'tocinas, antes de la etapa 2.

Un proceso para extraer ansamitocinas desde el caldo de fermentacién, el
proceso que comprende: extraer ansami_tocinas desde el medio de cultivo a través de
varias técnicas de centrifugacién con un solvente inmiscible en agua no aromatico.

El proceso anterior pude incluir de manera opcional:

(i) inactivacién quimica o térmica de los microorganismos en el caldo de
fermentacioén; y/o

(i) tratamiento del medio de cultivo para facilitar la extracciéon de solvente de
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ansamitocinas, antes de o durante la centrifugacion.

Un proceso para remover desechos sélidos desde el caldo de fermentacién,
el proceso que comprende:

1) Centrifugacién del caldo de fermentacién en presencia de un solvente
organico miscible en agua para remover sélidos en tanto que se mantienen las
ansamitocinas en solucién.

El proceso anterior puede incluir de manera opcional:

(i) inactivacién quimica o térmica de los microorganismos en el caldo de
fermentacion; y/o

(i) tratamiento del medio de cultivo para facilitar la extraccion de solvente de
ansamitocinas, antes de o durante la centrifugacion.

En los métodos antes descritos, se prefiere que el microorganismo productor
de ansamitocina sea Actinosynnema spp., de manera mas preferible Actinosynnema
pretiosum. El microorganismoo productor de ansamitocina puede ser también
Actinosynnema pretiosum ATCC 31565 o cepas derivadas de las mismas o
Actinosynnema pretiosum PF4-4 (ATCC PTA-3921) o cepas derivadas de la misma.
Como se describe en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No.
4,450,234, Actinosynnema pretiosum ATCC 31565 fue depositado con el (i) Institute
of Fermentation, Osaka, 17-85, Juso-honmachi 2- chome, Yodogawa-ku, Osaka 532-
8686, Japodn, el 20 de agosto de 1979, bajo el numero de acceso de IFO 13963; (ii)
National Institute of Bioscience and Human Technology (anteriormente Fermentation
Résearch Institute), Agency of Industrial Science and Technology, Ministry of
International Trade and Industry, 1-3, higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305,
Japan, el 29 de agosto de 1979, bajo el nimero de acceso de FERM-P NO. 5185; y
(i) la American Type Culture Collection, 10801 University Blvd., Manassas, Virginia
20110-2209, USA, el 11 de septiembre de 1979, bajo el nimero de acceso de ATCC
31565. Ademas, Actinosynnema pretiosum PF4-4 fue depositado bajo las
disposiciones del Budapest Treaty con la American Type Culture Collection, 10801
University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209, USA, el 11 de diciembre de 2001, y

ha sido acordado el No. de Acceso ATCC PTA-3921.

L
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra la estructura de varios ésteres de ansamitocina C-3 que
pueden elaborarse por medio de fermentacion, asi como el alcohol C-3, maitansinol

(P-O).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se proporcionan métodos para cultivar un microorganismo altamente
productivo de ansamitocinas en un medio de cultivo liquido en fermentadores
grandes. Se proporcionan también métodos para la extraccion de la ansamitocina
desde el caldo de cultivo y el microorganismo dentro de a solvente inmiscible en
agua no-aromatico en el cual la ansamitocina es altamente soluble, y para la
purificacion de la ansamitocina mediante el paso a través de una columna de silice o
alumina si es necesario, de preferencia estas columnas son cartuchos pre-
empacados, seguido por la cristalizacién del producto. Si es necesario, el
microorganismo puede ser inactivado por medio de tratamiento térmico o tratamiento
con cloroformo antes de la etapa de extraccion.

Las ansamitocinas purificadas podrian incluir una mezcla de varios ésteres C-
3, tales como las ansamitocinas P-3, P-3', P-4, P-4’, P-2 y P-1 (Figura 1), que pueden
ser tratadas con un agente reductor para proporcionar el compuesto de hidroxilo C-3
deseado, maitansinol (P-O). Las ansamitocinas purificadas contienen de manera
comun solo cantidades menores de ansamitocinas indeseables que tienen
modificaciones en sitios de la molécula distintos de la posicién C-3. De manera
preferible la cepa productora de ansamitocina es Actinosynemma spp. De modo mas
preferible, el microorganismo es Actinosynnema pretiosum. El microorganismo puede
ser también Actinosynnema pretiosum PF4-4 (ATCC PTA-3921) y derivados del
mismo y Actinosynnema pretiosum ATCC 31565 y derivados del mismo. El

microorganismo puede ser cultivado a través de técnicas de cultivo de fermentacion
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gue son conocidas por aquellos con experiencia ordinaria en la técnica, utilizando los
medios especificos descritos en la presente o cualquier otro medio que se describe
en la técnica (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,162,940;
4,450,234, 4228,239; 4,331,598, y 4,356,265).

