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La presente invencidén se refiere a un procedimiento
para la obtencién de un nuevo derivado del naftaceno de fér-

mula:

-CH

T °

O-CH—CHZ-CH-CH-CH-CH3

§42$H

El producto de férmula I, que serd designado por el
ndmero 32.999 RP, presenta un intefes particular como conse-
cuencia de su actividad antitumoral.-

E1l 32.999 RP es un compuesto bédsico de color rojo os-
curo que forma sales con los dcidoa,

El clorhidrato del 32,999 RP es soluble a razén de
100 mg/cm3 aproximadamente en el metanol, piridina, dimetil-

formamida y agua, de 10 mg/cm3

aproximadamente en el n.buta-
nol saturado de agua a 20%C, de 5 mg/cm3 aproximadamente en
el etanol, y prdcticamente insoluble (menos del 0,1 mg/cma)
en la acetona, el cloroformo, el clorurc de metileno, el ace-
tato de etilo, el benceno, la metilisobutilcetona, el dioxa-
nno y el hexano.

El clorhidrato del 32.999 RP contiene carbono, hidré-

geno, oxigeno, nitrégeno y cloro. Su composicién elemental

es préxima de:

C% = 56,6 H% = 5,7 0% = 29,41 N% = 2,39 Cl% = 6,0
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Ademds se caracteriza por las propiedades fisicoquimi-

cas.
- aspecto: polvo microcristalino, rojo anaranjado
- punto de fusién: hacia 200%C (con descomposicidn)
- poder rotatorio: (determinado en soluciGn al 0,09 % en el
etanol al 0,1% de HC1l 1N)

[47 %) =+ 2080 1 328
- espectro ultra-violeta: determinacién a partir de una solu-
cién & 10,65 mg/l en el etanol al 0,1% de HCl IN.

. . . 1%
Méximo de absorcidén a : E 1 em

233 nm 620

254 nm 495

292 nm 140

Este espectro se representa por la figura 1l.

- espectro visible: determinacién & partir de una solucién

a 10,65 mg/l en el etanol a 0,1% de HC1l 1N.

] . . 1%

Méximo de absorcién a: E Jem
512 nm 189
527 nm 190

Este espectro se representa por la figura 2.

- espectro jinfrarrojo: (determinacidén a partir de comprimi-

dos en mezcla con KBr) !
Este espectro se representa por la figura 3 en la que i
!
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se ha llevado en abscisas, por una parte las longitudes de

onda expresadas en micrones (escala eupérior) Y, por otra,

los némeros de ondas en cm * (escala inferior) ¥y en ordena-
das las densidades épticas,

En el cuadro I se indican las principales bandas de
absorcién infrarroja para este proddcto expresadas en nume-
ro de ondas (em™1).

3410 F 2680 ep. 1580 ep. 1195 F 915 ep T25m 530 f
3250 ep 2600 ep 1510 ep 1165 F 885 m 708 m 485 m
3220 ep 1980 tf 1460 F 1115 F 875 m 695 ep 475 ep
665 ep

3050 ep 1930 ep 1440 F 1062 F 845 ep 640 ep 465 f
2970 F 1900 tf 1405 F 1050 ep 840 ep 625 ep 450 ep
2930 F 1800 tf 1370 ep 1030 ep 820_F 600m. 438 m
2900 ep 1735 ep 1315 ep 1010 F 810 ep 580 £ 415 tf
2860 ep 1690 ep 1285 F 985 ? 0m 565f 390 m
2820 ep 1635 ep 1255 m 960 ep 762 m 540 f 320°f

1600 tF 1235 F 930 m 750 m

tF = muy fuerte f = d4bil

F = fuerte tf = muy débil

m = media ep = hombro

“E1 32.999 RP puede caracterizarse por cromatografia

sobre capa delgada de gel de silice utilizando como disolven-

te de desarrollo la mezela cloruro de metileno - #cido fér-

mico - metanol (80-17-3 en volumen) a una temperatura de 249
C. En este sistema el clorhidrato del 32,999 RP tiene un
Rf préximo de 0,2.

La hidrélisis 4cida del 32.999 RP o de una de sus sa-

les permite obtener el producto de férmula:
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que es la aglicona del 32.999 RP.

La eglicona del 32.999 RP es soluble a razdn de 20 mg/
cm3 en la piridina, 5 mg/cm3 en el metanol, el dioxano, el
cloroformo y el cloruro de metileno y a menos de 0,1 mg/cm3
en la acetona, acetato de etilo, hexano y agua.

Eate producto presenta ademds las propiedades fisico-

quimicas siguientes:

aspecto: polvo microcristalino rojo anaranjado

hacia 1859C (con descomposicidn)

punto de fusidn:

endlisis elemental: es préximo de:
C% = 61,57 H% = 5,31 0% = 30,16

poder rotatorio: {determinado en solucién al 0,1% en el

dioxanno)

[x7 %0 = + 2499 + 320
- espectro ultra-violeta: determinacién a partir de solucio-
nes a 50 y 5 mg/l en el etanol al 0,1 % de HC1l 1N
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. . . 1%
Méximo de absoreidén a: E 1 em

234 nm 770

254 nm 640

293 nm 190

Este espectro se representa por la figura 4 en la que
las curvas I y II corresponden a soluciones a 50 y 5 mg/l.
- espectro visible: determinado & partir de una solucién a
10 mg/l en el etanol al 0,1 % deHCl 1N

. ] . 1%

Mdximo de absorcidén a: E 1 em
493 nm 370
515 nm 255
528 m 270

Este espectro se representa en la figura 5.

- gspectro infrarrojo: determinacién a partir de comprimidos
en mezcla con KBr)

Este espectro se representa por la figura 6 en la que
se ha llevado en abscisas, por una parte las longitudes de
ondé expresadas en micrones (escala superior) y, por otra,
los numeros de onda expresados en cm'1 (escala inferior) y
en ordenadas las densidades épticas.

En el cuadro II se indican las principales bandas de
absorcidén infrarroja para este producto expresadas en nime-

ro de ondas (cm'l).
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3500 ep 2680 ep 1412 F 1095 f 910 m 740 m 530 tf
3420 F 1980 tf 1370 F 1070 ep 885 m 710 m 505 ep
3360 ep 1705 £ 1315 ep 1062 F 875 m 700 ep 485 m

3080 ep 1640 ep 1285 tF 1050 ep 865 f

2975 m 1600 tF 1255 tF 1030 m 840 m 665 tf 450 m

F 625 ep 435 n
2910 ep 1540 ep 1195 F 1005 m 805 ep 595 £ 385 tf
2890 ep 1458 F 1165 F 975 m 785 ep 585 £ 360 tf
2860 ep 1448 F 1130 m 950 m 775 ep 570 £ 320 tf
925 m 765 m 545 f

680 tf 465 m

292% m 1580 ep 1240 ep 1020 m 815

fuerte m = media

tF = muy fuerte F
f = débil £

La aglicona del 32.999 RP puede ser caracterizada por

muy débil ep. = hombro

cromatografia sobre capa delgada de gel de silice utilizando
como disolvente de desarrollo la mezcla cloruro de metileno-
dcido férmico - metanol (80-17-3 en volimen) & una tempera-
tura de 24°C. En este sistema la aglicona tiene un R pré-
ximo de 0,7.

Seglin la presente invencién, el 32.999 RP puede obte-
nerse por cultivo aerobio de microorganismos que pertenecen
al género estroptomiceto y elegido entre Streptomyces coeru-
leorubidus DS 8899 (NRRL 3046), Streptomyces coeruleorubidus
DS 31.723 (NRRL 3045), Streptomyces coeruleorubidus DS 7126
(NRRL 8098), y Streptomyces bifurcus DS 23.219 (NRRL 3539)

en medios nutritivos que convienen a los estreptomicetos, ;
en presencia de adyuvantes elegidos entre la ametopterina, ;
la sulfanilemida, el sulfatiazol, la sulfapiridazina, el bag;
bital, el fenobarbital, el butobarbital, y el pentiobarbital,

La cantidad de antibidtico 32.999 RP formada durante

el cultivo puede variar en funcidn de la compoaicidén del me-
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DS 23.219 (NRRL 3539) se describen en la patente francesa

3G
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dio de cultivo, de la cantidad de adyuvante afiadido y del
momento de su adicién, como se indicard mds tarde,

Los microorganismos Streptomyces coeruleorubidus DS
8899 (NRRL 3046) y Streptomyces coeruleorubidus DS 31.723
(NRRL 3045) son ya descritos en la patente francesa 1.380.810

y sus derivados correspondientea, y el Streptomyces bifureus

1.593.235 y sus diversos correspondiehtes.

