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Procedimiento para la preparacidn de la'dono~

rubicina por cultivo de wn streptomyces.

é;ZéEﬂbnﬁw RHONE-POULENC S.4., entidad francesa, residente en

22 Avenue Montaigne, Paris 86, Prancia.
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ﬁa presente invencidn se refiere a un nuevo
procedimiento pare la preparecidn del antibiético
designado por el mimero 13.057 R.P. que ha recibido

el nombre de donorubicina (anteridrwente: rubidomi-

"5 cina).

~_POOR
QUALITY

i
I
-



5.

10.'

15,

20.

- 25,

30,

. o e I "
T a ex. N A
. - - ol ¥:3)
- e - v th
- ~m0n aC pen o8 - A Y
B . N

e

En la patente francesa n® 1.533.151 se describe el

antibidtico designado por el nimero 9.865 R.P., sus tres
constituyentes principales designados por los nimeros |
13.213 R.P., 13.057 R.P. (o donorublcine) y 13.330 R.P.,
la-preparacién del antibidtico 9.865 R.P. por cultivoign
medio apropiado de Stre;tomyces 8.899 o de Streptomyces
31.723 y el fraccionamiento del antibidtico 9.865 R.P. en
sus tres constituyentes. ‘ '
En la patente francesa n? 1.551.1395, depositada el
15 de Noviembre de 1967, se ha descrito igudlmente la pre
paracidn del entibidtico 13.057 R.P. o donorubicina por

cultivo de una ﬁueva cepa de streptomyces designada por la

" denominacifn Streptomyces griseus, veriedad rubidofaciens,

cepa IS 32.041 (NRRL 3383).
La presente invencidn se refiere a un nuevo proce-
dimiento de preparscidén de la donorubicina por cultivo, en -

condiciones aerobias, de un nuevo microorgenismo, identifi

- . " ’
ficado mas complétamente a continuacidn, que pertenece al gg

nero Streptomyces, désignado por la denominacidn "Strepto- .
myces biftrcus,DS 23.219" (NRRL 3539) ¥ que se ha obbenido

a partir de una muestra de tierra tomada eh Francia, en el

departamento de Val-de-Marne.

Una muestra de esta cepa se ha depositado en el Uni-
ted Departement of Agriculture de Peoria, Illinois (Estados
. i,

Unidos) bajo el nimero NRRL 3539, Muestras del microorganismo

pueden obtenerse de este laboratorio sobre fefereneia a 1a‘pfe-

_ sente patente.

El gislamiento de esta cepa se ha efectuado utili- .
zando el método habitual siguiente: 1la muestra de tierra |

ge suspende en agua destilada estéril, después la suspen-

Vsién se diluye a diferentes concentraciones y pequeios vo-

limenes de cada dilucién son respectivamente expuestos so- :2
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bre la superficie ‘do uaaao ‘86 Petri que contienen UN weoee;

nutritivo gelosado conveniente. Tras una incubacidn de 15

dias a 26 C, las colonias de microorganismos que se quieren
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aislar son transplantadas sobre gelosas incliﬁadas con el
+fin de obtener cultivos mas abundantes.
Por razones que serdn expuestas mis adelante la ce

pa Streptomyces DS‘23 219 debe ser considerade como la

_representante de una especie nueva, designada por la deno

‘minaoion.Streptomzpes bifurcus en razén 2l hecho de que

se encuentra muy frécuéntemente en sus cultivos una forma
bastante particuler de esporoforo que termina en divisidn
dicotémica'y que presenta entonces dos ramas alargadas fi
jadas a la ex%remidad de un filamento principal.

Streptomyces bifurcus, cepa IS 23.219 forma esporas

- oilfndricas que miden 0,4 & 0,5/1,0 a 1,2 - Sus £ilenen-
tos esporiferados, rectos o ligéramente flexuosos, estdn
insertados sobre los filamentos aéreos que las soportan
aislademente o en racimos que comprenden un numero redvci-
do de elementos; frecuéntemente el filamento principal da -
lugar en su parte terminal a sélamente dos filamentos alax
gados, lo que da un aspecto bifurcado bastante perticular
al, esporoforocs