Una modalidad del método de la invencién es el cultivo del microorganismo
en un medio de cultivo liquido. El cultivo de la cepa bacterial PF4-4 se llevo a cabo
bajo condiciones controladas y puede emplear una amplia variedad de medios y
condiciones. Por ejemplo, PF4-4 puede ser cultivado bajo condiciones similares y
con medios similares a aquellos descritos para ATCC 31565 o ATCC 31281 en las
Patentes publicadas de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,137,230:
4,162,940, 4,331,598; 4,356,265, y 4,450,234; y como se describe en Hatano et al.,
Agric. Biol. Chew. 48, 1721- 1729, 1984. Por lo tanto, la cepa PF4-4 tolera una
amplia variedad de fuentes de carbono, las cuales soportan también la produccion
por fermentacion de las ansamitocinas. Los medios de cultivo ilustrativos se
proporcionan en los Cuadros 1 y 2. El Cuadro 1 muestra medios que soportan la
produccion de ansamitocinas a través de microorganismo productor de
ansamitocinas, tal como Actinosynnema pretiosum PF4-4 y el Cuadro 2 muestra
medios adicionales adecuados para la propagacion y/o cultivo de Actinosynnema

pretiosum PF4-4, y otro microorganismo productor de ansamitocinas.

Cuadro 1. Composicién del Medio de Produccion (los registros estan en % piv).

FM 24-44 FM 112-37 FM 4-4 FM 4-6 FM 4-7
Dextrina 6 6 5 5 5
(Lodex 5)
Maltosa 4 4 2 2 2
(Disco)
Proflo 20 25 275
(Traders)
Harina de Frijol | 1.5 20

de Soya (ADM)

Pharmamedia 0.5
(Traders)

CSP 0.5 0.5 0.5 0.15 0.15
(Roquette)

Levadura Seca | 0.25
P. (Difco)

MgSQ4 7H.0 0.05

CaCOs 0.5 0.5 0.6
(Hayashi)

{NH4)2804 0.05
(Wako)

KH2PO4 0.05 0.04
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(Wako)

K2HPO4 0.05 0.06 0.06 0.06
(Wako)

CaCl; 2H,0 0.5 0.5

NaHCO; 0.2

(Wako)

Zeolita 0.1

FeS0Q4 7H,0 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002
(Wako)

ZnS04 7H,0 0.0002

CoClz 6H20 0.001 0.0005 0.0005
(Baker)

Acido 0.0002

Nicotinico

MnSO4 H,0 0.0002

Isobutanol 0.1 05 0.5 0.3 03
(Tedoa)

SAG471 0 0.06 0.04 0.04
(Witco)

pH 6.8 6.8 6.8 7.2 7.35

CUADRO 2. Medios Relacionados

Inclinacion y cultivo de placa, CM4-1 Aaar

(%, piv)

Extracto de levadura (Difco) 0.3

Extracto de malta (Difco) 0.3
Soytone (Difco) 0.5
Glicerol (Difco) 1.0
Bacto Agar (Difco) 2.0

Ajustar pH a 6.5 antes de la esterilizacion; Esterilizacion: 121°C, 20 minutos

Medio de Cultivo, YM.4-Y

(%, plv)

Almidon soluble (BDH) 2.0
Glucosa (Shuling) 1.0
Alimento de soya (ADM) 1.0

Licor de Maiz (Solulys) 0.5
Soytone (Difco) 0.5
NaCl (Wako) 0.3
CaCO; (Hayashi) 0.5

pH 6.8; Esterilizacion: 121°C, 20 minutos

Los meétodos preferidos para produccion por fermentacion de ansamitocinas a
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partir de la cepa PF4-4 se describen de manera adicional en los EJEMPLOS 1y 2 a

continuacion.
Fermentacidn;

El cultivo puede ser conducido por las condiciones de cultivo tales como,
estacionarias, con agitacion, aerdbico sumergido'o cualesquiera otras condiciones de
cultivo. Para un buen desarrollo de cultivo y alta produccién de ansamitocinas en
grandes fermentadores de tanque, se prefiere el cultivo sumergido aerébico. La
produccion de ansamitocina puede ser mejorada de manera adicional a través de la
alimentacion de nutrientes duranté la fermentacion. Por ejemplo, cuando se cultiva el
organismo en el medio FM4-6, la alimentacion adicional de glucosa durante el curso
de la fermentacién o de glucosa durante aproximadamente las primeras 24 a 72
horas, de preferencia durante aproximadamente las primeras 48 h, seguida por la
alimentacién con glucosa y un nutriente de proteina tal como harina de semilla de
algodén (por ejemplo Proflo o Pharmamedia de Trader's Protein, Memphis, TN) o
harina de soya, y un alcohol o0 un aldehido para facilitar la formacién de la cadena
lateral de éster C-3, tal como isobutanol, isobutiraldehido, n-butanol, n-butiraldehido,
n-propanol,  n-propionaldehido, isopropanol, isopropionaldehido, pentanol,
valeraldehido, isopentanol, isovaleraldehido hasta la terminacién de la fermentacion
puede resultar en la duplicacién de la produccion de ansamitocina. En tanto que las
condiciones de cultivo dependen del medio utilizado y Ia escala de produccion, se
prefiere de manera normal llevar a cabo la fermentacién en el rango de pH de
aproximadamente 5 a 9, de preferencia con un pH inicial de aproximadamente 6.5
hasta 8.0. De modo mas preferible, el rango de pH es de aproximadamente 7 a 8,
incluso mas preferible aproximadamente 7 hasta 7.4. El pH de mayor preferencia es
de aproximadamente 7.2. La temperatura puede variar desde aproximadamente 15°
hasta 35 °C, con un rango preferido de aproximadamente 25° hasta 30°C. De
manera mas preferible, la temperatura es de aproximadamente 28°C. La
fermentaciéon se continla hasta que se ha logrado la maxima acumulaciéon de

ansamitocina. El tiempo de cultivo puede variar y depende de varios factores que

\v
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incluyen el método de cultivo, la composicién del medio, y la temperatura. De manera

comun, el tiempo de fermentacion varia desde 96 hasta 336 h.