Streptomyces coeruleorubidus DS 7126 es una cepa nue-
va, que ha sido aislada a pertir de una parcela de tierra.
Une muestra ha sido depositada en Northern Regional Research
Laboratofy de 1'U.S. Departament of Agriculture en Peoria,
III. (U.S.A.), donde ha sido regiétrada bajo la referencia
NRRL 8098, Muestras de este microorganismo pueden obtener-
se de este laboratorip con referencia al presente docgmento.»

El aislamiento derestaicepg ha sido éfectua@ofsiguienp
do el método general que consiste en poner une pequeila can-
tidad de tierra en suspensidén en agua destilada estéril, en
diluir la suspensién a diferentes concentraciones, y en ex-
tender un pequefio volimen de cada dilucidén sobre la super-
ficie de cajes de Pétri que contienen un medio nutritivo ge-
losado. Después de unae incubacién de algunos dias a 26¢C,
que permite a los microorganismos desarrollarse, las colonias
que se desean aisglar para continuar asi el estudio son toma-
das y transplentadas sobre gelosaé nutritivas inelinadas &
fin de obtener asi cultivos mds abundantes.

El streptomyces DS 7126 se liga & la especie Strepto-
myces coeruleorubidus, descrita por G.F, GAUZE et col. (Pro-

blems in the classification of Antagonistic Antinomycetes

The American Institute of Biological Sciences, Washington,
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1959, p. 100), de la que posee los principales carédcteres,
Presenta en efecto un micelio aéreo esporulado azul a azul
verdoso claro; sobre el medio mineral I de Gauze, desarrolla
un micelio vegetativo que toma una coloracidn rojiza y ela-
bora un pigmento soluble de igual color que difunde en la
gelosa, siendo todas estas propiedades caracteristicas de la
especie Streptomyces coeruleorubidus. Es por esta razén por

la que se la denomina Streptomyces coeruleorubidus, cepa DS

7126.
Streptomyces coeruleorubidus DS _T126 forma esporas

esféricas de évalos cortos, que miden 0,7 a 0,9 /u/O,B a

l,l/u. Desarrolla esporoforos simples o en racimos; sus

cadenas de esporas, que son bastante largas y pueden compren=

der hasta varias decenas de esporas, se enrollan formando
espirales més o menos abiertas que cuentan a menudo de 2 a
5 6 6 vueltas en espiral, Por su forma de eaporulacidn, 7
Streptomyces coeruleorubidus DS 7126 se sitia en la Section |
Spira de la clasificacién de Pridham.

Streptomyces coeruleorubidus DS 7126 se desarrolla pers
fectamente a 259C, un poco menos & 379C y nada a 50%C. En |
sus cultivos, efectuados a 26°C, presenta las caracteristi-

cas bioquimicas siguientes:
i

positiva |

- produccién de melanina :
- produccién de HZS : positiva
- tirosinasis ¢ positiva

positiva, lenta.

- licuacién de la gelatina
- utilizacién de la celulosa ¢ positiva

negativa sobre cal-

- produccidén de nitritos a

partir de los nitratos ¢o nutritivo nitra-

tado, positiva sobre
medios sintéticos
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- hidrdélisis del almiddén

- cultivo sobre leche desna- : ni coagulacién ni pér-

En el cuadro siguiente se recogen los cardcteres de
cultivo que presenta Streptomyces coeruleorubidus DS _T126
sobre un'cierto némero de medios habitualmente utilizados
para determinar los cardcteres morfolégicos de las cepas de
estreptémices, siendo efectuados los cultivos sobre medios
gelosados sobre gelosas inclinadas. ‘Estos cardcteres son
los de cultivos llegados a un perfecto estado de desarrollo,

es decir 3 semanas aproximadamente a 269C salvo indicaciones

tada

contrarias.

zados son las siguientes:

Ref. A - "Medium 1 with a mineral source of nitrogen”

Ref. B

Ref.

Ref.

Ref.

c

D

E

Las referencias de los medios de cultivo utili-

- Botanica Company, Waltham, Mass., U.S.A.,

- 10 -

: positiva, moderada

tonizacidn.

- G.F. GAUZE et col. - Problems in the clas-
gification of Antagonistic Actinomycetes - '
pe 13 - The American Institute of Biological
Sciences, Washington 6, D.C., 1959

The Actinomycetes - S.A., WAKSMAN, Chronica
1950 -« pe 194 - n? 10

"Inorganic Salts - Starch Agar® - T.G.
PRIDHAM et col. - Antibiotics Annual, 1956-
1957 - p. 951

The Actinomycetes - S.A. WAKSMAN, Chronica
Botanica Company, Waitham, Mass, U.S.A.,
1950 - p. 193 - n? 3

The Actinomycetes ~ S.A. WAKSMAN, Chronica
Botenica Company, Waltham, Mass., U.S.A.,
1950 - p. 193 = n® 1
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- Ref.

Ref.

- Ref.

- Ref.

Ref.

- Ref,

- Refu

- Ref.

Ref.

- 11 -

Corresponde & la ref. E - donde 3 % de sa-
carosa son sustituidas por 1,5 % de glucosa
The Actinomycetes ~ S.A. WAKSMAN, Chronica
Botanica Company, Waltham, Mass., U.S.A.,
1950 - p. 195 - n? 18

Corresponde a la ref. G - donde 3 % de sa-

carosa son sustituidas por 1,5 % de glucosa

Corresponde a la Ref. G - donde la sacarosa

es suprimida y sustitufda por pequefias ben-

das de papel filtro sumergidas parcialmente

en el liquido |
Manual of Methods for Pure Culture Study of |
:
gists - Geneva, N.Y. II 50 - 18 ?

Bacteria - Society of American Bacteriolo-

"Bennett's Agar" - S.A., WAKSMAN - The Acti-
nomycetes, vol., 2, p. 331 - n? 30 - The
Williams and Wilkins Company, Baltimore,
1961

"Melanin formation medium" - S.A. WAKSMAN -,

The Actinomycetes, vol. 2, p. 333 = n? 42 -|
The Williams and Wilkins Company, Baltimo-
re, 1961

The Actinomycetes - S.A. WAKSMAN, Chronica
Botanica Company, Waltham, Mass., U.S.A.,
1950 - p. 197 - n® 27 ‘
"Plain Gelatin" - preparado segin las indi-

!
caciones del "Manual of Methods for Pure |

Culture Study of Bacteria" - Society of Ame-

rican Bacteriologist&, Geneva, N.Y, II 50 -i

18
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Ref. O - Leche desnrtada en polvo comercial, recons-
tituida segin las indicaciones del fabricante

- Ref, P = Medio indicado para la busqueda de la pro-
' duccidém de nzs'por : H.D. TRESNER et F. DANGA-
Journal of Bacteriology, 76, 239-244, 1958
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Medio de
cultivo

iGrado de desa-
rrollo

Micelio vegetativo (M.v.)
0
Aspecto del cultivo

Gelosa con fuen
te de nitrdgeno
mineral de Gau-
ze (ref A)

Gelosa slmidén~
nitrato (ref.B)

Gelosa almidén~
sales minerales
d§ Pridham (ref.
C

Gelosa gliceri-
na-agpargina
(Ref. D)

Gelosa sintéti-
ca de Czapek en
sacarosa (Ref. E)

Gelosa sintéti-
ca de Czapek en
glucosa (Ref, F)

Caldo de Czapek
e? sacarosa (Ref.
G

Bastante bueno

Bastante bueno

Bastante bueno

Bastante bueno

Bastante bueno

Bastante bueno

Muy moderado

Caldo de Czapek en Muy moderado

glucosa (Ref. H)