De una manera general, sobre los medios nutritivos
sintéticos, Streptomyces bifurcus, cepa DS 23.219 desarro-
1la un micelio vegetativo amarillento a rosa claro, rosa.
parduzco © pérdo rojizo, y produce pigmentos solubles de
color rosa»anaranjado 8 rosa violaceo, Sobre los medlos
orgénicos, su micelio vegetativo es pardo amarillo a pardo
anaranjado'j los pigmentos solubles que produce colorean
la gelosa de pardo anaranjado & pardo rojizo. No produce
pigmento meldnico sobre los medios orgénicos y no produce
SHa. Forma nit?itos-a partir de los nltratos tanto sobre ]

los medios orgénicos como sobre los medios sintéticos, 1li~
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cla la gelatina, peptoniza léntamente la leche y utiliza
la celulosa. _
En la tabla I ssten indicados los caracteres de oul

tivo y las propiedades bioquimicas que prosenta Strepiomy=

ces bifurcus, cepa DS 23.219, sobre un cierto nimero de gg—'

losas nutritivas y de caldos nutritivos habituvdlmente wii-
lizados para examinar el aspecto de las cepas de sireptouy- .
ces; salvo indicaciongs precisas, estos caractereé.son los |
presentados por cultivos de eproximadamente dos a tres se-
manas a 2500, que hen llegado a un buen estado de desarro-
1lo. Un cierto mimero de los medios de cultivo empleados

se han preparado segin las formulas indicadas en "The Acti-

nonycetes" (S.A. WAKSMAN, Chronica Botanica Company, VUUIHLU&,}J

MASS., U.S.A., 1950, . 193-197); en este caso, estén indi-
cados por la letra W seguida éel mimero que se le ha atri-
buido eh "The Actinomycetes". .7 |

Las referencias o composiclones de los restantes me-
dios son los siguientes:" ’
- Ref. A. - "Hickey and Tresner’s Agar" - T.G, PRIDHAM
" "t ool. - Anbibiotics Antaly 1956-1957, p. 950

= Ref: B, = K.L.JONES ~ Journal of Bacteriology 07, 142

(1949). . . ’
- Ref., C. - Férmula W23 adicionada con 2 %'de gelosa.
- Ref. D. - "Yeast Extract Agar" - 1.G. PRIDHAM et col.

Antibiotics Anmual, 1956-1957, p. 950.

. .

~ Ref, E. - ?Tomato Paste Oatmeal Agar" - TiG. ?RIbHAM et

col. Antibiotics Annual, 1956-—‘1957,‘ Pe 950. |

- Ref, F. - W.E. GRUNDY et col.- Antibiotics and Chem. 2,
" 401 (1952).

- Ref. G. - “Inorganic Salts - Starch Agar® - T.G. PRIDHAM

. J

-
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=~ Ref, g,

* =~ Ref, 1,
-"‘f‘tef. J.
- Refo K.
- Ref. I,
- Ref., M,
- Ref. N.
has Refu 0.

- Refo P.

- Refc Qo

Ia

et col.- Antibiotics Annual, 1956-1957, p. 951, '
~ correspondiente a la férmula ¥W-1, en la que 30
£ de sacarosa se rcemplazan por 15 g de glucosa.
- correspondiente s la férmula W-1, en la que 30 g
de sacarosa se reemplazean por 15 g de gllcerina.
~ "Plain gelatin" - preparado segin las indicacio
nes del "Menual of Methods for Pure Culture Stu
dy of Bacteria® de la Society of American Bacte—
riologists, Geneva, N.Y. II 50 - 18.
- 'lianual of Methods for Pure Culture Study of Bag

teria" de la Society of American Bacteriologists,
Geneva, No¥s, IT 50-18
- "anual of Methods Tor :Pure Cﬁime Study of 39"0" P
teria® de la Society of American Bactériologists, ;’
Geneva, N.Y., II 50-19, A S
- correspondien'bé a la formula W¥~18, en la que30 gr’;\; ‘_
de secarose sSe reemplazan por 15 g de glucosa, -
- corresponde a la férmula W-18 en la que la sacg
rosa es suprimida y reemplazada por pequeilas
bandas de papel de filtro sumergidas parcidlmen
to en ol 1liguido. |
- Leche descremada en polvo comerecial, recons.ti-
tuida segin las indicaciones del fabricante.
~ The Actinomycetes, vol 2, p. 333 - n? 42,5.A.
WAKSMAN, The Williams and Wilkins Company, Bal—-'
timore (1961).
~ H.D. TRESNER end F., DANGA~ Journal of Bacterio~
logy, 16, 239-244 (1958). | -
capacidad de Streptomyces bifurcus, cepa IS 23,219,

a utilizar diferentes fuentes de carbono ¥y de .nitrdgeno para
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asegurar su desarrollo se ha determinado segdn el principio
del mftodo de Pridham y Gottlieb (J. of Bact. 56, 107-114,
1948); ol grado de desarrollo se ha observado sobre el ne-

dio de base indicado por los sutores reemplazando, bien la

5. glucosa por las diferentes fuentes de carbono respectivauen

te ensayadas, bien 50, (NH4)2 por las diferentes fuentes,
de nitrdgeno respectivemente enseyadas. Los resultados estén

indicados en le tabla IT.