Analisis de ansamitocinas:

En las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,331,598 y
4,450,234, la cepa padre ATCC 31565 esta descrita como la produccion de dos
clases de ansamitocinas que se distinguen por la presencia de un grupo metilo o
hidroximetilo en C-14 (véase la Figura 1). Para ambas clases, se producen varias
ansamitocinas diferentes que difieren en su enlace de cadena lateral acilo respectivo
al atomo de oxigeno C-3 y con respecto a si C-14 transporta un grupo metilo o
hidroximetilo (o0, en estudios subsecuentes, N- demetilo). La nomenclatura utilizada
en la presente para los compuestos permutados esta definida antes con referencia a
la Figura 1.

La ansamitocina P-3 es el principal producto de PF4-4 y la cepa padre ATCC
31565, bajo ciertas condiciones de crecimiento. Si las bacterias son cultivadas en
presencia de valina o acido isobutirico (véase la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 4,228.239), o alcohol de isobutilo o isobutiraldehido (véase la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,356,265), otros compuestos
de ansamitocina estan presentes sélo en cantidades menores. Cuando la cepa PF4-
4 es cultivada en diferentes medios de fermentacion (designado FM en el Cuadro 1),
los cuales contienen todos alcohol de isobutilo, la ansamitocina P-3 es la
ansamitocina predominante producida. En un método para probar la cantidad de
ansamitocinas, las muestras del caldo de fermentacion son diluidas con etanol o
acetonitrilo, agitadas con fuerza después vy finalmente centrifugadas. El
sobrenadante es probado después para el contenido de ansamitocina P-3.

Las ansamitocinas son fraccionadas de manera preferible y analizadas
mediante cromatografia liquida de aito rendimiento de fase inversa (HPLC), aunque
se puede utilizar cualquier técnica adecuada, por ejemplo, MALDI-TOF o
cromatografia de capa delgada. En un método, los caldos de fermentacion son

extraidos con solventes organicos, tales como acetato de etilo, cloruro de metileno o
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cloroformo, y el contenido de P-3 en el solvente organico es determinado por medio

de HPLC, utilizando columnas C18 o C8 de fase inversa.

Extraccién de ansamitocinas:

Las ansamitocinas pueden ser extraidas a partir del caldo de fermentacion a
través de métodos empleados de manera general para la recuperacién de
metabolitos secundarios. Ya que las ansamitocinas son facilmente solubles en
solventes no-aromaticos, pueden ser extraidas con facilidad mediante agitacién con
solventes inmiscibles en agua no aromaticos tales como acetato de alquilo en donde
la cadena de alquilo es lineal o ramificada y tiene 1-5 atomos de carbono,
dialquilcetonas y solventes halogenados. Ejemplos de acetatos de alquilo adecuados
incluyen acetato de n-butilo, acetato de etilo, y acetato de metilo. Un ejemplo de una
dialquilcetona adecuada es metil isobutil cetona. Un ejemplo de un solvente
halogenado adecuado es diclorometano. Se prefiere la extraccién con acetato de n-
butilo. De preferencia, la relacidn del caldo de fermentacion al solvente inmiscible en
agua no aromatico es 1:1 por volumen.

Las ansamitocinas también pueden ser adsorbidas a partir del caldo de
fermentacién sobre varias resinas, tales como, Amberlite XAD-4, XAD-16
comercialmente disponibles de Rohm and Haas Company, Diaion HP20, HP21,
Sepabeads SP825, SP850, SP70, SP700 comercialmente disponibles de Mitsubishi
Chemical Industries Ltd. Estos ejemplos son de alcance no limitante, también pueden
utilizarse otras resinas conocidas por alguien con experiencia en la técnica para el
proposito anterior. La resina también puede ser utilizada como un recubrimiento
sobre una estructura secundaria tal como un iman o un material de alta densidad de
manera que el polimero puede ser recuperado magnéticamente desde el caldo o a
través de meétodos que se apoyan en la densidad adsorbente tal como la
cromatografia de lecho expandido. Una vez que las ansamitocinas son adsorbidas
sobre la resina, pueden ser eluidas utilizando uno o mas solventes organicos a
través de elusion isocratica o de gradiente. En una modalidad, la resina puede ser