M.v. rojizo

M.v. rojizo

Aspecto rojo anaranjado
pardusco débil

Aspecto rojo anaranjado

Rosa amarillento a rojo
pardusco. Aspecto rojizo

M.v. rosa amarillento &
rojo pardusco.
Aspecto rosa rojizo

Velo rosa pardusco débil

velo gris rosa pardusco
débil
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Aparato aéreo (que com-
prende el conjunto del
micelio aéreo y de la
esporulacidén)

Pigmento soluble

Observaciones y pro-
piedad bioquimicas

Azul verdoso claro

Blanquecino a azula-
do. Muy moderadamen-
te desarrollado

Azul verdoso claro

Blanquecino a azulado.
Muy moderadamente de-
sarrollaedo

Blanquecino o muy poO=-
bremente desarrollado

Blanquecino., En es-

tado de trazas

Ninguno

Ninguno

rojo carmineo par-
dusco :

rojo carmineo

Anaranjado pardus-
co débil

Rosa anaranjado

rojo carmineo

Rojo carmineo par-
dusco

Ninguno

Ninguno

- Hidrélisis del almidén;

positiva, moderada

~ Hidrdlisie del almidén:

positiva, moderédda
- Esporas esféricas en

évalos cortos, que mi-:

1’1 /u.

Cadenas de esporas en

espirales mds o menos
abiertas que cuentan 2
a 5 6 6 vueltas

t

Produccién de nitritos:

positiva al comienzo de
los cultivos

Produceidén de nitritos: :

poaitiva.al comienzo de
los cultivos

Cm
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Medio de
cultivo

Grado de desa-
rrollo

Micelio vegetativo (M.v.)

)
Aspecto del cultivo

Caldo deCzapek
en la celulosa
(Ref. I)

Caldo nutriti-
vo nitratado
(Ref. J)

Gelosa de Ben-
nett (Ref. X)

Gelosa tirosi-
na-extracto de
levadura para
formacién de

%elamina (Ref.

Cultivo sobre pa
tata (Ref. M)

Gelatina pura
al 12% (Ref. N)

Leche desnata-
da (Ref. 0)

Gelosa de Tres-
ner y Danga
kRef. P)

Muy molerado

Moderado

bueno

Moderado

Bueno

Bastante bueno

Bueno

Moderado

velo blangquecino

anillo pardo rojizo claro

pardo rojizo

Pardo negrugzco

Pardo oscuro a pardo ana-
ranjado rojizo

Pardo negruzco

Anillo anaranjado pardua-
co a pardo rojizo

Gris negruzco
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Aparato aéreo (que com-
prende el conjunto del
micelio aéreo y de la

Pigmento soluble

Observaciones y pro-
piedad bioquimicas

esporulacién)

Ninguno . Ninguno Utilizaeidén de la celu-
losa: positiva, modera-
da :

Ninguno . Pardo Produccién de nitritos:

Azul verdoso claro
a azul grisaceo

Grisdceo .- Ppbremen-
te desarrollsdo

‘| Blanco-grisdceo a blan-

| ¢o rosado y.azul grisé-

ceo o claro. Bastante

gobremente desarrolla-
o

Ninguno .

Ninguno .

Hinguno .

Pardo rojizo

Pardo negruzco

Pardo anarenjado
a pardo negruzco

Pardo negruzco

Nada o grisaceo
débil

Negro

negativa

Produccidén de melanina:
positiva (lecturas efec-~
tuadas segin las reco-
mendaciones del autor)

Licuacién positiva, lenta

Ni coagulacidén ni peptoni-
zacién., Muy ligera acidi-
ficacidén del pH que pasa
mes

Produccidn de H,S: positi-
¥a (lecturas efectua~
das segin las recomenda-
ciones de los autores)
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El Streptomyces DS 7126, por la coloracidén azul a azul
verdoso de su micelio adreo esporulado, perienece & la serie
wCoerulescens" descrita por Gauze et col. Entre las copas
descritas en esta serie, presenta un micelio vegetativo que

se colorea de rojo como S. coeruleorubidus y S. bicolor.

Sin embargo, se diferencia de S, bicolor por el hecho de que
contrariamente a este ltimo, utiliza la celulosa, no coagu-
la lu leche, y sobre todo es susceptible de formar pigmento
soluble rojo que difune en la gelosa sobre medio sintético,
propiedad que no comparte més que con la especie S. coeruleo-

rubidus . Esta dltime propiedad unida al conjunto de sus ca-

récteres muestra que se liga a la especie S. coeruleorubidusw

La capacidad de Streptomyces coeruleorubidus DS T126 i

para utilizar diversas cepas de carbono o de nitrégeno pa~-
ra asegurar su degarrollo ha sido determinads segin el prin-
cipio del método de Pridhem et Cottlieb (J. of Bact. 56, 107-

114, 1948); el grado de desarrollo ha sido observado sobre el

medio de base indicado por los autores sustituyendo ya sea |
la glucosa por las diversas fuentes de carbono respectivamenﬁ
te ensayadas, o bién SO4(NH4)2 por las diversas fuentes de

nitrégeno respectivamente ensayadas.

Los resultados se indican en el cuadro siguiente:
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Fuentea de carbono

Fuentes de nitré-

ensayadas Utilizacién - geno ensayadas Utilizaeién
D-Xiloss positiva NOBNa positiva
L-Arabinosa positiva NO,Na positiva
L-Ramnosa positiva '804(ﬁH4)2 positiva
D-Glucosa positiva P04H(NH4)2 positiva
D-Galactosa positiva Uréde positiva
D-Fructosa positiva L-Asparagina positiva
D=-Mannosa . positiva Glicocola positiva
Lactosa positiva Sarcosina negativa
rﬁaltosa positiva DI~Alanina positiva
Sacarosa positiva DL~Valina positiva
Tréhalosa positiva I-Lisina positiva
Cellobiosa positiva DL-Metionina pogitiva,lenta
Dextrina positiva Taurina negativa
Inulina . negativa L-Tirosina poaitiva
Almidén positiva
Glicerol positiva
Eritritol negativa
Duleitol negativa
D-Mannitol ~poaitiva
| D=Sorbitol positiva
Inositol poaitiva
Salicina positiva
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El procedimiento de preparacién de 1la 32.999 RP con-
siste esencimlmente en cultivar las cepas de satreptomice«
tos citades mds erriba sobre un medio y en condiciones apro-
piadas en presencia de una cantidad suficiente de adyuvantes
y en separar el producto formado durante el cultivo.

El cultivo de los microorganismos puede efectuarse
por cualquier método de cultivo aerobic en superficie o en
profundidad, pero este (ltimo suele preferirse por razones
de comodidad. A este efecto se utilizan los diferentes ti-
pos de aparatos que son de uso corriente en la industria de
las fermentaciones.

En particular se puede adoptar la mercha siguiente pa-
ra la conduccién de las operaciones:

cepas productores - provisién

cultivo so?re gelosa

cultivo inoculo en ampolla agitada

cultivo inoculo en fermentador

cultivo de produccién en fermentador

£1 medio de fermentacién debe contener esencialmente
una fuente de carbono y wua fuente de nitrégeno asimilable,
elementos minerales, en particular cloruros o carbonatos,

y eventualmente factores de erecimiento, pudiendo ser apor-
tados todos estos elementos en forma de productos bién defi-
nidos o por mezclas complejas, tales como se encuentran en
los productos biolégicos de origenes diversos.

Como fuentes de carbono asimilable, se pueden utili-
zar hidratos de carbono tales como la glucosa, la lactosa,
las dextrinas, el almidén u otras sustancias carbonadas co-
mo los azidcares alcoholes (glicerol) o como algunos dcidos

orgénicos: 4cidos ldctico, citrico. Algunos aceites anima-

t
I
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les o vegetales como el aceite de sebo o el aceite de soja
pueden sustituir ventajosamente estas diferentes fuentes car-
bonadas o serle afladidas.

