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| ‘nol saturado de agua a 209C, de 5 mg/cm’ aproximadamente en

-2~

La presen&g‘invencién se refiere a un procedimiento
para la obtencién de un nuevo derivedo del naftaceno de fér-

mula:

OH

CHOH—CH3 (1)
-0H

°—
0-CH-CH.,~CH-CH=-CH=CH

2 | ‘ i |
NHZOH

El producto de rdrnuii I, que seréd designado pbr el
nimero 32.999 RP, presenta;in interés particulaf como conse-
cuencia de su actividad an%itumoral¢

| El 32.999 RP es un éompuesto bdasico de color rojo oe-
‘euro que forma sales con los dcidos.

El clorhidrato del 32.999 RP es soluble & razén de

100 mg/cm3 aproximadamente en'elrmetanol, piridina, dimetil-

formamida y agua, de 10 mg/cm3

aproximadamente en el n.buta-
el etanol, y précticamente insoluble (menos del 0,1 mg/cm3)
en la acetona, el clorofofmo, el cloruro de metileho, el ace-
tato de etilo, el benceno, la metilisobutilcetona, el dioxan-
no 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 Ob= 29,41 Nb=2,39 Cl% = 6,0
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Ademds se caracteriza por las propiedades fisicoqui-
micas,
- aspecto: polvo microcristalino, rojo anaranjado
- punto de fusién: hacia 2009C (con descomposicién)
- Roder rotatorio: (determinado en solucién al 0,09% en el
etahol al 0,1 % de HC1 1IN)

20 = 4 2080 + 320
[Q’J D -

- espectro ultra-violeta: determinacidén a partir de una solu-

cién a 10,65 mg/1 en el etanol al 0,1% de

HC1 1N,
Méximo de absorcidn a : g 1%
’ lcm
233 nm 620
254 nm . 495
292 nm . 140

Este espectro se representa por la figura 1.
- especiro visible: determinacién a partir de una solucidn
a 10,65 mg/1 en el etanol a 0,1% de HC1

1N,
Méximo de absorcidn a : E 1%
* lcm
493 nn 272
512 nm 189
527 nm 190

Este espectro se representa por la figura 2.

- espectro infrarrojo: determinacidn a partir de comprimidos
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en mezcle con KBr)

Este espectro se representa por la figura 3 en 1a que

se ha llevado en abscisas, por'una parte las longitudesnde

onda expresadas en micrones (escala superior) y, por otra,

los nimeros de ondas en cm"1 (eecalarinferior) y en ordena-

das las densidades 6pticas.

En el cuadro I se indicen las principales bandas de

absorcidén infrarroja para este producto expresadas en nume-

3410
3250
3220

3050
2970
2930
2900
2860
2820

"ro de ondas (em”

F

2680 ep.

ep. 2600 ep.

epe.

€De

ep.

ep.
ep.

1980 tf

1930 ep.
1900 tf
1800 tf
1735 ep.
1690 ep.
1635 ep.
1600 tF.

tF

F

h.

1580 ep.
1510 ep.
1460 F

1440 F
1405 F
1370 ep.
1315 ep.
1285 F
1255 m
1235 F

muy fuerte
fuerte

n = media

1195
1165
1115

1062

725 1
708 m

',f695 ep.

- . 665 ep.

F 915 8P
F 885 nm
F 875 m
F 845 ep.

1050 ep. 840 ep.
1030 ep. 820 F

1010 ¥

985

810 ep.
F 780 m

960 ep. 762 m

930 m

.
tt

750 m
dévil
muy débil

'ep. = hombro

640 ep.
625 ep.
600 m
580 £
565 £
540 £

530 £
485 m

475 ep

465 £

450 ep

438 m

415 tf

El 32.999 RP puede caracterizafse por cromatografia

te de desarrollo la mezcla clorurc de metileﬁo - écido fér-

~ sobre capa delgada de gel de ailice utilizando como disolven{

mico - metanol (80-17-3’en voldmen) a una temperatura de 24°§

C. En este sistema el clorhidrato del 32.999 RP tieme un

Rf préximo de 0,2.

!

La hidrdélisis 4cida del 32.999 RP o de una de sus sa- I,
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les permite obtener el producto de fdérmula:

CHOH—CHB

- OH
(11)

HO ¢ oH

que es la aglicona del 32.999 RP.