TABIA IT
Fuentes de carbo o Fuentes de nitrdgeno
no ensayadas Utilizaoién ensayedas Utilizacidn
D-Xylosa + N03Na' +
L-Argbinosa + NOoNa +
I-Remnosa - 4+ . S0,(NH)p R
. D-Glucosa . .. . .+ . . . POMH(NH;)p . . . _. & i
D-Galactosa +  Adenina 4
D-Fructose. | + Adenosina +
D-Monnosa +  Urdeilo o
L-Sorbosa - N . Urea ; 4
Lactosa + . L—Asparagina + |
¥altosa 4 ~* Glicocolla + ;
Sacarosa : 4 | Saﬁcbsina o +ﬂ .
. Trehalosa 4 pero lente DI-Alanina o +
Cellobiosa + . DL-Valina s '
Raffinosa + _Acido DL—asparticé + .
" Dextrine + '1f7Aéidb B-glﬁﬁémieo-;f* 3 .
Tnulina + L-Argining .+
Almidon 4 I-Iisine +
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TABLA IT (contiauacidn)

Puentes de carbo

Puentes de nitrégeno

no ensayadas Utilizacidn ensayadas Utilizacidn
| Glicdégeno + DL-Serina +
Glicerol™ + DL~Treonina
: Eritritol - DI-Metionina -
| Adonitol - Taurina -
Dplcitol - DL~Fenilalaning ] + pero lenta
DeMannitol + L-Tirosina +
D-Sorbitol + DL~Prolina +
Inositol + L-Hidroxiprolina 4
Salicina + Betaina +
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ches bifurcus, cepa DS 23.219 no ha permitido identificar

El conjunto de los caracteres que presenta Strsplto-

le a ninguna de las especies que ya se han descrito, y esto
se debe & que se debe considerar como el representante de
ung especie nueva.

En efecto, siguiendo la clasifioacidn de los Strep—
tomyces indicada en el Bergey's Manuel of Determinative Bag
teriology (7% edicidén - The Williams and Wilkins Company,
Baltimore, 1957), sus propiedadeé de no elaborar pigmento
meldnico sobre los medios orgdnicos, de formar sobre pata~
ta un pigmento soluble pardo rojizo y de desarrollar iguél-

mente sobre patate un micelio vegetativo pardo rojizo claro,

le aproximan al Streptomyces noursei; no tiene sin embargo
ninguna relacidn con este ultimo, que produce esporoforos

espiréles ¥y cuyo micello aéreo esporulado toma un tinte ro-
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sa, mientras que él, no da mas que filamentos esporiferados

no espirales y presente un micelio aéreo esporulado gris
azul claro. o '

En The Actinomycetes (vol. 2, S.A. WAKSMAN, The Wi
1lliams and Wilkins Company, Baltimore, 1961 -pigina 158),
se encuentra la descfipcién de otras itres espécies que com

parten con Streptomyces noursei ia propiedad de no formar

pigmento meldnico sobre los mediosvorgénicos, de elaborap

-un pigmento soluble rojizo sobre patata y de formar sobre

patata un micelio vegetativo rosa a rojizo: Streplomyces
albogrigeolus, Streptomyces spiralis y Streptomyces fragi-

- lis. Pero estas tres especies presentan con la cepa Strep~

tomyces bifurcus, cepa DS 23.219 diferencias esenciales

~ que muestran que son incontestablemente de especies que no

puedén oorreéponderle: Sﬁreptdmyces albogriseolus ¥y Strepto-

myces spiralis forman esporoforos espirales, se clasifican

por ello en la seccién Spira de la clasificacién de Pricham,

~ mientras que §§gepfomyées'bifq;cus, cepa IS 23.219 que solemen

te dan fllementos esporiferadéé rectgé o ligeramenie’flexoscs -

so -sitda en la seccién Rectus-Flexibilis de esta misma clg

sificacién., En cuanto a Streptomyces fragilis, el color ro.

sa que toma su micelio aéreo cuando llega a esporulzcidn

muestra que no tiene relacidn con Streptofivces bifurcus, ce-

pa DS 23.219 cuyo micelio aéreo,vcamo ya se“ha dicho, e cQ,

lorea en gris azul clero ouando esta esporulado.

Streptomyces bifurcus, cepa IS 23.219' no pﬁede pues
ser identificado a‘ninguné de las cepas que se aproximan
mnas. '

El nuevo procedimiento de preparecidén de la donorubi

cina consiste esencidlmente en cultivar Streptomyces bifwr-!
' i
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cus, cepa DS 23.219 o sus mutantes productorss sobre un mg

. @lo y en ‘condiclones apropiadas y separar el antibilético

formado en el transcurso del cultivo.

El cultivo por fermentacidn de Strentomvceu bifvreus,

' cepe DS 23 219 produce esenoidlmente la donorubicina pero

ighdlmente los restantes constituyentes del antibidtico
9.865 R.P. que son separados de la donorubiclna en el trang
curso de las operaciones de extraceién y de purificaciotn y
que eventuilmenie pueden ser alslados, perc el objeto prin
cipal de la presente invencién reside en la preparacién de
le donorubicina.