Las fuentes convenientes de nitrégeno asimilable son
extremadamente variadas. Pueden ser sustancias quimicas
muy simples como las sales minerales y orgénicas de amonio,
urea algunos 4cidos aminados. Pueden también ser aportadas
por sustancias complejes que contienen principalmente el ni-
trégeno en forma protidica: caseina, lactalbumina, gluten y
sus'hidrolisatos, harina de soja, de cacahuete; de pescado,
extfactoa de carne, de levadura, distiller's solubles, corn-
steep.

Entre los elementos minerales afiadidos, algunos pueden
tener un efecto tampén o neutralizantes como los fosfatos
alcalinos o alcalino-térreo o los carbonatos de calcio y
de magnesio. Otros aportan el equilibrié iénico riecesario
para el deaarrollo de los microorganismos y para la elabora-
ci&n del 32,999 RP como los cloruros y sulfatos de metales
alcalinos y alcalino-térreos. Por dltimo algunos actian més
especialmente como activadores de las reacciones metabdlicas
de los microorganismos y éon las sales de zinc, de cobalto,
de hierro, de cobre, de manganeso.

Los factores de crecimiento son genefalmente produc~
tos de naturaleza vitamfnica tales como la tiamina, la ribe-
flavina, el dcido pantoténico.

Los adyuvantes pueden ser afladidos durante diferen-
tes estadios del cultivo: cultivo inoculo en ampolla agita-
da, cultivo de produccidén en fermentador.

Sin embargo los mejores resultados se obtienen cuando

estos asdyuvantes son afiadidos ya sea al comienzo de la fase
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de produccién o bién durante ésta.

FEntre los adyuvantes que convienen particularmente
bién pueden ser citados la sulfanilamida, el sulfatiazol,
y la sulfapiridazina.

La concentracién del adyuvante en el medio de fermen-
tacién puede variar entre amplios limites segin la composi-
cién del medio de cultivo y segin la naturaleza del adyuvan-
te. Generalmente concentraciones comprendidas entre 0,01 y
1 g por litro de caldo convienen en particular.

El pH del medio de fermentacién en el arrangue del cul-
tivo debe estar comprendido entre 5,6 y 7,4 y preferentemen-

te entre 5,8 y 7,2. La temperatura éptima para la fermen-

tacién estd comprendida entre 25 y 309C, pero una produccién |
satisfactoria se obtiene para temperaturas comprendidas entrJ
23 y 339C. La aireacidén de la fermentacidn puede variar en-
tre valores bastante amplios. Sin embargo se han encontrado ;
que aireaciones de 0,3 @ 3 litros de aire por liiro de caldo

¥y por minuto son particularmente convenientes.

El rendimiento méximo entre 32.999 RP se obtiene des-

pués de 2 a 10 dfas de cultivo, dependiendo este tiempo esen:

|
!

cialmente del medio utilizado.

Segin lo que antecede, se concibe que las condiciones %
generales del cultivo de los microorganismos en presencia |
de adyuventes puedan variar entre una amplia medida y adap~ i
tarse a cada necesidad particular. |

El 32,999 RP puede ser separsdo de su medio de obten-
cién segin los métodos habituales de aislamiento de los an-
tibiéticos que pertenecen a esta familia.

Por ejemplo, el 32.999 RP puede ser extraido del medio

de fermentacién & un pH préximo de 9 por medio de un disol-
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vente orgénico tal como el cloroformo, el cloruro de metile-
no, el n.butanol o una mezcla de éstos disolventes en pro-
porciones convenientes. _

El mosto de fermentacién puede también ser filtrado en
presencia de un adyuvante de filtracién a un pH comprendido
entre 1,5 y 9. Resulta.ventajoso efectuar esta operascién en
medio 4cido, y en particular acidificando & un pH compren-
dido entre 1,5 y 2 por medio de écido oxdlico. Igualmente
es posible efectuar la filtracién a un pH comprendido entre

2 y 8 en presencia de un alcohol alifdtico que contiene 1 a

3 dtomos de carbono. El 32.999 RP puede ser extraido del £il

trado, después de la concentracién, por medio de un disolven-

te orgénico tal como el cloroformo, el cloruro de metileno,
el n.butanol o una mezcla de estoa disolventes en proporcio-
nes convenientes.

El 32.999 RP puede ser aislado de los extractos orgé-

nicos, después de lavados y extracciones sucesivas, por pre-

fio voldmen o por &dicién en un disolvente miscible en el que
el 32.999-RP es précticamente insoluble, tal como hexano,
trds la transformacién eventual del antibidtico en una sal
de adicién con un 4cido tal como el clorhidrato.

E1 32.999 RP puede ser eventualmente purificado por
las diversas operaciones clésicas de purificacién tales como
la criatalizgcidn o la cromatografia sobre diversos absor-
bentés.

El 32.999 RP y sus sales no itéxicas, es decir acep-
tables farmacéuticamente, 8e muestran particﬁlarmente acti-

vos sobre los tumores injectables del ratém a dosis compren-

s

didas entre 0,125 y 0,250 mg/kg i.p. sobre la leucemia L 121(
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1a leucemia P 388 y la leucosarcomatosis.

La toxicidad del clorhidrato del 32.999 RP ha sido
estudiada principalmente en el ratén., Su dosis letal 50 %
(DLSO) ha sido determinada (tratamiento durante 4 dias con-
secutivos) por via intra-peritoneal y es préxima de 0,4 ng/
kg,

Los ejemplos siguientes, dados a ti{tulo no limitativo,
muestran como la invencién puede ser puesta en préctica.
En lo que sigue:
a) La identificacién del 32.999 RP es efectuada por cromato-
grafia sobre capa delgada de gel de silice comparando los
Rf de los productos obtenidos al de la carminomicina o del
92,999 RP en el mismo sistema de disolvente.
b) La produccién del 32.999 RP es determinada a partir de
los cromatogramas sobre capa delgada, ya sea segin las inten-
sidades comparadas de las menchas correspondientes del extrac
to y de la del 32.999 RP puro tomado como referencia o bién
por comparacidén de las superficies de los picos registrados
en el lector de placa "Chromoscgn“ e incluso por dltimo do-
sificando colorimetricamente el 32.999 RP elegido del sopor-
te cromatogrifico a nivel de la mencha del producto buscado.
Ejemplo 1

Se prepara un medio de cultivo A que tiene la composi-

¢cién siguiente:

-harina de soja 8 g
-levadura de panaderis en pan 40 g :
-lactose pura 58 g
-clorurc de sodio 2 g
~fosfato monopotésico lg

-gulfato de magnesio heptahidra- 0,1 g
tado
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~sulfato ferroso heptahidratado 0,1 g
-sulfato de zinc heptahidratado 0,1lg
-agua destiladsa & 750¢ 800 cm3

El pH de la suspensién es ajustado a 6,5 por adicidn

de 1 cm3 de sosa 10 N, y después se afiade:

-glicerina (d = 1,26) 19 g
-carbonato de calecio 2 g
-agua destilada complemento a 1000 cm3

3 a razén

Este medio es repartido en ampollas de 300 cm
de 50 cm3 por ampolla., Las ampollas son esterilizadas a
122°C durante 20 minutos. Después del enfriamiento el pH
dei medio es de 5,9. Se prepara, ademds, una solucién este-
ril de sulfanilamida a 10 mg/cm3 y & un pH de 9,0 por diso-
lucién de sulfanilemida en una mezcla de sosa SVN y de agua
destilada y después filtracién sobre membrana "Millipore
0,45/u".

Las ampollas que contienen el medio esteril A se repar-
ten en 6 lgtes de 2 ampollas cada uno.

Las ampollas del lote A, no reciben adieién complemen-
taria,

"Las ampollas de los otros 5 lotes reciben las adicio-
nes complementarias siguientes:
-lote 4, : 1 em’ de la solucién de sulfanilamida (0,2 g/1)
-lote Ay : 2 em’ de la solucién de sulfanilamida (0,4 g/1)
~lote A, : 3 em’ de la solucién de sulfanilamidea (0,6 g/1)
~lote Ag : 4 cn’ de la solucién de sulfanilamida (0,8 g/1)
-lote Ag : 1 en’ de la solucién de sulfanilamida (0,2 g/1)

Las ampollas del lote Al Y las ampollas que han reci-

bido una adicién de sulfanilamida son sembradas, & razén de

2,5 cm3 por ampollas, con un cultivo inéculo de Streptomyces
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coeruloerubidus DS 7.126 (NRRL 8098) de 72 horas de edad.