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

Este producto presenta ademéds las propiedades fisico-
quimicas siguientes:

- aspecto: polvo microcristalino rojo anaranjado
-~ punto de fusién: hacia 1852C (con descomposicién)
- andlisis elemental: es préximo de:

C% = 61,57 H¥% = 5,31 0% = 30,16

- poder rotatorio: (determinade en solucién al 0,1% en el

dioxanno)
Lo¢7 20= + 2490 & 329

- espectro ultra-violeta: determinacién a partir de solucio- |

nes a 50 y 5 mg/1 en el etanol al 0,1% de HCl 1IN

i
i
!
t
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Médximo de absoreidn a: E i tm
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/1 en el etenol al O,i% de HC1 1N '

|, . ] 1%

yéxfmo de absoreidén a: B 1 em
493 mn 370
515 nm 255
528 nm 270

Este espectro se representa en la figura 5.

- espectro infrarrojo: (determinacidén a partir de comprimi~

dos 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

onda expresadas en micrones (escals superior) y, por otra,

los nimeros de onda expresados en em~L (escala inferior) y

en ordenadas las densidades épticas.

En el cuadro II se indican las principales bandas de

ro de ondas (cmfl);

. absorcién infrarroja para este producto expresadas en nime-
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3500 ép. 2680 ép. 1412 F 1095 £ 910m 740 m 530 tf
3420 F 1980 tf 1370 F 1070 ép.885 m T10m 505 ép.
3360 dp. 1705 £ 1315 ép 1062 F 875 m 700 ép.485 m
3080 ép.71640 ép 1285 tF 1050 ép 865 £ 680 tf 465 m
2075 m 1600 tF 1255 tF 1030 m 840 m 665 tf 450 m
2925 m 1580 4p 1240 ép 1020 m 815 F 625 ép 435 m
2910 ép. 1540 ép. 1195 F 1005 m 805 ép 595 £ 385 tf
2800 ép 1458 F 1165 F 975 m 785 6p.585 £ 360 tf
2860 ép. 1448 F 1130 m 950 m 775 ép.570 £ 320 tf
925 m 765 m 545 £

tF = muy fuerte F = fuerte m= media

f

La aglicona del 32.999 RP puede ser caracterizada por

daépil tf = muy débil ép. = hombro

cromatografia sobre capa delgada de gel de silice utilizan-
do como disolvente dé desarrollo la mezcla éloruro de meti=-
1eno-4cido férmico - metanol (80-17-3 en volimen) a una tem-
peratura de 249C. En este sistema la aglicona tiene un Rf
préximo de 0,7.

Segén la presente invencién, el 32.999 RP puede obte-
nerse & partir de los medios de ealtivo de un nuevo microor-
ganismo, identificado completamente a continuacidn, que per- '
tenece al género-estireptémices y designado por la denomina-
cién Streptomyces atroviolaceus DS 8938. Una muestira de es-
ta cepa ha sido depositada en U.S. Department of Agricultu-
re en Peoria, Illinois, bajo el nimero NRRL 8148. Muestiras
de este microorganismo pueden obtenerse de este laboratorio
con referencia al presente documento.

Este organismo, que ha sido aislado a partir de una
muestra de tierra, presenta cardcteres que no han permitido

jdentificarlo con una especie ya descrita. Debe por tanto
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ser considerado.como una especie nueva. ‘
El aislamiento ha sido efectuado siguiendo el método

general que consiste en poner una pequefla cantidad de tie- )

rra en suspensidn en aguaidestilada estéril, en diluir la sug|.

pensién a'difgngnteg concentraciones, y en extender un pe-
quefio volimen.de:;cada diluciénnsobre la superficie de cajas
de Petri que contienen un medio nutritivo gelosado. Despuéds
de una incubacién de algunos dias a 26°C, que permite a los
micfoorganismogideaarrollarse, las colonias que se desean
aislar paré continuar asi el estudio son tomadas y transplan-
tédaa'sobre gelosas nutritivas a fin de obtener aaircultivos
més abundantes. 7
Streptomyces atroviolaceué DS 8938 formaAesporas ova-
les que miden 0,4 a 0,6 /0,6 a 0,9 /4« Desarrolla esporo-

foros no ramificados que toman origen en el mlcelxo aéreo.