El cultivo de Streptomyces bifurcus, cepa B 23.219

puede efectuarse por cualquier método de cultivo aerobio
en superficie o en profundidad, pero este Ultimo es prefe-
rible por razones de comodidad. Se utilizen con este fin
los diferentes tipos de aparaﬁos que ‘son de uso corriente
en la industria de las fermentaciones.
En particular se pusede adoptar la marcha siguiente
para la conduccidn de las operaciones:
| cepa DS, 23.219 - Stock
cultivo sobre geloss
cultivo en frasco agitado
cultivo,de inoculado en fermentador
cultivo' de produccidn en fermentedor
Bl medio de fermentecién debe contencr esenciilmen-
te una fuente'de carbono y une fuente de nitrdgeno asimilg

bles, elementos minerales y eventudlmente factores do ore-

- ¢imiento, todos estos elementos pueden ser aportados en

forma de productos bien definidos o por mezclas complbj

. tales como se encuentran en productos bioldgicos de 0¢V0r~
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la tirea, los dcidos eminados. Tembién pueden aportarse por

- 10 -

sos origenes. ‘. 3? 3 :6 3 2

Como fuentes de carbono asimilsble se puede utilizar

hidratos de carbono teles: como glucosa, maltosa, dexirinas,

almiddén u otras sustancias hidrocarbonadas cono 1os;azﬁcan

res alcoholes: menitol..... o como ciertos dcidos ar"nnlccs'

doido ldetico, oftrico. Ciertos aceites animales o vegebe-
les como el aceite de tocino o el aceite de soja pueden reem
plazarAventajésamente estas diferentes fuentes hidrocarbona-
das, o sevles afiadidas.

Las fuentes convenientes de nltrogeno son extremida~

mente veriables. Fueden ser sustancias quimicas muy simples |

. eomo los nitratos, las sales minérales v orgdnicas de smonio,

.

sustanciss complejas que contengan principdlmente nitrdgeno
en forma protidicas caselna, lactalbummna, gluten y sus hi-
drolisatos, harinas de soja, de mani, de pescado, extractos
de carne, de levadursa, dlstlllers.solubles, corn-steep.
Entre los elementos minerales adicionados, alguhos

pueden tener un efecto tampdén o neuiralizante como los fog~
fatos alealinos o alcalino-térreos o los carbonatos de cal-
cio ¥y de magnesio. ‘
Otros aportan el equallbrio idnico necesario pera el

desarrollo del Streptomyces bifurcus, cepd DS 23.219 ¥ &

le elaboracidn del antibidtico, come los éloruros y sulfatos
de los meteles alealinos y alcalino-térreos. Findlmente ale

gunos actian mas especidlmente como activadores de las reag,
ciones metabdlicas del Streptomyces DS 23. 219- estas son

las sales de cinc, de cobalto,de hierro, de cobre,de mango~-

neso.

ELl pH del medio de fermontacidén sl comionzo ded ol
! [
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hidroalcohélica, y se la hace pasar a continuecién en 801y

tivo debe ser comprendido entre 6,0 y 7,8;de preferencia
6,5 a 7,5. La temperatura dptima para la fermentacién es
de 25-30°C, pero una produceién satisfactoria se obticne

ﬁara temperaturas comprendidas entre 23 ¥y 33°C. Ia aireacidn

del medio de fermentacidén pusde veriar enlrs valores bastante

'_amPEiOBQSin émbargo se ha encontrado que aireaciones de 0,3 a

3 litros de aire por litro de caldo y por minuto convienen
perticuldrmente bien. E1l rendimiento miximo en antibidtico
se obticne tras 2 a 8 dfas de cultive, este tiempo dopende
esencidlmente del medio wtilizado.

Tras'lo que precede, se concibe que las condiciones

generales del cultivo del Streptomyces bifurcus, cepa IS

23.219 para le produccidén de la donorubicina pueden variar
en una dmplie medida y ser adaptados a cada necesidad parti
cular.,

La donorubicina puede aislarse’ de los mostos de fer-' "v

mentacidén por distintos métodos.

Se puede filtrar el mosto de cultivo a un pH compren
dido entre 1,5 y 9, y en estas condiciones, la mayor parte
de la actividad pasa en el filtrado. Después de lavar con
agua, la torta de filtracidén no retiene practicamente mds
actividad. BEs ventajoso efectuar esta operacidn en medio
dcido, y particuldrmente acidificendo a un pH comprendido
entre 1,5 y 2 por medioc de dcido oxdlico. Igudlmente es po-
sible efectuar la filtracidn o un pH comprendido entre 2 y
7, preferéntemente préximo a 2, en presencia ds un alcchol
alifdtico que contenga de 1 a 3 dtomos de carbono.