Los cultivos son desarrollados en una mesa sgitada a
220 r.p.m. en un recinto a 269C., Las ampollas del lote Ag
reciben después de 48 y 72 horas de jncubacién 2 nuevas adi-
ciones de 1a solucién de sulfanilamida (concentracidén total
en sulfenilamida 0,6 g/1). Después de cada una de estas adi-
ciones la incubacién de las ampollas es reanudada en las mis-
mas condiciones de agitacién y de temperatura.

Después de 7 dias de incubacién en las condiciones in-
dicadas més arriba, se trata cada vez una ampolla de cada
uno de los lotes para dosificar el 32.999 RP. Este trata-

miento se efectda afiadiendo en cada ampolla 4 g de 4cido oxéd

3 de etanol

lico (lo que lleva el pH del mosto & 1,5) y 50 cm
absoluto. La ampolla que contiene esta mezcla es cerrada
herméticamente y colocada durante 1 hora en una mesa agita-
da a 220 r.p.m. La mezcla a continuacién es filtrada sobre
papel y el filtrado destilado a presidén reducida a 509C has-
ta la mitad de su volimen inicial (50 cm3). El concentrado
es ajustado a un pH de 4,5 por adicién de sosa 5 N y después
se afiude sucesivamente 50 cm3 de la mezcla cloruro de metile+
no n-butanol (80-20 en voldmen) y 25 cm’ de tampén borato
0,5 M a pH 9,0, Después de agitacidén en ampolla, se recoge
por decantacién la fase disolvente coloreada y se repite el
tratamiento sobre las aguas madre acuos&s que son consumidas
por 50 cm3 de 1a misma mezcla disolvente, Las fases orgdni-
cas son reunidas y secadas sobre sulfato de sodio anhidro.
El voldmen de la fase orgénica es finalmente ajustado a 100

cm’ por adicién de la misma mezcla disolvente.

Para determinar la produccidén de 32.999 RP ee croma-

tografia estos extractos sobre capa delgada.
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1)~ La produccién es evaluada cualitativamente depo-
sitando sobre placa de silicagel (Merck 60- soporte vidrio
sin indicador de fluorescencia) 1oo/u del extracto y 2,5 a
lo/ug de una referencia de 32.999 RP puro. Las placas son .
desarrolladas con la mezcla: cloruro de metileno - etanol -
4cido acético - agua (80/20/10/4 en voldmen). La presencia
eventual de 32,999 RP en los extractos es puesta en eviden-
cia, trds el desarrollo, examinando los cromatogramas ya sea
con la luz del dfe o bién con la luz ultravioleta a 254 nm,

2)~ La produccidén de 32,999 RP es medida cuantitati-

254 - soporte vidrio con indicador de fluorescencia) volime- |
nes de extractos determinados segin la cromatografia cualita-
tiva comprendide entre 10 y lOO/uI, Se.deposita'igualmente
sobre estas placas una gama (0,5 a 1,5/ug),de 32,999 RP purod
Las placas son desarrolladas con la mezcla disolvente descri=
ta més arriba. Trés el desarrollo, estas placas son coloca-
das en el lector de placa "Chromoscan" que registra los pi-
cos correqpondientes al 32.999 RP contenido en los extractos,
Se calculan las superficies de estos picos y laé correspon=-
dientes de la gama muestra de 32.999 RP puro y se determina
@8l la producecién del 32,999 RP de los cultivoa.
Con los cultivos tratados con la sulfanilamida se ha

obtenido con este método de dosificacidén los resultados si-

guientes:
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Lotes Sulfenilamida (g/1) | 32.999 RP (mg/1)
Al 0 0
Ay 0,2 0
Ay 0,4 26
8, 0,6 42
A5 0,8 33
Ag 0,6 (0,2 x 3) 50
Ejemplo 2

Se reparte en ampollas de 300 cm3 a razén de 50 cm

por ampolla un medio A idéntico al descrito en el ejemplo 1.

3

Igualmente se prepara una solucién de sulfanilamida

a 10 mg/cm3 en las condiciones descritas en el ejemplo 1.

Las ampollas que contienen el medio estéril A se re-

parten en 4 lotes Al’ Al', A5 y A5’ de 2 asmpollas cada uno

y se aflade en cada smpolla:

-lotes AS y As': 4 cm’ de la solucién de sulfenilemida (0,8

g/1) no experimentando las ampollas de los lotes Al y Al‘

adicidén alguna.

A continuscién se siembran todas las. ampollas:

~lotes Al ¥y A5 con 2,5 cm3 por ampolla de un cultivo inécu~

1o de Streptomyces coeruleorubidus DS 8899 (NRRL 3046) de

72 horas de edad,

-lotes Al' y A5' con 2,5 cm3 por ampolla de un cultivo iné- ;

culo de Streptomyces coeruleorubidus DS 31.723 (NRRL 3045)

de 72 horas de edad.

Los cultivos son desarrollados sobre mesa agitada a

220 r.p.m. en un recinto a 269C. Las ampollas encubadas 7
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dfas en estas condiciones son tratadas para dosificar el
32.999 RP como se describe en el ejemplo 1.

Las producciones siguientes han sido obtenidas:

Lotes Sulfanilamida | —Pweoduccién de 32.999 RP en mg/ll
Streptomyces | Streptomyces
(g/1) DS 8.899 DS 31.723
Al A'l 0 0 0
! 2
A5 A 5 0,8 17 5
Ejemplo 3

3 3

Se reparte en ampollas de 300 cm” a razdén de 50 cm

por ampolla un medio A idéntico al descrito en el ejemplo 1.
Igualmente se prepara una solucién de sulfanilamida

a 10 mg/cﬁ3 en las condiciones despritaé en el ejemplo 1.
Las ampollas que contienen el medio estéril A se re-~

parten en 4 lotes de 2 ampoilas cada una y se afiade en cada

ampolla:
3

3
3

-lote &, : 1 cm” de la solucién de sulfanilamida (0,2 g/1)

-lote A, : 2 cm” de la solucidn de sulfanilamida (0,4 g/1)
-lote A4, : 3 cm’ de la solucidén de sulfanilemida (0,6 g/1)
las ampollas del lote Ay no experimentan adicién alguna.

Después de estas adiciones se siembran todas las am-
pollas de los lotes Al, A2, A3 ¥y A4 con 2,5 cm3 por ampolla
de un cultivo inéculo de Streptomyces bifurcus DS 23.219
(NRRL 3539) de 72 horas de edad.

Los cultivos son desarrollados sobre una mesa agiteda
a 220 r.p.m. en un recinto a 269C, Las ampollas incubadas
7 dias en estas condiciones son tratadas para dosificar el

32.999 RP como se describe en el ejemplo 1. Las produccio-

nes giguientes han sido obtenidas:
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Lotes Sulfanilamida(g/1) 32.999 RP (mg/1)
Al ¢ 0
A, 0,2 36
Ay 0, 4 28
A, 0,6 13
Ejemplo 4

Se prepara un medio de cultivo B que tiene la composi~
cién siguiente:
-harina de soja 30 g
~distillers solubles 5&

-almidén paréialmente hidroli-

zado "Fox head" 5 g
-aceite de soja (d = 0,92) 27,5 8
-cloruro de sodio 10 g
-ggua destilada 1000 cm3

Este medio, cuyo pH se ajusta a 7,20 por adicidn de

3 3

sosa N se reparte en smpollas de 300 cm” a razén de 50 cm !
|
por smpolla y se esteriliza a 1229C durante 20 minutos. DesT
|

pués del enfriamiento el pH es de 6,60.

Se prepara una solucién acuosa de sulfanilamida idén-

tica a la.descrita en el ejemplo 1l.

