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PROCEDINMIENTO PARA PREPARAR EL ANTIBIOTICO 20, 798 R.P.

‘;5% éﬁ%ﬁhﬂbnﬁy RHONE-POULENC S.A., entidad francesa, residente

L en 22 Avenue Nontaigne, Paris 8&me, Francia.
Sl El presente invento ce refiere a un nuevo

w»o.- procedimiento de prenaracién del antibidtico denigme-
" do por el mimero 20.798 R.P. que presenta interesantes

propiedades antitumorales y que responde a la férmulas
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vl antibidético 20,7¢8 It.P. y su préparacién a nur-
. §
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tir ‘de un cnlde de cultivo de Streptomyces coeruleorubidus

(NKRL 3045) se han descrito en la patente francesa 1.583.752
-~ s i

61 antibidtico 20.798 H.P. se nroduce al lado del antibidti-l

co designado por el mimcro ¢.865 R.P, cuyo constituyente eserr
cial ea el antibidtico designado por el mimero 13.057 deno-i

minado “daunorrubicina".,

la daunorrubicina y su preparascidn han sido descri
taé en la patente bhelga 632,391.

La daunorrubicina responde la férmula:

CO~CH
.. OH
.{r_ 0
0 -CH ~ C'y = CH = CIl = CH = CH
i 3
NH, on

(11)

El antibidtico 20.798 1.P. puede obtenerie tambidn

por reduccidén de la daunorrubicina o de una de sus aales poy

medio de un borohidruro alcalino a una temperatura comprehd;~

de entre -20'y'+3d;c segin el procedimiento que so desceri- i

be en la patenterfrancesa publicada bajo el numero 2.122.69%.
e ha encontrado ahora, y ento es lo (ue constitu}a

el objeto del presente invento, que el antibidtico 20,798 R.".



puede obtenerse por reduccidn microbioldgica de ln daunovrubi-

i
|

¢cina. ;
Goneralmente lun reduccidn s0 efoctdn en medic ncueno
' bién sea mediante cultivos de microorganismos llemulos & un |
g, eatndo conveniente de desarrollo o de células aislndas de'es-j
tos cultivom, o bién de oxtractos cnzimdticos obtenidos a par!
' tir de entas células. | |
Los microorganismos que pueden utilizarssc segdn ol1!
procedimiento del presente invento pueden pertenecer n la ca-
10. . tegoria de los estreptomicetos o de las bacterias. Entre los
micrborganismos pafticularmente‘iddneos rueden citarse Htrepto-

‘myces lavendulae (ATCC 8664), S%rcptomyces roseochromogernes

(ATCC 13400), Corynebacterium simplex (ATGC 6946) o DBacterium|
cyclooxydans (ATCC 12673), obienidndose los me jore.: resulta- %
15, _ dos a partir dé cultivos de Corynebacterium simplex (ATCC 694?).
Bl cultiyo del microorganismo que nroduce el siste-
me enzimdtico capaz de reducir la daunorrubicina en antibid-
tico 20,798 R.P. puede e¢fectuarse por cualquier método de
cultivo aerobio en superficie o en profundihd, si bidn se
20, ’j}‘, prefiere eate Yltimo por razonen de comodidad. Se utilizan
‘«": g tal fin las téenicas de giembra y de fermentacidn y loz
difefentes tipos de aparatos que son de uso corriente en la |
'+l  industria de las fermantécibneaf
_ El med;o de cultivo del microorganismo debe conte-
25; LS. ner egencialmenté fuentes de carbono y de nitrdégeéno nusimile- |

bles, elementos minerales y factores de crecimiento, pudien-

do aportarsé todos estos elementos en forma de productos bidn

. o ,
definidos o por mezelas couplejas tales como las que se encuen-
: |

tran en productos bioldgicos we orfgenes diversos. i

30. . Como fuentes de carbono ~similmble pueden utilizarné
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hidratos de carbono teles como glucoéa u otras sustancias
hidrocarbonades como azicares alcoholes o como ciertos dci-
dos orgénicos. Ciertos aceites animales o vegetnles como
aceite dé grasa o aceite de soja nueden ventajosampnte reem-
plazar estas fuentes hidrocarbonadago o unirse a las mismas,

Las fuentes de nitrdseno asimilable son extremada-
mente variadas. Pueden ser sustancias quimicas muy éimples co«
mo las sales minerales u orgénicas de amonino, la urea & cleyw
tos dcidos aﬁinados. Pueden ser también aportadas por sustan-
cias comple jas que.;Onteggén principalmente nitrégeno en for~
ma protidicas easeina, lactalbuming, gluten y sus hidrolisa-
tos, harinas de soja, cacahuete, pescados, peptona, extrac—
tos de carne, levadura, solubles de destilerfas, com-steep.