agregada de manera directa al caldo para extraer las ansamitocinas.
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Las ansamitocinas pueden ser recuperadas desde la resina a través de varios
medios. En una modalidad, la resina puede ser recuperada mediante filtracién. En
una segunda modalidad, la resina puede ser recuperada por centrifugacion y la pella
puede ser eluida entonces con uno 0 mas solventes organicos o con uno o mas
solventes organicos combinados con agua. En una tercera modalidad, la fase acuosa
y los desechos sdélidos pueden ser removidos de la resina a través de cromatografia
de lecho expandido. La resina puede ser comprimida después en la columna de
lecho expandido y eluida con uno o mas solventes organicos o con uno 0 mas
solventes organicos combinados con agua por medio de elusion isocratica o de
gradiente. En una cuarta modalidad, la resina puede extraer ansamitocinas mientras
esta siendo separada desde el caldo de fermentacion a través de una membrana
parcialmente permeable. Por ejemplo, una membrana de dialisis empacada con
resina pude ser ahitada con el caldo de fermentacion, agua y componentes de bajo
peso molecular pueden pasar a través de la membrana, permitiendo que las
ansamitocinas se unan a la resina. La bolsa de didlisis puede ser retirada después
desde el caldo y la resina recuperada puede ser eluida después como se describié
con anterioridad.

Antes de la extraccién, los microbios en el caldo de fermentacion pueden ser
inactivados, si se desea, mediante exposicion a calentamiento moderado a
aproximadamente 50° hasta 55°C durante aproximadamente 30 minutos hasta 2
horas, o mediante adicién de 1% (v/v) cloroformo (Toru Hasegawa et al. 1983, Int. J.
Syst. Bacteriol. 53:314-320).

Asimismo, antes de o durante la extraccion, el proceso puede incluir
tratamiento del medio de cultivo para facilitar la extracciéon de solvente de
ansamitocinas. El tratamiento puede incluir aunque no esta limitado a calentamiento,
ajuste de pH, o tratamiento enzimatico o tratamiento quimico, tal como la adicién de
sulfato poliférrico, agentes de des-emulsificacion, silice ahumada o cosolventes tales
como acetona o alcoholes tales como metanol.

En el caso de la extraccion de fase organica, la extraccion se lleva a cabo a
un pH entre 2.0-13.0, aunque de preferencia a un pH de aproximadamente 6.0 hasta

7.0, y de modo mas preferible a un pH de aproximadamente 6.5 hasta 7.0, y de
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preferencia con acetato de n-butilo. A fin de mejorar la eficiencia de la extraccion, el
caldo puede ser mantenido a una temperatura entre 5°C y 80°C, de preferencia entre
30° y 45°C durante el proceso de extraccion.

El tiempo de extraccion depende de varios factores que incluyen la
composicion del caldo, la temperatura del caldo y el solvente de extraccion, el
método de mezclado del caldo y el solvente utilizado para la extraccion. El tiempo de
extraccion varia desde 1 hora hasta 120 horas, dependiendo del método de
extraccion. Por ejemplo, cuando se selecciona un tiempo de extraccion vy filtracion
rapido, el tiempo de extraccién puede variar entre 1-12 horas.

Se pueden utilizar auxiliares de filtro durante la filtracién. Dichos auxiliares
incluyen aunque no estan limitados a Celpure P1000, Celatom FW-80, Hyflo Super
Cel y Celite. De manera opcional, los auxiliares de filtro pueden estar pre-recubiertos
con un auxiliar de filtro. Los métodos de filtracién que pueden ser utilizados en este
proceso incluyen aunque no estan limitados a filtracion de flujo tangencial, filtracidén
de tambor raspador recubierto con auxiliar de filtracion o filtracion de lote.

En casos en donde la extraccidn se lleva a cabo en pH extremos tales como
pH 1 -pH 5 0 pH 8 - pH 13 o temperaturas sumamente elevadas tales como 60°C-
90°C, la extraccion sera completada a una velocidad que evita la descomposicién
excesiva de las ansamitocinas. Si es necesario, la extraccién también puede ser
ejecutada de manera extremadamente rapida a través de centrifugacion continua. En
dicho caso, el pH o temperatura del caldo de fermentacién seria ajustada a medida
qgue el caldo entra al dispositivo centrifugo de manera que se evita la exposicion
prolongada a condiciones adversas. Los ejemplos de equipo centrifugo que se han
utilizado en el procesamiento por fermentacion y podrian emplearse para extraer
ansamitocinas incluyen aunque no se limitan a decantadores centrifugos vy
centrifugas de disco apiladas. El extracto de solvente organico retenido puede ser
concentrado después bajo presion reducida que contiene las ansamitocinas. De
manera alternativa, un solvente miscible en agua puede ser mezclado con el caldo
de fermentacién y centrifugado para remover sélidos proporcionando una solucién
libre de sélidos, de fase individual. La solucién puede entonces ser procesada

mediante, por ejemplo, adicién de un solvente inmiscible en agua para ocasionar la
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separacion de fases organica y acuosa seguida por la concentracién de la fase

organica.

Lavado acuoso de ansamitocinas en solucién.