Las ampollas que contienen el medio estéril B se re- E
parten en 2 lotes Bl \'g 52 de 2 ampollas cada uno. Las ampo-;
llas del lote B1 no reciben ninguna otra adicidén complemen- i
taria, Se afiade en cada ampolla: i
-lote B, : 2 em’ de la solucién de sulfanilamida (0,4 g/1) %
|

Después de estas adiciones se siembran todas las ampo-
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1llas de los lotes B; ¥ B, con 2,5 cm3 de un cultivo indeculo
de Streptomyces coeruleorubidus DS 31.723. (NRRL 3045) de
72 hores de edad. Los cultivds son desarrollados sobre una
mesa agitada & 220 r.p.m. ‘en un recinto a 269C., Las ampo-
1las incubadas 7 dias en estas condiciones son tratadés pa-
ra dosificar el 32.999 RP como se describe en el ejemplo 1.

Las producciones siguientes han sido obtenidas:

Lotes Sulfanilamida (g/1) | 32.999 RP (mg/l)

Bl 0 0

B, 0,4 7
Ejemgio 5

Se reparte en ampollas de 300 cm3 a razén de 50 cmjr
por ampolle un medio A idéntico al descrito en el ejemplo 1.

- Igualmente se prepara una solucién de sulfatiazol a
10 mg/cm3 en 1as condiciones descritas en el ejemplo l.

Las ampollas que contienen el medio estéril A se re-
parten en 4 lotes de 2 ampollas cada uno y se efectia en
cada ampolla las adiciones siguientes:
~lote Ap : 0,25 cm’ de la solucién de sulfstiszol (0,05 &/1)
-lote Ag : 1 cm’ de la solucidn de sulfatiazol (0,2 g/1)

-lote A9 : 0,5 cm3 de la solucién de sulfatiazol (0,1 g/1)

"las ampollas del lote A; no experiﬁentan adicién alguna.

Se siembra & continuacidén cada ampolla de los lotes

Ay, A7, Ags Ag, con 2,5 cm3 de un cultivo indculo de Strep-
tomyces coeruleorubidus DS 7.126 (NRRL 8098) de 72 horas de
edad. Los cultivos son desarrollados sobre una mesa agita-

da a 220 r.p.m. en un recinto a 269C. Las ampollas del lote
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A9 reciben después de 48 y 72 horas de incubacidén 2 nuevas
adiciones de 0,5 cm3 de la solucién de sulfatiazol (concen-
tpracién total en sulfatiazol 0,3 g/1). Después de cada una
de estas adiciones la incubacién de las empollas es reanuda-
da en las mismas condiciones de agitacidn y de temperatura.
Las ampollas son incubadas 7 dias y tratadas para dosi-
Picar el 32.999 RP como se describe en el ejemplo 1. Las

producciones siguientes han sido obtenidas:

Lotes Sulfatiazol (g/1) 32,999 RP (mg/1)
Al 0 0
Ag 0,05 0
Ag 0,2 51
Ag 0,3 (0,1 x 3) 64
Ejemplo 6
3 3

Se reparte en ampollas de 300 cm” a razdén de 50 cm
por ampolla un medio A idéntico al descrito en el ejemplo l.
Se prepara igualmente una solucién de sulfatiazol &

10 mg/cm3 en las condiciones descritas en el ejemplo 5.

Las ampollas que contienen el medio estéril A son re-

partidas en 4 lotes de 2 ampolles cada uno. Las ampollas
del lote 44 no reciben ninguna otra adicién complementaria.
Se efectia en cada una de las otras ampollas las adiciones
giguientes:

-lote A, ¢ 0,5 em’ de la solucin de sulfatiazol (0,1 g/1)

-lote Ay 2 cm? de la solucién de sulfatiazol (0,4 g/1)
-lote 4y ¢ 2,5 em’ de la solucién de sulfatiazol (0,5 g/1) |

Después de estas adiciones, se siembra todas las ampo- |
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3 de un cul-

llas de los lotes A,, AlO’ A1 Y A12 con 25 cm
tivo indeculo de Streptomyces coeruleorubidus DS 31.723 (NRRL
3045) de 72 horas de edad. Los cultivos son desarrollados
sobre mesa agitada & 220 r.p.m. en un recinto a 262C.

Las ampollas incubédas 7 dfas en estas condiciones son
tratadas para dosificar el 32.999 RP como se describe en el

ejemplo 1. Las producciones siguientes han sido obtenidas:

Lotes Sulfatiazol (g/1) | 32.999 RP(mg/1)
A | 0
YA 0,1 0
Ay 0,4 |
A, 0,5 13
Ejemplo 7

3 3

Se reparte en ampollas de 300 cm” a razén de 50 cm
por ampolla un medio A idéntdco al deserito en el ejemplo 1,
Igualmente se prepara una solucién de sulfatiazol a

10 mg/cm3

en las condiciones deacritas en el ejemplo 5.

Las ampollas que coniienen el medio estéril A se re-
parten en 4 lotes de 2 ampollas cada uno y se efectda en ca-
da ampolls las adiciones siguientes:
~lote 4,4 : 0,5 cm’ de la solucién de sulfatiazol (0,1 g/1)

-lote Ag : 1 cm’ de la solucién de sulfatiazol (0,2 g/1)

~ =lote A4 : 2 em’ de la solueidn de sulfatimzol (0,4 g/1)

las ampollas del lote Ay no experimentan ninguna adieién.
Después de estas adiciones, se siembra cada ampolla

dg los lotes Al"Alo’ A8 y All eon 2,5 cm3 de un cultivo

inéculo de Streptomyces bifurcus DS 23.219 (NRRL 3539) de
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72 horas de edad. Los cultivos son desarrollados sobre me-
sa agitada a 220 r.p.m. en un recinto a 26°C.

Las ampollas incubedas 7 dfas en estas condiciones son
tratadas para dosificar el 32.999 RP como se describe en el

ejemplo 1. Las producéiones siguientes han sido obtenidas:

Lotes Sulfatiazol (g/l1) 32.999 RP (mg/1)

Al 0 0

Ao 0,1 18

Ag 0,2 22

Ay 0,4 5
Ejemplo 8

Se prepara un medio de cultivo C que contiene:

-judias desgranadas 40 g
-distiller's solubles 10 g
-glucosa 15 g
-aceite de soja (d = 0,92) 18,5 g
-cloruro de cobalto hexahidratado 0,02 g

que es obtenido de la manera siguiente:

Las judias despuds de la coccidén en autoclave con
500 cm3 de agua destilada durante 45 minutos a 1229C son re-
ducidas a puré.

A continuacién se aftaden los distillers' solubles, el
aceite de soja, el cloruro de cobalto y el agua destilada
para obtener un voldmen de 900 em?,

El pH se ajusta a 7,2 por adicién de sosa 5 N. La

3 3

mezcla se reparte en ampollas de 300 cm” a razén de 45 cm

por ampolla. Las ampollas son esterilizadas a 1222C duran-

|
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te 20 minutos. Después del enfriamiento, se afiade estéril-

3 de una solucidén estéril de glu-

mente en cada ampolla 5 cm
cosa al 15 %. El pH de este medio estéril presto para la sie
bra es de 6,70. Se prepara igualmente una solucidn acuosa de
sulfatiazol idéntica a la que sSe describe en gl ejemplo 5._

Las ampollas que contienen el medio estéril C se re-
parten en 2 lotes C1 y C2 de 2 ampollas cada uno. Las smpo-
llas del lote C1 no reciben adicién alguha complementaria.
Se afiade en cada ampolla del lote C, 0,5 cm3 dé la solucién
de sulfatiazol (0,1 g/1).

Después de esta adicidén se siembra cada ampolla de

los lotes Cy y Cy con 2,5 cm3

de un cultivo indéculo de Strep-
tomyces bifurcus DS 23.219 (NRRL 3539) de 72 horas de edad.
Los cultivos son desarrollados sobre una mesa agitada a 220
r.p.m. en un recinto a 26¢C. Las ampollas incubadas 10 dias

en estas condiciones son tratadas para dosificar el 32.999

Las producciones siguientes han sido obtenidas:

Lotes Sulfatiazol (g/1) 32.999 RP (mg/1)

Cl 0 0

c, 0,1 16
Ejemplo 9

Se reparte en ampollas de 300 cm3 a razén de 50 cm3
por ampolla un medio A idéntico al descrito en el ejemplo 1.