“ntre los elementos minerales agregados, algunos de
ellos pucden tener un efecto tampén 0 neutralizante como
los fosfatosvalcalinos o alealino-térreos, Otros aportan el
equilibrio idnico necesario pafe el desarrollo del microorga=-
nismo como loe cloruros y los sulfatos de metales alcalinos o
alcalino-térreos. '

El valor pH del medio de fermentacidn al comienzo
del cultivoe dehe haliarse comprendido entre 6,0 y 7,0, ocon
preferencia entre 6,5 y 7,5. La temperatura éptima pare el
cultivo del microorganismo es 29-31¢C pero se obtiene un do=-
sarrollo satisfaétgrio a tempernturan comprendidas entro 26
y 37¢C.

La aireacidén del medio de cultivo puede variar en-
tre valores bastante amplios. e ha comprodado sin embargo

que aireacion.s de 0,3 a8 3 litros de aire por litro de culti=-

vo y por minuto son particularmente convenientes,

Ademds, para obtener un cultivo que posea unn huena
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actividad reductora, ec prcferible agitar el medio .e culti-
vo por ejemplo por medio de un agitador cuys velocidad de
rotaclén puede vuriar cntro 100 y 250 vuellas por winuto.

Generalmente ¢l cultivo del microorganiimo wleansa
un grado de desarrollo satislactoric iras un periodo de 24
a 48 horas. '

La actividad reductora del cistema enzimdiico asi
obtenido es de une naturnleza cndoéelular aue puede ponerse
en evidencia por la ausencia de acti%idad,de los cultivos . fil
trados.

Ademds la activddad reductora depende c¢sencinlmente
de la cantidad de células formudas en el curso del cultivo.
Con células aisladas, por ejempld tras centrifugacidn del
medio de cultivo, la cantidad de antibidtico 20,798 T.P. for-
nada 8 partif de Ié.daunomrubicina ge halla en relacidn direc

" ta con la qoneegpracidn en ¢“lulaes del modio reaccionnl; lon
medios ricos en cégulas poseen un poder reductor superior.

Ia reduccidn de la deunorrubicina en anbibidiico

1. 20.798 K.P. se efectua poniendo en contacto una solucién acuo

'ga de daunorrubicina o de una de sus sales con el cultivo

dgl microqrqanismq que haya alcanzadé‘un grodo de desarrollo

Yy un poder reductor suficientes; o con las células aicladas
de estos'nu;tivas;“b cgnnlgé extractos enziméticoé obtenidon
:d:parﬁir de uﬁ$£§3gélulaa.

s Genegﬁlmente la reduccidn se efectn en medio npi-

“ $ado a una. températufu comprendida eﬁtre 23 y 37¢C, con pro-

ferencia entre 269 y?3090'y se4comp1éta despuds de 1 a 4

dfas de contncto.

Lo reduceidn puoede tenef 1unar'a un valor pll coige

i,prendido entre 5 y 10, pero es preforible opernr a un valor

 pH cowprendido entre 7 y 8.
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Tl medio de cultivo puede ser agitado, por ejemplo
por un agitador cuya velocidad de rotacidén puede variar entra
. o
100 y 250 vueltas por minuto. ' i

la reduccién puede efectuarse ya sea sobre daunorrul

5. bicina o una de sus sales, 0 bién sobre el filtrado dcido de
un cultivo que haya producide daunorrubicina. Para obtener
buenos rendimientos, la concentracién de la daunorrubicina
en el medio reductor se halla ventajosamente comprendida en-
tre 0,1 y 1 ¢g/1 al comingo de la re&uocidn.

10. ' , Ll antibidtico'20.798 R.P, puede separarse del me-
b dio de reduqcidn segin 1los métodos habituales de aislémiento
de este antibidtico.