Las ansamitocinas en una solucién de solvente organico inmiscible en agua
pueden ser lavadas con agua, acido acuoso, base acuosa, agua parcial o totalmente
saturada con sal o una combinacion de cualesquiera de los lavados acuosos antes
descritos. Ejemplos de acidos acuosos incluyen, pero no se limitan a, soluciones
acuosas de acido clorhidrico, acido sulfurico, acido acético, acido férmico, y acido
fosférico a un pH entre 1-6.9. En el contexto de esta invencién, un acido acuoso
también incluye un sistema regulado en su pH acuoso acido. Ejemplos de sistemas
regulados en su pH acidos incluyen, pero no se limitan a, fosfato de sodio, fosfato de
potasio, acetato de amonio, y formato de amonio, cada uno siendo ajustado en su pH
ajustado para uso en sus rangos de regulacién de pH &acido respectivos. Los
ejemplos de base acuosas incluyen, pero no se limitan a, soluciones acuosas de
bicarbonato de sodio, bicarbonato de potasio, carbonato de sodio, hidroxido de
sodio, hidréxido de amonio, y fosfato de sodio a un pH entre 7.1-13. En el contexto
de esta invencion, una base acuosa también incluye un sistema regulado en su pH
acuoso basico. Ejemplos de sistemas regulados en su pH basicos incluyen, pero no
se limitan a, fosfato de sodio, fosfato de potasio, borato de sodio, y carbonato de
amonio cada uno siendo ajustado en pH para uso en sus respectivos rangos de
regulacién de pH basico.

Los lavados acidos o basicos seran completados sin descomposicion
apreciable de las ansamitocinas que variarian con el pH. Si es necesario, pueden
ejecutarse extracciones extremadamente rapidas a través de técnicas centrifugas.
Ejemplos de agua parcial o totalmente saturada con sal incluyen, pero no se limitan
a, cloruro de sodio acuoso en varios niveles de saturacion, sulfato de sodio acuoso
en varios niveles de saturacion, y cloruro de potasio acuoso en varios niveles de
saturacion. Se pueden efectuar también lavados acuosos en los cuales una mezcla

de una solucion salina acuosa parcial o totalmente saturada es combinada con una
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base acuosa o un acido acuoso.

Filtracion previa a la extraccion:

De manera alternativa, antes de Ia extraccion, los sdélidos en las
ansamitocinas que contienen caldo de fermentacion pueden ser separados por
medio de filtracién o centrifugacion. Las ansamitocinas en la masa celular sélida
pueden ser recuperadas mediante lavado con un solvente tal como etanol, etanol
acuoso, u otros solventes organicos, tales como acetato de etilo, acetato de butilo,
diclorometano o acetona, y son bien conocidos por alguien con experiencia ordinaria
en la técnica. Las ansamitocinas en el filtrado pueden ser recuperadas por medio de

extraccion con un solvente organico conocido como se describe en la solicitud.

Purificacion de ansamitocinas:

El producto crudo puede ser sometido a procedimientos de purificacion tales
como cromatografia de adsorcién sobre gel de silice o alimina, seguido por
recristalizacion si es necesario. De manera preferible, la cromatografia es conducida
en una columna preempaquetada, tal como un cartucho de gel de silice Biotage
utilizando el sistema de cromatografia Biotage. Las ansamitocinas deseadas pueden
ser eluidas desde la columna utilizando un gradiente de solvente que inicia con una
mezcla de acetato de tilo y hexano y agregando cantidades crecientes de metanol.
Las fracciones que contienen las ansamitocinas deseadas pueden ser depositadas y
concentradas. Si se desea, las ansamitocinas pueden ser purificadas de manera
adicional por medio de cristalizacion usando un solvente tal como acetato de etilo
para disolver el producto, y agregando después un solvente no polar tal como
heptano o hexano para cristalizar el producto puro. El término cristalizacién como se
emplea en la presente abarca también el término precipitacion, ya que el sdlido

formado a partir de la solucion pude una estructura amorfa o definida.

Complejos de Agente de Enlace Celular/Maitansinoide:
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El proceso de la invencion puede ser utilizado para elaborar complejos de
agente de enlace celular/maitasinoide que son Utiles como pro-farmacos activados
por tumor. Las ansamitocinas preparadas por medio del proceso de la invencién
pueden experimentar separacién reductiva a maitansinol el cual puede ser utilizado
como se describe en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
5,208,020, 5,416,064, 6,333,410 y 6,441,163 a fin de producir N- metil-L-alanina que
contiene derivados de maitansinoide. Estos derivados son conjugados después a
agentes de enlace celular, de preferencia anticuerpos, a través de varios
enlazadores tales como enlazadores que contienen disulfuro.

EJEMPLOS

Se ilustrara ahora la invenciéon mediante referencia a ejemplos no-limitantes.

EJEMPLO 1 Produccion de Ansamitocinas:

Semilla_Primaria: Medio de cultivo de semilla VM4-1' (400 mi/matraz) que

comprende 2% de almidén soluble, 1% de glucosa, 1% de alimento de soya, 0.5% de
licor de maiz, (Roquette) 0.5 % de Soytone, 0.3% de cloruro de sodio, y 0.5% de
carbonato de calcio fue vertido dentro de cada uno de los once matraces Erlenmeyer
de 2 L de capacidad. Después de la esterilizacion, cada uno de los matraces fue
inoculado con el cultivo PF4-4 (ATCC PTA-3921). Los matraces fueron incubados a
28°C en un agitador orbital a 230 rpm durante 48 h.