Se prepara ademds una solucién de sulfapiridazina a

3

10 mg/em” disolviendo el producto en una mezcla de agua des-

tilada y de &cido clorhidrico 5 N. La solucién cuyo pH es
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2,0 es esterilizada por filtracidn sobre membrana "Millipore
0,45/ ¥

Las ampollas que contienen el medio estéril A se re-
parten en 3 lotes de 2 ampollas cada tno y se efectia esté-
rilmente en cada una de las ampollas las adiciones siguien-

tes: _
-lote Ay @ 0,5 cm3 de la solucién de sulfapiridazina (0,1
(g/1)
~lote Ay, 1 cm’ de la solucién de sulfapiridazina (0,2 g/1)
las ampollas del lote Al no experimentan adicién alguna.
A continuacidén se siembra cada ampolla de los lotes
Ay, AlB’ A14 con 2,5 cm3 de un cultivo indculo de Streptomy-
ces coeruleorubidus DS 7.126 (NRRL 8098) de 72 horas de edad.
Los cultivos son incubados durante 7 dfas con agita-
cidn en las condiciones descritas en el ejemplo 1. ILos re-

sultados de las dosificaciones efectuadas en las condiciones !

descritas en el ejemplo 1 son las siguientes:

Lotes - Sulfapiridazina (g/1) 32,999 RP (mg/1)
Al 0 0 ;
Ars 0,1 B
Ayy 0,2 32
Ejemplo 10 i

3 3

Se reparte en ampollas de 300 cm” a razén de 50 cm

por ampolla un medio A idéntico al descrito en el ejemplo 1.
Se prepara ademds una solucién de ametopterina a 20

mg/cm3 disolviendo el producto en una mezcla de asgua desti-

lada y de sosa 5 N. La solucién cuyo pH es de 10,0 es este-
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rilizada por filtracién scbre membrana "Millipore 0,45/u".
Las ampollas que contienen el medio estéril A se re- '
parten en 4 lotes Al, A15’ Als'y Al? de 2 gmpollas cada uno.
Las ampollas del lote Al no reciben ninguna adicién comple-
mentaria.
ﬁn cada una de las ampollas de los otros 3 lotes se
efectian las adiciones siguientes: .
-lote A15 : 0,25 em’ de la solucién de ametopterina (0,1 g/1)
-lote Ay 2 0,6 cm’ de la solucién de ametopterina (0,24 g/1)
-lote A9t 1 em’ de la solucién de ametopterina (0,4 g/1)
Despuds de estas adiciones se siembran cada ampolla

3

de los lotes Al, Al5’ A16 ¥y A17 con 2,5 cm” de un cultivo
inéculo de Streptomyces coeruleorubidus DS 7.126 (NRRL 8098)

de 72 horas de edad. ILos cultivos son'incubados durante 7

plo 1. 7 ,
Los resultados de la dosificacién del 32.999 RP efec~

tuada en las condiciones habituales son los siguientes:

Lotes Ametopterina (g/1) 32.999 RP (mg/l)

Al 0 0

Ayq 0,4 1
Ejemplo 11

3 3

Se reparte ampollas de 300 cm” a razén de 50 cm” por

ampolla un medio A idéntico al descrito en el ejemplo 1.

Se prepara ademés una solucién de barbital a 50 mg/’cm3
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disolviendo el producto en una mezcla de agua destileda y
de sosa 5 N. La solucién cuyo pH es de 11,0 se esteriliza
por filtracién sobre membrana "Millipore 0,45/u“.

Las ampollas que contienen el medio esferil A se repar-
ten en 4 lotes A4, A18’ A19 ¥ A de 2 ampollas cada uno ¥y
se efectia en cada ampolla de los lotes AlB ¥y A19 las adi-

ciones siguientes:

-lote Aqg : 0,5 cm3 de la solucién de barbital (0,5 g/1)

-lote Ajg ! 2 cm’ de la solucién de barbital (2 g/1)

no experimentando las ampollas del lote A4 ninguna adicién

y recibiendo las ampollas del lote AZO’ en las condiciones

indicedas a continuacién, una adicién durante el cultivo.
A continuacién se siembra cada ampolla de los lotes

Ay» Aygs Al9 Y Apq con 2,5 em”? de un cultivo inéculo de Strep

tomyces coeruleorubidus DS 7.126 (NRRL 8098) de 72 horas de

edad.

Las smpollas son incubadas en un recinto a 262C sobre |
mesa agitada a 220 r.p.m. Después de 24 horas de incubacidn
se afiade en cada ampolla del lote A,,, 1,5 cm3 de la solu-
cién de barbital (1,5 g/1) y la incubacién de estas ampollas

es continuada en las mismes condiciones de agitacién y de

temperatura.

Después de 7 diams de incubacién, las empollas son irg |

I
|
|
tadas en las condiciones descritas en el ejemplo 1. Los re-E
sultados siguientes han sido obtenidos: i

]

i
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Lotes Barbital (g/1) 32.999 RP (mg/1)
A 0 0
Ayg 0,5 11
A9 2 23
Ay 1,5 50 :

Operando como anteriormente, utilizando un medio de cultivoé
A repartido en lotes Ay, Ayy, Apoy Apg ¥ Ay, de dos ampolla%
cada uno, recibiendo los lotes Ay, Ays, A23 ¥y A24 adicio-

4
4

" nes respectlvaa de 0,5 g/1 de fenobarbital sédico, 0,5 g/1

de butobarbital sédico (sal de sodio del dcido butil-5 etll-
5 barbitdrieo), 0,5 g/1 y 2 g/1 de pentiobarbital (4cido

P

etil—S'(metil-l butil)-5 tiobarbitdrico}, y continuando la

S¥nruones

incubacién durante 9 dias, se obtienen los resultados i~

srave v e

guientes: :
Lotes Adyuvantes (g/1) 32.999 RP (mg/l) é
Al 0 0 g
Ayy fenobarbital 0,5 9 :
Ay butobarbital 0,5 12
A237 pentiobarbital 0,5 12 é
A24 pentiobarbital 2 22 ?
Ejemplo 12 :

a) fermentacién
Se carga en un fermentador de 75 litros:

-harina de soja 1500 g

R T N LR R
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-distillers' solubles 250 g
~almidén parcialmente hidrolizado 1750 g
-aceite de soja 750 g
-cloruro de sodio 500 g
-agua de ciudad Q.S.p. 45 litros

3 de sosa

El pH se ajusta a 7,50 por adicién de 40 cm
10 N. Se estériliza el medio por burbujeo de vapor a 1229C
durante 40 minutos.

Después del enfriamiento y en virtud de la condensa-
cién del vapor durante la esterilizaciém, el volidmen del
caldo es de 50 litros; el pH es de 6,70. Se siembra enton-
ces con 200 cm3 de un cultivo en erlenmeyer agitado de Strep-

tomyces coeruleorubidus DS. 7.126 (NRRL 8098). El cultivo

es desarrollado a 30°C durante 25 horas agitando y aireando

con aire estéril; resulta entonces conveniente para la siem-
bra del cultivo productos;
El cultivo productor es efectuado en un fermentador

de 800 litros cargado con las sustancias siguientes:

-harina de soja 3,2 kg

-crema de levadura de panaderia 24 kg

~-lactosa 23,2 kg

-cloruro de sodio 0,8 kg

-fosfato monopotdsico 0,4 kg

-sulfato de magnesic heptahidratado 0,04 kg

~-gulfato ferroso heptahidratado 0,04 kg

~-sulfato de zinc heptahidratado 0,04 kg %
~antiespuma 30 cm3

-ague de ciudad complemento a 200 litros

Después de haber ajustado el pH a 6,50 por adicién

de 210 cm3 de sosa 10 N, se afiade:
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-glicerina . 7,6 kg
-carbonato de caleio 0,800 kg
-agua de ciudad complemento a 360 litros

El pH del medio es entonces igual a 6,45. Se esteri-
liza el caldo por burbujeo de vapor a 1229C durante 40 mi-
nutos; después del enfriamiento, y en virtud de la condénsa-
cién del vapor durante la esterilizacién, el volumen del cal-
do es de 400 litros; el pH del medio es de 6,25.