Por ejemplo el 20.798 R.P. puede extrarse del me-
dio de cultivo a un valor pH prdéxiho a 9 por medio de un di-
15. solvente orgdnico tal come cloroformo, cloruro demetileno,
| n.butanol o una mezcla de estos disolventes,

El antibidtico 20,798 R.P. puede aislarce de los
extractos orgdnicos, tras lavados y extraccibnes sucesivap,
nor precipitacién despuds de concentracidn de los extractos
20, o bajo un reducido volumen o por adicidén de un diluyente en
o el cual el antibidtico 20,798 R.P. es insoluble, tal como
el hexano, tras transformacién eventual del antibidficb en
una sal de adicidén con un dcido tal como clorhidrato.

F1l antibidtico 20.798 R.P. pucde cventualmente purd

25. f{ - ficarse por las diversas operaciones clésicao de purificacidn
tales como la cristalizacién o la cromatografia.

Los ejémplos siguientes, dados a tftulo no limita-
tivo, mu:gtran lﬁ forme en que puede nonerse e# prictica el

invento. En el resto de la descripcidn,

30. a) los extractos coloreados son dosificados por espectrometrfa
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a 480 nm con relacién a una solucién patrén de deunorrubiei- .
na en el mismo disolvente, |
b) 1a>identificacid@ del antibibtico 20,798 R.P. ue efoctda

por cromatografia sdbre capa delguda de gel-de sflice cohpa-

rando los RL de los productos obtenidos con el de la daunorru
bicina o del antibidtico 20.7%8 R.P. en el sistema de disol-

vente,
¢) la produccién del antibidtico 20.798 R.P. se determina a

partir de los cromatQsramas sobre capa delgada, y- sea des=-
pﬁés de las intensidades comparndas de las manchas corres-

pondientes del extracto y de la del antibidtico 20,798 R.P.
puro fomado como referencia, o bién por comparacién de las

superficles deAlpé'picos registrados en elllector de placa

"Chromosan" o bién por Yltimo qbsif;cando colorimétricamen—
te el antibidtico 20,798 R,P, diluido éel soporte cromato=

gréfico al nivel de la mancha del: producto buscado.

Ejemplo 1

Se prepara un medio de culitivo A cuya composicidn

es la siguiente:

= polvo de autolisato de levadura

de cerveceria "yepst amine" S s
- fosfato monopotéaico : le
- fosfato dipotésicof o 1e
- agua destilada. T 900 cm3

Trags haber ajustado el valor pH a 6,% por adicidn

minutos. liespuds de enfriado, se agregan 100 cm3 de une SO~
lucidén estéril de glucosa a 50 g/l.

Se siembra un matraz de cultivo de 300 cm3 que oone

tiene 50 cm3 de este medio cuyo valof pil es de 6,9 con 2,5

»
i
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cm3 de un cultivo inoculum de la cepé Corynabacterium Simplox
(ATCC 6946). Se desarrolla el cultivo durante 24 horas en ta=-
bla agitada a 220 y/hn en un recinto a 302C. tn el cultivo
bien desarrollado, cuyo valor pH es de 7,45, me agrega enton-

3

ces 1 cm” de una;soiucién acuose & 10 mg/om3 de olerhidrato
de daunorrubicina. La fTase de reduccidn se prosigue en el
este caso durante.24 horas en lds condiciones de agitacidn
y de {emperaturé empleadas para el desarrollo del cultivo
Una vez terminada la reduceidn, todo el cultivo

3

cuyo valor pH es 8,4 es tratado por 25 cm” de un tampén de

borato para llevar el valor pH a 9, y & continuacién ea

extraido 2 veces con 50 cm3

de una mézcla de cloruro de meti-
leno~-butanol norﬁai'(SO—ZO en volumen). los extractos orgd-
nicds son secados en sulfato de so&io anhidro,

El rendimiento de la extraccién (90f) ne determina
por medida al espoctrofotémetro de 1a absorcidén a 400 nm
comparada con la de la daunorrubicina en las mismas condi=-
ciones.

la vwroduccidén de 20,798 R.P. se determina por oro-
matograf{a de los éxtractos orgdnicos sobre capa delgada de
gel de sflice. Ios volumenes de extractos depositados co-
rresponden a cantidades de productos coloreados, determina-
das por valéracidnieépectrofotométrica, éomprendidan entre
ly lo/ug . las pl@caa son reveladas.con.la mezcla siguiehtez
cloruro de metileno - dcido férmico - metanol (80-17-3 en vo=-
lumen) para obtener una buena separacidén de la daunorrubici-
na y del antibidtico 20.798 R.". y los Rf de los productos
obtenidos se comparan con los de los productos de referencia
cromatografiados en las mismas condiciones. La evaluacién

cuantitativa de la produccidn de 20.79¢ R.,P. muestra que el




10.