En las operaciones de exiraceidn mencionades snte-

ridrmente la donorubicina sc obtlene en solucidn acuosa o
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cidén orgdnica por extraccidn por medio de un disolvents

orgénico no miscible con el agua tel como el butanol, la

metilisobutilcetona, el acetato de etilo o el cloroformc,

& pH compreﬁdido entre 5,5y 9, preferéntemente préximo

a 7,5. Esta extraccidn va precedida eventudlmente por un

tratemiento sobre r351na cambisdora de-lones, En eote caso,
el aniibidtico
la solucidn acuosa se ajusta e un pH préximo & 4 despuds se.

fija sobre uns resine cambiadora de cationes. La donorubici
na se eluye, preferéntemente, con metanol que contenga 10 %
de agua y 1 % de cloruro sédieo. Bl eluato se concentra ene
tonees para ellmlnar el alcohol,despues se extrae como se
indica anteridrmente. ) ‘
VIguélmente'puede someterse el mosto de fermentacidn

a una extraceidn con un disolvente organico inmiscible con-

el agus, tal como el butanol, .el dcetato de etilo .o el e¢lo~

roformo, a un pH comprendido entre 5,5 ¥ 9, preferéntemente
préximo a 7,5. En este caso toda la actividad pase en la fg
se orgénica que se separa de la fase scuosa segin los proce
dimientos_clésicos.

Cualguiera que sea el método de extraceidn elegi.do,
la donorubicina se obtiene findlmente en solucidn organica.:
Puede ser ventajoso efectuar en este estado una puriflcacioé
naciendo pasar suces 1vamen$e el antiblotigo en solucidn acug
sa despuds en solucidn orgdnica, por modificacion del pH. EL
antibidtico bruto puede aislarse a continuacidn de la solu~
cidn orginica obtenida el ltimo lugar por concentracién o,
por precipitacidn por medio de un mal disolvente tal como el
hexano. |

Para obtenei la donorubicins, nés pura, se pueden uti

lizar los métodos clésicos en usc, tales como cromatogrﬂfiﬁ
L} ' 3




sobre diferentes agentes adsorbentes, distribucidn en con—

. tra-corriente o la reparticidn entre diferentes disolven-

tes,

. La donorubicina puede transformarse iguélmenté en
5, . .sales de adicidn con los acidos, tales como el dcido clore
hidrico. Estas sales pueden purificarse por aplicacidn de
;  los métodos cldsicos.
Ia donorubicina obtenida segin este nuevo procedi- -
‘miento ¥y sus sales presentan caracteristicas idénticas a
10, las de los antibibticos 13.057 R.P. y de sus sales descrd,
tas en la patente francesa n? 1.533.151.
Los ejemplos siguientes, dados a titulo no limitati

vo, muestran como puede ponerse en practica la invencidn.

| EJENPIO 1 |
é‘ 15. ' " En un fermentador de 170 litros se cargan:
; | - Peptona Ceeeeess 1,200

~ Extracto de carne ....... 600 g

- Cerelosa sescess 1,200 g

- Gelosa C reeeess 240 g

| - Agua de ciudad, hasta com~
: : pletar 110 litros.

EL pH se ajusta a 7,20 con 120 cm3 de sosa 10 N. Se
esteriliza el medio a 122°C por borboteo de vapor durante
40 minutos. Tras refrigeracién,-el volumen del celdo es de
120 litros y el pH de 6,65.
20. Se siembra entonces con 200 em3 de un oultivo en ep

lenmeyer aglitado de la Sitreptomyces bifurcus, cevna IS

23.219. El cultivo se desarrolla a 27°C durante 30 horas

agltando y aireando con aire estéril: embonces estd en con

v

diciones para la siembra del culfivo productor.
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El cultivo productor se efectfia en un fermentsdor

de 800 litvros cargado con les sustancias siguientes:

~ Distillers’ solubles Ceesees b kg
- Judfss en granos vesrss 12 kg
- Aceite de sojé o  eeees. B litros
- Cloruro sédico o covess 2 kg '
- Cloruro de cobalto 6H20 T essees 8 kg

-~ Agus de ciuded hesta com
plebar 330 litros.,

Despuds de hsber sjustsdo el pH a 7,70 con 400 en?
de sosa 10 N, se esterilize el medio & 122°C durente 40 mi-

nutos. Despuds de enfrisr, elrvclﬁmen ael celdo es de 36D

‘litros. Se completa a 400 litros por adiclén de 40 lltros

de uns solucién acuose esteril que contlene.

- 0erelosfecensenss 6 kg _

il pH es entonces’iéual g 6,80, Se siembrs con
40 litros del cultivo de inoculsdo en fermentedor de 17C
litros descrito“més srribs.kl cultivo se efectfis & 27°C

durente 170 horss sgitendo por medio de uns turpins que

 gire e 260 revoluciones por minuto y eiresndo con un ceudel

- de eire estéril de 30 malh. El pH del cultivo es entonces

de 7,30 y el volumen del mosto de 305 litrog. Ls cantidad
de donorubleins (13.057 k.P.) presente ed"de 22,5 micro-
gramos/cma.