Se afiade entonces 10 litros de una solucién acuosa es-
téril que contiene
-sulfanilamida 308 g

El pH del caldo resulta igual a 6,80, Se siembra con
40 litros del cultivo inéculo en fermentador de 75 litros
descrito anteriormente. El cultivo es mantenido a 27°C agi-
tando con una turbina que gira & 205 r.p.m. y &ireando con
un voldmen de aire de 20 mB/h. Al caﬁo de 24 horas-de cul-
tivo.se afiaden 3 litros de solucién acuosa-estéril que con-
tienen:
~sulfanilamida 44 g
y se continda la fermentacién. Después.de 140 horas de cul-

tivo, el pH del caldo es de 6,75 y su volumen de 350 litros;

b) Extraccidn

A 350 litros de mosto obtenido anteriormente se afia-
den 350 litros de metanol y de sosa 6 N para llevar el pH a i
7,5 Se agite durante una hora, Después de la adicién de
25 kg de adyuvante de filtracidn, la suspensién es filtrada
sobre filtro prensa., Se recoge el filtrado. La torta es

lavada por 100 litros de metanol acuoso 8l 50 %. E1 filtra-

do y el lavado son reunidos y concentrados a presién reduci-
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da hasta un voldmen de 250 litros. Después de la alcalini-
zacién por adicién de 220 em’ de sosa 6 N el antibiético con
tenido en este concentrado es extraido por 2 veces 150 litros
de 1la mezcla cloruro de metileno-butanol (80-20 en voldmen) .
Los 238 litros de extractos orgénicos reunidos son concen-
trados a presién reducide hasta un volimen de 30 litros. Se
afiade entonces al concentrado 100 cm3 de n-butanol saturado
en dcido clorhidrico 11N. Después de la concentracidn hasta
un voldmen de 3 litros, se afiade lentamente la solucidn en
21 litros de hexano. El precipitado obtenido es escurrido,
lavado y secado. Se obtienen asi 137 g de clorhidrato de
32,999 RP bruto.

c) Purificacidn

1) 112 g de clorhidrato bruto de 32.999 RP obtenidos como

se ha indicado anteriormente son puestos en solucidén en un
litro de agua a 50%C. La solucién, cuyo pH es de 2,9, se
filtra sobre vidrio caleinado. Las impurezas coloreadas con
tenidas en este filtrado son extraidas por 2 veces 500 cm3
y después 1 vez 1 litro de cloroformo. Después de la adi-
cién de 75 g de cloruro de sodio & la fase acuosa se exirae
el antibiético por 2 veces 0,5 litros de n-butanol. E1 pH
de la fase acuosa se ajusta a 9,5 por adicién de sosa concen-
trada y el antibidtico que permanece es extraido por 0,5 1li-
tros de n-butanol.

Los extractos butanélicos que contienen el antibiéti-
co son reunidos y concentrados a presién reducida hasta un
volumen de un litro. Se afiede entonces 1 litro de clorofor-
mo a este concentrado. La solucién es lavada por 2 veces
500 em’ de agua alcalinizada a pH 9,5. Las aguas de lavado

3 de la nmezcla cloroformo

son extraidas por 2 veces 500 cm



10

15

20

25

- 42 -

n-butanol (80-20 en volumen) a pH 9,5. Los extractos orgé-
nicos son reunidos y después concentrados a presién reducida.

Durante la concentracidn se afiaden 300 cm3

de la mezcle n=-
butanol - agua - 4cido clorhidrico 11 N (94-5-1 en voldmen).
La concentracidn es continuada hasta la obtencién de un vold-

3

men de 150 cm” y después la solucién es afiadida lentamente

a 2 litros de hexano. El precipitado obtenido es escurrido,
lavado y secado. Se obtienen asi 30 g de un producto que
contiene clorhidrato de 32.999 RP.

2) 13 g de producto aai obtenido son puestos en solucién en
26 om’ de la mezcla agua - dioxano (20-80 en voldmen) a 3590;

El antibiétiéo cristaliza por adicién lenta de 624 cm3 de

. dioxano. Después de 3 horas de agitaciém, los cristales son

escurridos, lavados y secados. Se obtienen asi 2 g de un

“producto cristalizado que contienen clorhidrato de 32.999 RP.

3) 4,47 g de un producto eristalizado obtenido eomo se ha in-
dicado aenteriormente son puestos en solucién en 40 cm3 de
agua. La solucidn es filtrada: El clorhidrato del antibié-
tico 32.999 RP contenido en el filtrado cristaliza por adi-
cién de 405 cm3 de acetona agitando. lLos cristales obteni-
dosson escurridos, lavados y secados. Se obtienen asi 2,47
g de un producto que contiene clorhidrato ae 32,999 RP cris-
talizado. |

4) 2,84 g de producto obtenido como se ha indicado anterior-
mente son puestos en solucién en 28,4 cmade la mezcla meta-
nol-acetona (50-50 en volumen). Se -afiade a la solucién 16,9
cm’ de la mezcla acetona -~ agua (84-16 en voltmen). Por ca-
lentamiento a 30°C y después enfriamiento el clorhidrato del

32.999 RP cristaliza. Los cristales obienidoe son escurri-

dos, lavados y secados. Se obtienen asi 2,23 g de clorhidra-
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to semipurificado de 32,999 RP cristalizada.

s) 1,85 g, de clorhidrato semi-purificado obtenidos como se ha
indicado anteriormente son puestos en solucién en 400 cmd de
agua a uﬁ pH de 5,5. Impurszas coloreadas son sxtrafdas de esta
solucidn por 10 vecss 400 cmS de la mezcla n.butanol - clorofog
mo (20 - 80 en volumen), Por concentracién de la fase acuose du
rante la cual se aflade n-butanol se obtisne una fase butandlica
de 75 em° que es aiadida lentamente en 1,5 litros de hexano. El
precipitado obtenido es escurrido, lavado y secado. Se obtienen
asf 1,4 g. de clorhidrato de 32,999 RP puro.

Las Figuras 1 a 6 llevan la siguiente leysnda:

A - Densidad ptica; B - Nanémetro; C - Longi=~
tud de ondas (micrones); y D - Ndmero de ondas (em=1).

Descrita suficientemsnte la naturaleza del inven=
to, as{ como la manera de realizarlo en la prdctica, debe hacer
se constar qua las dispasicionas antsriormante indicadas son
susceptibles de modificaciones de detalle sn cuante no altaraen

su principio fundamental,
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REIVINDICACIONES

1l.- Procedimiento de preparacidn de una nueva sus-—
tancia antitumoral Bdsica, designada por el mimero 32.999 RP,
de férmula:

CHOH—CH3

- OH

g—“’ﬁ
HO 0 OH 0-CH-CHp~CH~CH~CH~CE,

CH20H

en forma de base libre o de sal de adicidn con un 4cido, carac-
terizado porque se cultiva un Streptomyces slegido entre S.
ceoruleorubidus (NRRL 8098, 3045 & 3046) o S. bifurcus (NRRL
3539) en un medio nutritivo nireado que contiene fuentes de
carbono y de nitrdgeno asimilables y sales minerales en pre—
sencia de activadores elegidos de enire ametopterina, barbi-
tal, fenobarbital, butobarbital, pentiobarbital, sulfanilami-
da, sulfapiridacina y sulfatiazol, y después extrae el antibid-+
tico del medio de cultivo por un disolvente orgdnico, se puri-
fica por cromatografia o cristalizacidn y eventualmenie se
transforma la base en sal de adicidn con un 4dcido.-

2.~ Procedimiento de preparacidn de una nueva sus-
tancia antitumoral bdsica, designada por el nimero 32.999 RP,
tal y como queda sustancialmente deserito en la presente ¥emo-

ria e ilustrado en los adjuntos dibujos.

Bsta Memoria consta de 44 hojas escritas s mdquina

por una sola cara. ITI A
Madrid,

RHONE-POULENC_INDUSTRIZS. 5
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