15.

20,

30.

cultivo de Corynebacterium simplex (AT0C 6946) roduce In

— _9-

daunorrubicina en antibidtico 20.798 R.1. con un rondimfenlo
de 3% nobre 1ln dswnoryubicina utilizada, i‘

Fjemplo 2

&) Nesarrollo del cultivo y roduccidn )

£l cultivo nroductor se efectda en un fermentador
de 800 litros cargado con las sustancias siguientes: |

- polvo de autolisato de levadura de

cerveceria Yyeast amine” 2,50 kg,
- fosfato monopotdsico ' 0,50 " !
- fosfato dipotdsico 0,50 *©
- agua de ciudad GeB.p. 460 1%,

Tras haber ajustado el valor pH del medio n 5,90
por adicidn de 225 cm3 de soda 10 N, se esteriliza el madio

por burbujeo de vapor a 122¢C dursnte 40 minutos. Neuruds de

enfriado, debiio a la condensacidén del vapor en el cusso de

la esterilizacidn, €l volumen del cultive es de 494 litror;
i

ge completa a 500 litros por adicidn de G litros de unu so- |
lucidn acuosa entéril que contiene:
-~ glucosa monohidratada 2 2,5 kp.

' 1l valor pH del medio es ggual a 6,90, le siembra
con %00 cm3 de un cultivo inoculum ée la cepa Gorynebacterium
simplex (ATCC 6946). El cultivo..es desarrollado a 30¢C,
aeitando con una’ turbina que gira & .160 vueltas por minuto
y eireando con un volumen de aire cetéril de 18 m3/h. Nas—
pudsg de 40 horas el'cultivo cg conveniente parn efectuar
la transformacidén bioquimica de la daunorrubicina en antibid-
tico 20.798 R.P.

Se infroduce en el culiivo 4 litros de una solucidn

acuosa que contiene: 1
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"n.butanol-agua (6-4 en volumen) en dog centrifugadoras, Fl

- de agua alcalinizada con un valor pH de 9. Una parte del

- 10 -

- clorhidrato de Qaunorrubicina. 108 g,' i

e prosigue la incubacidn durimbe 24 horws a 300C, E‘
agitando y aireando con un volumen de uire estéril de 1% | g
m3/h. La daunorubicina se reduce en antibidtico con un rendi—s
miento préximo al 85/, |
b) Extraccidn , ’

A 486 litros de mozto obtenido anteriormente se agr§~
3 de sosa 5 ¥, para llevar el wvalor pH de 9. Tl prin-
ciplo activo se extrae a contra-corriente por una mezcla de’
extracto cuyo volumen cs de 305 litros en concentrado o pre= !
sidén reducide (5 a 10 mm de mercurio) a 409C huaste un volu-
men de 20 litros.

El extracto concentrado es lavado por 10 litros

antibidtico 20,798 R.P., siendo arrastrada por el agua de‘
lavado, se extrae 2 veces por 10 litfos de cloruro de meti-
leno. A la fase'clorometilénica concentrada hasta un volumen
de 10 litros se agregan 10 litros de n.butanol. Vecpuds de
la concentracidn a 5 litros, sc reunen los dos extractos bﬁti»
licos y se concentran <o nuevo hasta un volumen de 5 litroo.
‘e agrega entonces agitando 50 cm3 de n.ﬁutanol qQue contidne
10% en'volumen Qe_écido clorhidrico 10 N & despudn: se concen-
tra & presién reducida (5 a 10 mm de mercuric) a 409C hasta
un volumen de 3 litros.