Sus cadenas de eaporas son largas, que cuentan en general va-

rias decenas de esporas, y se enrollan deacribiéndo varias

vueltas en espiral generalmente cerradas, Por su forma de

esporulacién, esta cepa se clagifica en la Section Spira de
la clgéificacién de Pridham,

Streptomyces atroviolaceus DS 8938 se desarrolla per-
fectamente a 252C y a 309C, menos a 37¢C Y nada a 50°C, For-
ma & menudo sobre sus medios de cultive un micelio vegetati-~
Vo en primer lugar pardo amerillo & pardo rojo que rédpidamen-
te toma un tinte oscuro que va de pardo muy oscuro a pardo
violeta o pardo negruzco. La esporulacién.no se desarrolla
més que sobre un nimero de medios limitado, donde aparece
dificil y tardiéﬁénte, haciendo tomar entonces al micelio

aéreo una colorac;én gris muy clara; es preciso hacer notar

por otra parte que en un cierto nimero de medios el micelio
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aéreo es susceptible de teflirse de rosa pdlido cuando el
pigmento soluble violeta oscuro se produce en abundancia
por el cultivo,

Streptomyces atroviolaceus DS 8938 no produce pigmen-
to soluble meldnico negro sobre la gelosa especial tirosina-
extracto de levadura de Waksmsn (Melanin formation medium);
sin embargo es susceptible de elaborar sobre numerosos medios|,
tanto sintéticos como orgénicos, pigmentos solubles que en=-
sombrecen la gelosa coloredndola en pardo violdceo, violeta
negro, perdo negruzco o0 negro.

En sus cultivos efectuados a 26%C, presenta los carédc-

teres bioquimicos siguientes:

- produccidén @e melanina : negativa
- produccién de HpS : negativa
- tirosinasa’ : negativa
- licuacidén de la gelatina : positiva
- utilizacién de la celulosa : : negativa

débilmente positi=
va sobre medios

- produccidén de nitritos a

partir de los nitratos sintéticos al co-
mienzo de los cul-
tivos

- hidrolisis del almidén

.e

positiva

ni coagulacién ni !
peptonizacién pH
8in cambio apre-
ciable en 1 mes.

..

- cultivo sobre lecho

Los carédcteres de cultivo de Streptomyces atreviolaceus
DS 8938 son resefiados en el cuadro siguiente. Son estos cul-
tivos llegados a un buen estado de desarrollo, es decir apro

ximademente de tres semanas a 269C, salvo indicaciones con-

trarias. Estos cardcteres han sido observados sobre gelosas

nutritivas y caldo habitualmente utilizado para determinar
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los cardcteres morfolégicos de las cepas de estreptomices,

siendo efectuados los cultivos sobre medios gelosados, aobre

gelosas

tivo empleados han sido preparados segin las férmulas indi-
cadas en "The Actinomycetés", S.A. WAKSMAN, p. 193-197, Chro-
nica Boténica Company, Walthasm Mass., U.S.A., 1950; en este

caso se

ha sido

o constituciones de los demds medios son las siguientes:

. col. - Antibiotics Annual, 1956-1957, p. 950

" Ref. D - “Hickey and Tresnegs‘ Agar" - T7.G. PRIDHAM

inclinedas. Un cierto nimero de los medios de cul-

indican por la letra W seguida del ndmero que les

atribuido en "The Actinomycetes". Las referencias
Ref. A. - "Yeast Extract Agar" - T.G. PRIDHAM et

Ref. B - "Bennett's Agar®- S.A. WAKSMAN - The Acti-
nomycetes, vol; é,;p. 331_— n® 30 - The’Williams and
Wilkins Company, Béltimore; 1961 |

Ref, C- Férmula w-é}, adicionada de 2% de gelosa

et col. - Antibioties annual, 1956-1957, p. 950
Ref. E - "Tomato Paste Catmeal Agar" - T.G. PRIDHAM
et col. - Antibiotics Annual, 1956-1957, p. 950
Ref. F - "Melanin formation medium" - S.A. WAKSMAN
The Actinomycetes, vol. 2 p. 333, n® 42 - The VWi-
lliams and Wilkins Company, Baltimore,_196ll 7

Ref. G - W.E. GRUNDY et col. - Antibiotics and Chem.
2, 401, 1952

Ref, H - “Inorganic Salts - Sterch Agar" - T.G. PRID4.
HAM et col. - Antibiotics Annual 1956-1957, p. 951 |
Ref. I - Correabonde a la férmula W-1, donde 3% de
sacarosa son sustituidos por 1,5% de glucosa

Ref. J - Correaponde'a la férmuls W-1, donde 3% de

sacarosa son sustituidos por 1,5% de glicerol
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Ref. K - Corresponde & la férmula W-18, donde 3% de
sacarosa es sustituida por 1,5% de glucosa

Ref. L - Corresponde a la férmula W~18, donde la sa-
carosa es suprimida y sustituida por pequefias bendas
de papel filtro sumergidas parcialménte en el liqui-
do