Semilla_Secundaria: Los contenidos de los matraces de semilla primaria

fueron depositados después. Un fermentador de 300 L fue llenado con 100 L del
medio de semilla VM4-1'. Después de la esterilizacién, el fermentador fue inoculado
con 4 L del cultivo de semilla primaria depositado. El fermentador se mantuvo a
28°C, con agitacién a 80 rpm. El nivel de oxigeno disuelto se mantuvo sobre 30% de
saturacién mediante aeracién y agitaciéon incrementada si es necesaria. Después de
la incubacion durante 24 h, el cultivo de semilla secundaria estuvo listo para ser

transferido dentro de los recipientes de produccién.
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Produccion: Dos fermentadores de produccion de 300 L fueron llenados cada
uno con 250 L de medio de produccién FM4-6 (véase el Cuadro 1). Después de la
esterilizacion, cada uno de los fermentadores fue inoculado con 15 L del cultivo de
semilla secundaria. Los fermentadores fueron mantenidos a 28°C con agitaciéon a
107 + 5 rpm y aeracion a 0.4 vwm. Después del dia 2, el contenido de oxigeno
disuelto se mantuvo sobre 30% al incrementar la velocidad de agitacién a un maximo
de 170 + 5 rpm, y la velocidad de aeracién hasta un maximo de 1 wm. El titulo de
ansamitocina fue medido diariamente mediante el retiro de una muestra del caldo de
fermentacion y diluyendo en etanol, seguido por la cuantificacidn a través de analisis
HPLC. La fermentacion se continuo hasta el dia 10, en cuyo punto, se habia nivelado
la acrecion de ansamitocina. El titulo de ansamitocina en el dia 10 en los dos
fermentadores fue de 251 mg/L y 244 mg/L respectivamente. El pH del caldo de
fermentacion se ajustdé a 6.5 mediante la adicion de &cido fosférico. Los
fermentadores fueron calentados hasta 55°C y mantenidos a esta temperatura
durante 1 h para inactivar el microorganismo. Los fermentadores fueron enfriados a

temperatura ambiente para extraccién con solvente organico.

EJEMPLO 2: Produccién de Ansamitocinas usando un proceso de lote de

alimentacion.

Un fermentador de produccion de 1500 L fue llenado con 900 L del medio de
produccion FM4-6 (véase el Cuadro 1). Después de Ia esterilizacion, el fermentador
fue inoculado con 54 L del cultivo de semilla secundaria, preparado como se
describié con anterioridad. El fermentador fue mantenido a 28°C con agitacién a 107
t 5 rpm y aeracién a 0.4 wm. Desde 0 hasta 48 h, una solucién acuosa de 28.5% de
glucosa fue alimentada a una velocidad de 0.39 mL/L/h. Desde 48 hasta 288 h Ia
alimentacién fue cambiada a una solucion de existencia que comprende 21.5% de
glucosa, 7.1% de Proflo y 7.1% de isobutanol, que fue alimentada a la velocidad de
0.51 mL//L/h. Después del dia 2, el contenido de oxigeno disuelto fue mantenido
sobre el 20% al incrementar la velocidad de agitacién hasta un maximo de 170 + 5

rpm, y la velocidad de aeracion hasta un maximo de 1 wm. El titulo de ansamitocina
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fue medido diariamente a través del retiro de una muestra del caldo de fermentacion
y diluyendo en etanol, seguido por analisis cuantitativo por medio de HPLC. La
fermentacion fue continuada hasta el dia 13, en cuyo punto, se habia nivelado la
acrecién de ansamitocina. El titulo de ansamitocina en el dia 13 en el fermentador
fue de 304 mg/L. El pH del caldo de fermentacion fue ajustado hasta 6.5 mediante la
adicion de acido fosférico.

Desactivacion Térmica. El fermentador fue calentado hasta 55°C y mantenido

a esta temperatura durante 1 h para inactivar el microorganismo. Los fermentadores
fueron enfriados hasta una temperatura entre 30 y 40°C para extraccion con un

solvente organico.

EJEMPLO 3: Extraccion y Purificacidon Cromatografica de Ansamitocinas.

El caldo de fermentacién del Ejemplo 2 fue mezclado con un volumen igual de
acetato de n-butilo. La mezcla se mantuvo entre 30 y 40°C hasta 45°C, y agitada de
manera moderada de forma que el mezclado de las dos fases ocurrié justamente en
la interfaz de solvente. La extraccidon se continuo hasta por 5 dias, o, hasta que el
analisis HPLC de la capa organica indicé que >80% de las ansamitocinas habian
sido extraidas. La capa organica fue separada después y evaporada utilizando un
evaporador de pelicula descendente hasta un volumen final entre 20 y 50 L. El
extracto concentrado fue transferido dentro del matraz que contiene 2.2 kg de gel de
silice. Las ansamitocinas crudas fueron recubiertas sobre el gel de silice mediante
evaporacion del solvente hasta deshidrataciéon utilizando un evaporador giratorio,
operando bajo presion reducida. El silice recubierto fue transferido después a un
modulo de inyeccion de muestra (SIM), obtenido de Biotage, Inc., Charlotesville, VA.
El SIM fue lavado con una mezcla de ciclohexano y hexano (2:1 v/v), y después
conectado a un sistema Biotage 150M equipado con un cartucho de silice. El
producto deseado fue eluido a partir de la columna utilizando una mezcla de acetato
de etilo:hexano:metanol (29.4:68.6:2.0, v/vlv). Las fracciones que contienen
ansamitocinas fueron depositadas y el solvente fue evaporado bajo presién reducida.