El antibidtico 20.7%¢8 W.?, on forma de clbrhidrato
es precinitado por adicidn lenta de la solucidn obienida en

30 litrou de hexano agitando. Il preeipitado es escurrido,

lavedo y secado. e obtiene amf 105 g do elorkidrato del

antibidtico 20,798 R.P.
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¢) Purificacidn

159 g de clorhidrato de 2¢.798 R.P. obtenide coro !

se indica anteriormente se ponen en solucidn en 795 cm3 de
metanol. El producto qﬁe eristaliza es escurrido, lavado y i
después secado. Se obtiene asf in & de clorhidrato de 20.79#
R.P. ecristalizado que posee una pureza de 80%, |

111 g del producto azi obtenido son disueltos en
666 cm3 de agua. Ia solucidén es filtrada con une membrana
esterilizante (didmetro de poros: 0,22/ug. Fl clorhidrato.
del antibidtico 20,798 'i.P. eristaliza por adicidn lenta
de 0,6 litroc de acetona. Los cristales son escurridos, ln-
vados y’secados. Se;obtiene asf 93,1 g de clorhidrato sl
antibidtico 20,798 ﬁ.P. puro.
Ejemplo 3

3e prepara y se reparte en redomas de cultivo de
300 cm3 un medio de cultive A como se des cr;be en el eojem-
plo 1. Los matraces esterilizados uon sembrados con un cultid
vo inoculum de la cepa Corynebaclerium simnlex (ATGC g6
vy puestos a incubar a 30¢¢ sobre btabla agitida n 280 v, n
durante 24 horas a.48 horas.

fe agrega’ entonces, a todo el cultivo, la daunoi ru-
bicina en forma o
a) de una solucién acuosa & 1¢ Eg/om3 del producto puro a
razén de 1 o 2,5 cm3 por matraz (0,2 o 0,5 r/1), ‘

3

b) de una solucidn acuosa & 10 mg/om” de un produclo hruto
que contiene 477 de 13.057 R,P, & razdén de 1 6 2,5 ems por
matraz (0,095 o 0,24 g/1 de daunorrubicina).

Los matraces ge incuban a contlnuacidn durente

al menos 24 h. en 1@5 condicionen dencritas en el ejemnrlo 1 !

y sc¢ tratan de la misma forma. lom resultados gon recogidos
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en la tabla sipuiente!

s
PROPaTE

» Antibidiico 20,798 R.P. obtenide (en )|
lfedio reductor: . | Cantidad de deunorrubicina agregada ¢n
1 ‘ e
Producto puro Producto bruto ;:
0,2 O)rj ()1005 ) L’24 : I
——1|
Cultivo comnleto de »
24 horas 73 2 87 60
Cultivo comvleto de
30 horas ' . T4 53 78 G4
Cultivo completo de -
48 horas 90 70 89 58

Ejemplo 4

Se preparan,'en las condiciones descritas en ol
e jemplo 1, cuitiVOﬂ de la cepa Corynebacteriunm simplex
(ATCC 6946). Con estos cultivos de un tiempo de 24 & 30 ho=
raes, se efectda la reduccidn de la daunorrubicina contenica
en el filtrado oxdlico de un cultivo de la cepa itreptomicen
coeruleorubidus (NRRL 3045) productora de la daunorrubicina.
Este filtrado, desembarazado del &cido oxAlico por un tra-
tamiento con carboqato de calcio, contincne 90 my/1 de dsuuo-
rrubicina y su valor pH es de 7,0, e utiliza a razdn Jde 1
volumen por 1 volumen de cultivo entero de Coryncbacterium

3

simplex. Los matraces quo contienen 50 om~ de enta mewcla

- reaccional (0,045 g/1 de daunorrubicina) sc¢ incuban & conti-
nuecidén durante al menos 24 horan en las condiciones descri-
tas en el ejemnlo 1 y se tratan de la minmz manera.