EJLUMPIO 2

200 litros de mosto de cultivo obtenldo durante ls
fermentacién descrits en el ejemplo 1 se envisr s uns cuba
proviste de un sgitasdor y de un serpentin de cslefaccidn
de vepor. Se anaden 6 kg de Scido oxdlico v se cal'ente 1z

mese & 50°C. La egltaclon ¥ la tempersturs se msniienen @

rente 1 h, %0 minubos. Después da este tiempo lo suspensiég

- se filtre gobre filtro-prensa fres adieidén de 30 kg, de ad-.
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~con 100 litros de agua. E1l filtrado, cuyo voldmen es de
' 260 litros, se enfria a %1500 y el pH se ajusta a 4,5 por
-medio de lejfa de sosa al 10 %.

yuvante de filtracidn. La torta se lava sobre el filiro

El filtrado se envia sobre una columna que contiene
g 1litros de Amberlite IRC-50 en ciclo dcido, ds modo que
atraviese el lscho de resina de arriba abajo con un caudal
de 15 litros/hora. la columns se lava a continuacidén con
30 litros de agua que circula en el mismo sentido que el
filtrado y al mismo c¢audal, después con 30 litros do meta-
nol al 50 % de agua, con un caudal de 15 litros/hora que

QirculaAde abajd hacia arriba, después siempre con el mis-
mo caudael y de abajo hacia arriba con 50 litros de metanol
al 10 % de agua. |

El efluente y los lavados se tiran y la columna se |

eluya con una solucidn que circula de erriba abajo a tre-

vés de la resina y de la siguiénje composicidns
= Cloruro sédico veseses 10 g
- agua A . essesss 100 cm3
- metanol hasta completar.....1.000 cm3
El eluaté se recoge a partir de que aparece una to— .ﬂ
loracidn roja~anaranjada y hesta que desaparece este coldr. '
Se obtiene as{ un vollmen de 50 litros que contiemen la mg
yor parte del entibidtico.
El eluato se concentra bajo presién reducida (2 mm
de mercurio) & 35°C hasta un voldmen de 10 litros.
El concentrado se extrae e pH 8,5 sucesivamente, 3

veces con 5 litros de cloroformo. El extracto clorofdrmico

se concentra a 30°C bajo presidén reducida (5 mm de mercu~

rio) hasta un volémen de 50 cm3. EL antibidtico se precipi-
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ta bajo forma de base con 500 em3 de hexano, sc esourre,
se lave ¥ se seca. Se obtienen findlmente 4,9 g de base
bruta que contiene 64 % de donorubicina.

6,8 g del producto obtenido en el ejemplo 2, ¥ que
tienen un contenido de 64 % de donorubicina se suspendene
en 40 em3 de agua y se diéuelven por adicién progresiva

de 7 em3 de deido clorhidrico nornmal, la solucidén se cla-

rifica por filtracidn y el clorhidfato de donorubicine

cristaliza por adicidn lenta de 1 11tr0 de acetona.

Tos cristales asi obtenldos se filtran, se 1avan
con 50 em3 de acetona y se secan & 50°¢ bajo presidn redn
cida (5 mm de mercurio) durante 15 horas. Se cbtienen 3,3

g de clorhidrato'criataliZado,’con un contenido de S0 % de.

‘donorubicina con un rendimiento del 68 %.

D e e e

EJEMPIO 4
“ 3 g del producto obtenldo en el ejemplo 3 se di~
suelven en 10 om3 de metanol, después se aﬁaden progresi-
vemente 100 cm3 de oloroformo para provocar la cristalizg-
cién del clorhidrato de donorubicina. Los cristales asi op
tenidos se filtran, se lavan con 20 om® de cloroformo y s
secan a 50°0 bajo presién reducida (5 mm de mercurio) du-'
rante 15 horaé. Se obtienen 1,8 g de elothidrato recrista~
lizedo con un comtenido del 90 % en donorubicina. La precy,
pitacidn de las aguas-madres de eristalizacidn por 200 ma3
de hexano permite obtener uma segunda fraocién da.doncwubi
cina. Tres filtraclon, lavado con 50 en3 de hexano ¥ seen
do a 50°C bajo presidn reducida (5 mm de merowrio), se ob-
tiene 1 g de donorubicina reciclable en las condicicnes del

d

ejemplo 3.
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Se obtienen 2,1 g de clorhidrato de donorubicina purc con