El producto fue secado de manera adicional bajo alto vacio durante 24 h.
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EJEMPLO. Recristalizaciéon of Ansamitocinas.

El producto seco de la etapa anterior fue disuelto en acetato de etilo caliente
(23 mL/g residuo). La mezcla se mantuvo entre 60-75°C, hasta que se logro la
disolucién completa de las ansamitocinas. Se agrego heptano (80 nil/g residuo)
lentamente, mientras se mantenia la temperatura del lote entre 60-75 °C. Después
de que se habia agregado todo el heptano, se dejé enfriar el lote a temperatura
ambiente. Los cristales fueron recuperados mediante filtracién y después secados

bajo alto vacio para dar 221 gramos de ansamitocinas puras.

EJEMPLO 5: Extraccién de caldo de fermentacién con filtracion.

El caldo de fermentacion (200 mL) preparado como se describié en el
Ejemplo 2, fue mezclado de manera vigorosa durante 5 minutos con 200 mL de
acetato de n-butilo (200 mL), dando como resultado una emulsién. Se agrego el
auxiliar de filtracién Cellatom FW-80 (20 g), y la mezcla fue filtrada al vacio a través
de un embudo de Buchner que fue previamente recubierto con auxiliar de filtracién
Cellatom FW-80. La masa de filtro fue lavada con 40 mL de acetato de n-butilo. El
filtrado, ahora libre de contaminantes solidos, que comprende una capa organica
transparente y una acuosa fue transferido hacia un embudo de separacién. La fase

acuosa fue drenada. Se retuvo la fase organica que contiene las ansamitocinas.

EJEMPLO 6: Extraccién de caldo de fermentacién con centrifugacion usando un

solvente inmiscible en agua.

Una parte del caldo de fermentacion, preparada como se describid en el
Ejemplo 2, fue mezclada de manera vigorosa con una parte de acetato de n-butilo
durante 2 min. La emulsién resultante fue centrifugada durante 1 minuto y la capa
organica que contiene las ansamitocinas, libre de contaminantes solidos, fue

retirada.
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EJEMPLO 7: Extraccién de caldo de fermentacion con_centrifugacion usando un

solvente miscible en agua.

Una parte del caldo de fermentacion, preparada como se describié en el
Ejemplo 2, fue mezclada de manera vigorosa con una parte de acetona. La mezcla
fue centrifugada durante 1 minuto para formar en pella los sélidos. El sobrenadante
fue retirado y mezclado con una mitad de los hexanos. La capa acuosa separada

deja una fase organica transparente que contiene las ansamitocinas.

EJEMPLO 8: Extraccion de fase solida de ansamitocinas usando lechos hidrofébicos

XAD-16.

Un litro de caldo de fermentacién, preparado como se describié en el Ejemplo
2, fue sometido a agitacion con 10 gramos de lechos XAD-16 durante seis horas. La
mezcla fue centrifugada después y se retiro el sobrenadante. La pella fue transferida
a una columna pequena y eluida con agua desionizada, seguida por 90:10 agua
desionizada:acetonitrilo. Las fracciones que contienen ansamitocinas fueron
combinadas y se evapord el solvente para dar 112 mg de extracto concentrado. El
analisis HPLC indic6 que el extracto contenia 50 mg de ansamitocinas.

En tanto que se ha descrito la invenciéon en detalle y con referencia a las
modalidades especificas de la misma, sera evidente para alguien con experiencia
ordinaria en la técnica que se pueden hacer varios cambios y modificaciones en la
misma sin apartarse del espiritu y alcance de la invencién.

Todas las publicaciones referidas en la presente estan incorporadas de forma

expresa mediante referencia.



10

156

20

25

30

24

REIVINDICACIONES

1. Un proceso para preparar ansamitocinas purificadas que comprende
las etapas de:

1) cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de
cultivo liquido;

2) extraer ansamitocinas a partir del medio de cultivo con un solvente
inmiscible en agua no aromatico, usando varias técnicas de centrifugacion;

3) concentrar las ansamitocinas extraidas; y

4) purificar opcionalmente las ansamitocinas por medio de uno de a), b), ¢c) y

d), donde:

a) cromatografia de adsorcion sobre gel de silice o alumina,

b) cristalizacion,

c) cromatografia de adsorcién sobre gel de silice o alumina seguida por
cristalizacion, y

d) cristalizacion seguida por cromatografia de adsorcion sobre gel de
silice o alumina.

2, El proceso segln la reivindicacién 1, caracterizado porque el

microorganismo productor de ansamitocina es Actinosynnema spp.

3. El proceso segin la reivindicacion 1, caracterizado porque el
microorganismo productor de ansamitocina es Actinosynnema pretiosum.

4. El proceso segin la reivindicacion 1, caracterizado porque el
microorganismo productor de ansamitocina es Actinosynnema pretiosum ATCC
31565 o una cepa derivada del mismo.