Toa cultivos de Corynobacterium cimplex (ATCC 6446)

de un tiemno de 24 y 30 horas reducen la -daunorrubicinn en
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antibidtico 20.7<8 R.P. con rendimientos respectivamente
de 84 y 100 % sobre.la daunorrubicina utilizada. f

Ljemplo 5 N

Se preparan, en las condiciones deueritas en el

ejemplo 1, cultivos de la cepa Corynebacterium simuley (AV(C
6946) y se recogen p4r centrifugacidén las células producidas
por estos cultivos desarrollados durante 30 horas. la reduc-
cidn de lg daﬁnorrubicina (de diferentes grados de yureza)
en antibidtico 20;798 R.P. se efectda utilizando estas célu-
las en suspensidn: |
a) en 50 cm3 de qﬁlkampdn de fosfato 0,15 M d4 un valor pH
8,0 que reciben_2,5jom3 (0,5 g/1) de una solucidén acuosa

de 10 mg/om3 de daunorrubicina pura,

b) en 50 cm3 de tampdn de fosfato 0,15 M_de Jn valor ph 3,0
que recibe 2,5 cm> (0424 g/1) de.una solucién acuose de 10
mg/cm3 de daunorrubicina bajo forms de un producto bruto

que contiene 47% de daunorrubicina pura,

¢) en 50 cm3 del filtrado oxéliéo de un cultivo de la cepa
de Streptomyces coeruleorubidus (NRRL 3045) preparado segdn
el tratamiento descrito en el ejemplo 3. En estas condicioned
el medio reaccional contiene 0,090 g/1 de daunorrubicina jurg

\
Los matraces son a continuacidn incubados durante

24 horas en las COﬂdicidnés descritas en el ejemplo 1 ¥y
tratados de la misma manera. Tos rendimientos c¢n antibidtico
20,79¢ R.P. son los siguientes:

85% a partir de 0,5 g/1 de daunorrubicina utilizade en esta~
do puro,

T7% a partir de 0,24 g/1 de daunorrybicina utilizada en for-

me. de un producto bruto al 477 de daunorrubicina,

91# a partir de 0,090 g/1 de daunorrubicina contenida en el
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I jemplo 6

- 8a importante. Sc agregd chtonces en cable matraz 1 6§ 2,5 cm3
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1
|
o . . . s |

Je utilizan cultivos inoculums de Tt.eterium cycloo-|
i

xidans (ATCC 12.673), de ':treptomyces roncochromogencs ,

(ATCC 13.400) y de Htreptomyces lavendulae (ATCC 8664)'pﬂr§
sembrar medios 4, B, y C (definidou en la tabla que asisme)
repartidos en matraces de cultivo de 300 om a razén de 50

3

cm” por matraz. Jos cultivos son desarrollades a 26 § 309C

en tablos agitadas a 220 v/mn hasta la obtencidn de una bioma
de una solucién acuosa de daunorrubicina de 10 m(;/cm3 (0,2 a
0,5 g/i) y se efcetda la reduccién manteniendo eoton matra- _
ces, durante 1. a 3 dfas después de la adicidn, en las mis-
mas condiciones de temperatura y de agitacidn que las uti-
iizadas para el desérrollo del cultivo. Jog cultivos con ira-
tados y analizedos en las condiciones descritas aﬁteriormenn

te. Ios resultados:se recogen 'en la tabla niguiente:
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Microorganis-
mos utilizados

¥edio de
desarrollo
(composi-
cidn en

g/1)

Condiciones
mtilizadas
para el de-
sarrollo y
1la reduccidn
(temperatura:
agitacidn)

Fdad de los
cultivos en
el momento
de la adi~

antibidti
co 20798

obtenido

en -

¥

0P

cidén d: daud
norruticina

daunorru~
bicina
asregsana,
en /1

0,2 10,5

B.cyclooxydans
(ATCC 12673)

Medio 4 :

yeast ami-
na 5
glucosa 5
fosfato
monopoté—~
sico 1
fosfato
dipotési-
co 1

30¢e¢ ;
22 0v/mn

24 horas

30 horas

472 -

72 19

S. roseocchro-
mogenes

(ATCC 13400)

Medio B @

harina de
s0ja 20
glucosa 4,1
aceite de
50 ja 5,0
fosfato
dipotdsi-
co 1,0
carbona-

to cdlci-
co 2,5

2690 ;
2720vsmn

30 horas

34 horas

35

46 32

8. lavendulae

Medio C

hirina de
30 ja
glucosa
aceite de
soja 5
fosfato
monopoté-
cico 1
carbonato
edleico 2,5