EJEMPIO

2,4 g del clorhidrato de donorubicina obtenido como

:'se ha descrito en el ejemplo 4 se suspenden en 40 cm3 de
-butanol. Tres una medls hora de agitacidn los cristales se

filtran, se lavan con 10 cm3 de butanol y se secen a 60°C

bgio presién reducida (0,5 mm de mercurio) durante 8 horas.

un rendimiento del 88 <.
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Apareto adreo I

lato de cdl~
cio de Kraing
ky (Ref.T)

rosa parduzco
claro

Medios de cul |Grado de |Micelio vegetati
tivo desarro~ |vo_ (M.v.) o envés | (comprendiendo |
1llo del cultivo el conjunto del :

micelio agreo ¥y !
la esporuiscidn)

Gelosa de Bueno M.v. pardo ameri- |Gris claro. IMuy

Hickey y Treg llo claro. Bien moderadamente

ner (Ref.A) deserrollado desarrollado .

Gelosa de Ben |Bastente M.v. emarillento ulo

nett (Ref.B) bueno  |a pardo amari-

; . llento claro.

Gelose de Bastante |M.v. smarillento Fulo

Emerson (Ref. |bueno a pardo amari-

¢) 1llento c¢laro-

Gelosa al ex Bueno M.v. pardo ana- Gris gzul claro.

tracto de le- ranjado claro Moderadanente

{vadura de - ’ desarrollado

Pridnem (Ref.

D) ’ :;u:

Gelosa a la Bueno My, pardo ana- Gris azul. Bas- ;-

avena y al ranjado claro tante bisn des-

tomate de ~ arrollado

Pridham (Ref.

E)

Gelosa gluco- |Bastante | M.v. anaranjado Nulo .

sa~peptona bueno parduzco |

(Vi-6) .

. 0

Gelosa nutri- |Muy mode | M.v, -amarillo Nulo

tiva (W-5) rado parduzco claro ;

Geloss al ma- |Moderado [ M.v. incoloro a Mulo




Pigmento soluble

Observaciones y propiedades
bioquimicas

Nulo

Anaranjado rojizo
claro

Rosa anaranjado a
rojo

Pardo rosa viold-

ceo claro

Pardo rojizo cla-
ro

Rosa violaceo

Violeta pirpura
intenso. Abunden-
te

Hidrdolisis del almldon- posi
tiva

Esporas cilindricas que miden
0,4 a 0,5/1,0 a 1,2 p.

Filementog esporiferados rece
tos o ligéramente flexuosos.

Frecucntes esporoforos de for
ma bifurcada.

Hidrélisis del almiddn:positi

ve

i
/

Pepe
4 'lum :
i 4 g

#



Pigmento soluble -

Observaciongs ¥ propie
dades bioquinmicag

Parduzco muy Med
ramente rosado

.Nulo

»

Pardo rosado dé-
bil -

Pardo anaranjado

rojizo claro

‘Pardo anaranjado

- Pardo anaranjado
« ligeéramente rosa
do-

Nulo

. Rosa grisdceo
claro

Esporas cilindricas que miden
0,4 2 0,5 /1,0 a 1,2du.
Filementos esporiferados rec-
tos 0 ligeramente flexyosos.
Frecuentes esporoforos de for
ma, bifurcada '

Buena solubilizacidn del ma-
| lato de ealcio
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Medios de cul
tivo

Grado de
desarro-
1llo

Micelio vegetati-

vo (M.v.)o enveés
del cultivo

Aperato aérao

(comprendiendo
el conjunio del
micelio aéreo ¥

'1a esporulacidn)

Gelosa a la
ovalbumina
(W=12)

Gelosa gluco-
Sa-agparagina

Gelosa glice-
rina~asparagl
ne (W-s?

Gglosa almi-
don~-nitrato
(W=-10)

Gelgsa al al-
midon de Prid
ham (Ref.G)

Gelosa sinté-
tica de Czapek
a la sacarosa
(W-1)

Gelosa sintéti
ca de (zapek &
la glucosa
(Ref. H)

Gelosa sinté-
tica de Czapek
a la glicerlna
(Ref. I

Pobre
Bastahte
bueno
Bastante
bueno

Modexrado

Bastante
bueno

Bueno

Bueno

Bueno

M.v.irincloro a
rosa claro

M.v. pardo ana-
ranjado claro &
pardo rojo claro

M.v. amarillo
pardo rosa & ro~
jo

- {11lado

M.v., rosa rojizo
a pardo rosado
claro

Envés pardo ana-
ranjado rojizo

Meve gmarillento
claro a rosa ro-
jizo

¥.v. amarillento
claro a pardo ro
safo claro

M.v. roja viola-
cea

Nulo

Gris azul, May
moderddamente
desarrollado

Gris rosa a gris
azul. Muy pobre -

mente desarro-

Grisdéceo claro. |

Pébremente des=- | -

arrollado

Gris azulado
claro a gris ro

sado clarc. Mo~ |

derddamente des |

arrollado

Nulo

Nulo

Gris rosado o
gris violaceos
loderadanente

desorrolilado.