5. El proceso segln la reivindicacién 1, caracterizado porque el
microorganismo productor de ansamitocina es Actinosynnema pretiosum PF4-4
(ATCC PTA-3921) 0 una cepa derivada del mismo.

6. El proceso seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado
porque la extraccion se lleva a cabo a un pH desde 6 hasta 7.

7. El proceso seguln cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado

porque la extraccion se lleva a cabo a una temperatura desde 30° hasta 45°C.



10

15

20

25

30

25

8. E! proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado
porque dicho cultivo estd en medios de cultivo a un pH en el rango desde 6.5 hasta
8.

9. El proceso segun la reivindicacion 8, caracterizado porque el pH esta
en el rango de 7 hasta 7.4.

10. El proceso segun la reivindicacion 9, caracterizado porque el pH es de
7.2

11. El proceso segun la reivindicaciéon 8, caracterizado porque la
temperatura esta en el rango desde 15° hasta 35°C.

12. El proceso segun la reivindicacion 8, caracterizado porque la
temperatura esta en el rango desde 25° hasta 30°C.

13. El proceso segun la reivindicacion 8, caracterizado porque la
temperatura es de 28°C.

14, El proceso segun la reivindicacion 13, caracterizado porque la
temperatura es de 28°C y el pH es de 7.2.

15. El proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado
porque se proporciona por lo menos un nutriente adicional durante dicho cuitivo.

16. El proceso segun la reivindicacion 15, caracterizado porque el
nutriente adicional es una fuente de carbono.

17. El proceso segun la reivindicacion 15, caracterizado porque el
nutriente adicional es una fuente de carbono seguida por una fuente de carbono y un
nutriente de proteina.

18. El proceso segun la reivindicacién 15, caracterizado porque se
proporciona ademas durante el cultivo un alcohol o un aldehido que facilita la
formacion de una cadena lateral de éster C-3 de la ansamitocina.

19. El proceso segun la reivindicacion 16, caracterizado porque se
proporciona ademas durante el cultivo un alcohol o un aldehido que facilita la
formacién de una cadena lateral de éster C-3 de la ansamitocina.

20. El proceso segun la reivindicacion 17, caracterizado porque se
proporciona ademas durante el cultivo un alcohol o un aldehido que facilita la

formacién de una cadena lateral de éster C-3 de la ansamitocina.
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21. El proceso segun la reivindicacién 16, caracterizado porque la fuente
de carbono es glucosa.

22. El proceso segln la reivindicacién 17, caracterizado porque la fuente
de carbono es glucosa.

23. El' proceso segun la reivindicacion 17, caracterizado porque el
nutriente de proteina es harina de semilla de algodén o harina de soya.

24 El proceso segun la reivindicacion 19, caracterizado porque el
aldehido o alcohol se sélecciona a partir del grupo que consiste de isobutanol,
isobutiraldehido,  n-butanol, n-butiraldehido, n-propanol,  n-propionaldehido,
isopropanol,  isopropionaldehido, pentanol, valeraldehido, isopentanol, e
isovaleraldehido.

25. El proceso seglin la reivindicacién 20, caracterizado porque el
aldehido o alcohol se selecciona a partir del grupo que consiste de isobutanoil,
isobutiraldehido,  n-butanol, n-butiraldehido, n-propanol, n-propionaldehido,
isopropanol,  isopropionaldehido,  pentanol, valeraldehido, isopentanol, e
isovaleraldehido.

26. El proceso segun la reivindicacién 15, caracterizado porque el cultivo
esta a un'pH desde 6.5 hasta 8.

27. El proceso segun la reivindicacién 15, caracterizado porque el cultivo
esta a un pH desde 7 hasta 7.4.

28. El proceso segun la reivindicacion 15, caracterizado porque el cultivo
estaaunpHde 7.2.

29. El proceso segun la reivindicacién 15, caracterizado porque el cultivo
esta a una temperatura desde 15° hasta 35°C.

30. El proceso segun la reivindicacion 15, caracterizado porque el cultivo
esta a una temperatura desde 25° hasta 30°C.

31. El proceso segun la reivindicacién 15, caracterizado porque el cultivo
esta a una temperatura de 28°C.

32. El proceso segun la reivindicacién 15, caracterizado porque el cultivo
esta a una temperatura de 28°C y a un pH de 7.2.

33. El proceso seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que
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comprende uno 0 mas de:

(i) inactivar los microorganismos en el medio de cultivo mediante inactivacidn
quimica o térmica, '

(ii) tratar el medio de cultivo para facilitar la extraccion del solvente de las
ansamitocinas, antes de la etapa 2; y

(iii) lavar, en el cual una solucién cruda de ansamitocinas en el solvente
organico se lava con agua, una solucion salina acuosa, un acido acuoso o0 una base

acuosa en cualquier combinaciéon secuencial, antes o después de la precipitacion

que puede ser ejecutada durante la purificacion.
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RESUMEN

Un proceso de fermentacion a gran escala de una cepa productora de
ansamitocina altamente productiva. Un método para aislar ansamitocinas crudas. Un

método para purificar ansamitocinas.