30
50

2680

220 v/mn

30 horas

54 horas

29 31

30 | 21

b

EJEMPLO T
50

(ATCC 6946) s

3

cm

desarrollado durante 30 horas en las

de un cultivo de Corynebacteriun

simplex

condiciones
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que se han descrito en el ejemnlo 2, sc transfieren estéfil—
mente en un erlenmeyer de 300 cm3.'Tras haber ajustado el pH
a 7, se afdaden 0,25 g de lisozima y se coloca el recipiente
a 379C, durante 1 hora, sobre un agitador que gira a 220
vueltas/minuto. Tras cenirifusacidn, sé afinden al J}iquido
sobrenadante 10 mg de clorhidrato de daunorubicina. Ta solu-
cibn asi obtenida se incuba en 1lis condiciones que se han
deserito en el ejemplo 1. Tras 16 horas, la daunorubicina se
reduce en antibidiico 20 798 R.P. con un rendimiento del 24
EJEMILO 8 o

50 cm3 de un cultivo de Cdrynebacterium simplex
(ATCC 6946), desarrollado durante 30 horas en las condiciones
que se han descrito en el ejemplo 2, se transfieren esterile-

3

mente en un erlenmeyer de 300 cm”. Tras haber ajustado el pH
a 7, se somete el cultive a la accidn de ultra-sonidos (25 k
Hz) durante 15 minutos a una temperatura préxima a 0¢C, Tras
centrifugacidn, se afinde al liquido sobrenadante 10 mg de
clorhidrato de daunorubicina. Ia solucidn asi obtenida se
incuba en las condiciones descritas en el ejemplo 1. Tras
16 horas, la daunorubicina se reduce a antibidtico 20 798
R.P, con un rendimiento del 73 V.
NOTA

Descrita suficiéntemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de realizarlo en la préotica, débe hacer-
ge constar que las dispowiciones anteriormente indicadas, sor
susceptibles de modificaciones de detalle en cunnto no alte-
ren su principio fundamental. También me hace constar que el
invento corresponde a una Solicitud de Patente, presentada

en Francia, con fecha 27 de Noviembre de 1973, bajo el

mimero 73 42191; acogiéndose por lo tanto a los benelicios
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que condeden los Coénvenios Internacionales en vigor, siendo
lo que conebituye Lo osencin del referido invenlo y por lo

que e solicita falenbe de Invencidn por 20 abion en “upilia,

sobre: PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR EL ANTIBIOTICO 20.798 R.T.

caracterlzéndose por lo siguiente:
l.~ Procedimiento para preparar el antlbldtlco

20.798 R.P., que responde a la férmula:

CHOHuCH3
-. SR 0 ._,.,_....._,.....-.l
CH 0 - CH -CHy —FH ~?H - CH ~CH3
NH2 OH

0 sus sales, caracterizado pornue se reduce por via enzimd-

tica la daunorrubicina de férmula: ’
0 C0=-CH

OH 3
= ' 7N — 0l
NS Pz
P °

OCH3 0 OH -0 -CH = CH, ~ CH -CH -CH - CH3

|
NH2 OH

0 una de sus sales.

2.- Procedimiento segun la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque se reduce la daunorrubicina por via mi-
erobiolégica. |

3,.- Procedlmlento segun la reivindicacidén 2, ca-

racterizado porque la reducciédn se :efectia por medio de un

~e



(1]
.

10.

15.
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cultivo de un microorganismo esudgido entre Streptomyces

lavendulae (ATCC 8664), Streptomyces roseochromogeﬁes
(ATCC 13.400), Corynebacterium simplex (ATCC 6946) o Bacte-
rium cyclooxydans (ATCC 12.673).

4.- Procedimiento segin la reivindicaecién 1, ca-
facterizado porque la reduccidn se efectia por medio de un’
extracto enzimdtico obtenido a partir de un cultivo de un
microorganismo elegido entre i, lavendulae (ATCC 8664), S.
roseochromoganSM(ATCC:13400), Corynebacterium oimplex '

{ ATCC 694%) o Bacterium cyclooxydans (ATCC 12673) o a par-

tir de células asiladas de tal cultivo. ‘
5.~ Procedimiento para preparer el antibiético

20,798 R.P., tal y como queda sustancialmente descrito en

la presente NMemoria,

Esta Memoria consta de 18 hojas escritas a mdquina

por una sola cara.

Madrid, 15 EKE 1975
RHOMY TOULENC S.A.

MEZ ACEBO ¥
p- Flomados L. Geeta

ndez
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