[ER

K
{
:
I3
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Pigmento soluble

Obseryaciones y propledades
bioguimicas .

Pardo rojizo

| Tulo

Nulo
Nulo
Nﬁio
ﬂﬁlo

Nulo

o e 4 4 5 B st <Y 7 S S R A

Rosa parduzco
claro

Amarillo parduzco
claro

Licuacidn positiva’

nitritos: fudrtemente positi-
va S —

’
.

Reducecidn de los nitratos en
nitritos: positiva

Reduecidn de los nitratos en
nitritos: positiva

Reduccidn de los nitratos en
‘nitritos: positiva

‘Reduceidn de los nitratos en
nitritoss positiva
Utilizacién de la celulosa:
positiva

No se presenta coagulacién
Peptonizgeidn lenta, que co-

mienza gdlamente al cabo de
un mes de culbivo.

| pH inmuteble dursnte 1 mes

Pormacién de melamina: nege
tiva

Produccidn da H,S: negativa

Reduceidn de los nitratos en

M,

A AR, e pma R A, ARI AL e me o
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(continuacidn)

Medios de cul
tivo :

Grado de
desarro~
llo

Micelio vegetafi
vo (M.v.)o enves
del cultivo

‘Aparato adreo

(comprendiendo

el conjunto del
micelio acreo y
1la esporulacidn)

Cultivo sobre
patata (W-27)

‘-‘ﬁ."

| PRSI

Gelatiba purs
al 12% (Ref.J)

Caldo ﬁhiri%i
vo niltrado
(Ref. K)

Caldo gluco-
pa-nitrato de
I’Din) lm.iCk (Ref.

Caldo de Cza-
pok a la sacg
rosa (W=18)

Caldo de Cza-~
pek a la glu~
cosa (Ref.M)

Culdo de Cza-
pek a la celu
losa (Ref.N)

Leché descrea-
mada (Ref.0)

Gelosa tirosi
na-oxtracto
de levadura
para formecion
de melanina
(Ref.F)

Gelosa de
Iresner y Dan
ga (Ref.qQ)

Bueno

Moderado

>Bastante

bueno

Moderado

Medio

Medio

Medio

Bueno

Moderado

.1 Bueno .

M.v. nuy bien
desarrollado, muy
espeso y muy ple—
gada.

Parduzco claro a
pardo rojizo cla~
ro M.v. blancuzco

" Anillo amarillen-

to .

Poquelias colonias
grisaceas que se
aglomeran en la
superfiecie

Velo - © prosado,
espeso, bien des-
arrollado

Violeta rosado

Pequeiias colonias
blanco rosado 80—
bre el papel que
emerge del caldo

Anillo smarillen~
to

Rosa parduzco cla
ro

Amarillo parduzco
claro

Kulo

~Julo

,NUlO '
‘Ngio
"Nulo
Nulo

Blanco~rosado

Nulo

Blanco~rosado
a gris-rosado
Moderadamente
desarrollado

‘Mulo

B e T
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» Descrita suficientemenﬁé la naturaleza del invento,
esi cono 15 maneraAde reélizarlo en la brécfica,'debe hacerse
constar que las disposiciones enteriormente indicadas son
susceptibles de modificaciones de detalle -en cuanto 1no uliee
ren su prineclpio fundamenfal.. Tauwbién ge hace constar que .
el invento correspoude a uné éolicitu& de Patente prescutads
en Fréncia con el n¢ PV.174.206 de 18 de noviembre de 1.968,
acogiéndese por 1o tanto a Los benefioios'quevoonceden los
Convenios Interndcionalesren.vigor,’siendo lo que counstitu~
ye la osendia.del referido invento y por lo que se soliecita
ung Patenta de Invencidﬁ por 20 éﬁog, en REspefla, sobres
PROCEDIMIENTO PARA TA PREPARACION DE TA DONORUBICINA POR CUYL

CTIVO DE UK STREPTOMYCES, caracteriiénﬁose por lo siguientes

1.- Procedimiento para la ﬁreparaéidn de la doaoru
bicing por cultivo Ge un streptoﬁyces, wée particuvlarments
bor cultivoe aerobio de un streptomypes scbre un medio conve-
niente y en las condiciones habitua%gs‘para este tipo de cul -
tivo, caracterizado porque se cul%ivgmstreptomyees bifureus
(WRRL 3539), ¥ a continuacién se separa la donorubicina for-
mada en el transcurgo del culiivo, se la purifica y se la
transforma eventualmente en wna sal. ' .

2.~ Procediniento para la preparacidn de la aonu;g’
bicina por ewlfivo de un streplomyces, talsy como quede sug-

tencielmente deskrito en la presente MNemorias

pl. hojes eseoritas a mdquing
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