Ref, M - "Manual of Methods for Pure Culture Study

of Bacteria" - Society of American Bacteriologists
Geneva, N.Y. 1150 - 18

Ref., N - "Plain gelatin® - preparado segin las indi-
caciones del "Manual of Methods for Pure Culture Stu-
dy of Bacteria" - Society of American Bacteriologistq
Geneva, N.Y. II 50 - 18

Ref., P - Leche desnatada en polvo comercial - recons-

titufda segin las indicaciones del fabricante

Ref. Q - Medio indicado para la bisqueda de la pro=-

duceidn de H,S por : H.D. TRESNER et F. DANGA = Jour-
nal of Bacteriology, 76, 239 - 244, 1958.
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extracto de le-

vadura para for-

macidn de melanzn
(Rafo F)

Medio de Grado de Micelio vegetativo (H.v.)
‘ (]
cultivo desarrollo Aspecto del cultivo
Gelosa en extrac- | Bueno Aspecto pardo negruzco
to de levadura de : . S '
Pridham :
(Ref. A4)
Gelosa de Bennett | Bueno Aspecto pardo obscuro
(Ref. B -
Gelosa de Emerason | Bastante. u.v. pardo eanaranjedo obacu-
. (Ref. C) |bueno  :- | roa pardo violeta - :
Gelosa de Hzckey Baatante H.v. Pardo v;olaceo
¥ Tresner ‘bueno % obscuro -
' (Refo D) :
' Gelosa en harina | Bastante M.v. Pardo muy obscuro
de avena y en ex~ | bueno
tracto de tomate
| de Pridham
(Ref. E)
Gelosa glucosa peg
tona- , -
(W-6) . Medio H.v. pardo anaranaado a
' pardo vxoleta obscuro
Gel?gas?utritiva Moderado K.V, violeta rosa pardusco
Gelosa tirosina- Hoderadc' M.v. violeta obscuro
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Aparato aéreo (que com-
prende el conjunto del
micelio aéreo y de la
esporulacién)

Pigmento soluble

Observaciones y pro-
piedades bioquimicas

Blanco-grisaceo modera-
damente desarrollado

Blanguecino a rosa gri-
sdceo violaceo muy claro.
Moderadamente desarrolladd

- Blanquecino & rosa grisa-
ceo violaceo muy claro.
Pobremente desarrollado

Blanco-grisaceq a viole-

ta rosa més pdlido. Bas-

tante pobremente desarro-
1lado

Blanco-grisaceo, Modera-
damente desarrollado

Blanco-grisaceo. En es-
tado de trazas

Ninguno

Ninguno

Negro

Pardo negro

Pardo anaranja-
do muy obscuro
que va hacia par
do negruzco

Pardo negruzco
violaceo

Pardo negro

Pardo anaran-
jado

Pardo anaranjado

Violeta pardusco

Esporas que miden 0,4

a 0,6 u/0,6 a 0,9 u.
Esporoforos no ramifi-
cados; cadenas de espo-
ras que se enrollan for
mando varias vueltas de
espirales cerradas.

Produccién de melanina: nega-

tiva (lecturas efectuadas se-
gin las recomendaciones del
autor)
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i

Medio de cultivo Grddo de de- | Micelio vegetativo (M.v.)
sarrollo 0 .
s Aspecto del cultivo

Gelosa en malato de | Moderado aspecto pardo amearillo
calcio de Krainsky : grisaceo
(Ref. G)

. ?f‘,
Gelosa en ovalbumina| Muy pobre M.v. incoloro a amarillen-
(W-12) N to. Muy pobremente desa-

: rrollado .

Gelosa glucosa-as- Kod%rado' ¥.v. pardo amarillo obs-
peragina (W-2) : curo
Gelosa glicerina- Bastante M.v. pardo negruzco
asparagina bueho
Gelosa almidon- Baeiante M.v. pardo muy obscuro
sales minerales de buefio | :
Pridham (ref. H) X
Gelosa almidon-ni- Moderado M.v. violeta obscuro
trato (W-10) : o : ,
Gelosa sintética Bueno M.v. pardo negruzco
de Czapek en sa- :
carosa (W-1)
Gelosa sintética Bastante M.v. pardo violeta obs-
de Czapek en glu- bueno euro :
cosa (ref. I)
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Aparato aereo (que
comprende el con-
Junto del micelio

hjbreg y de la esporu

Pigmento soluble

Observaciones y propiedades
bioquimicas

Blanco-grisdceo. Muy mo-
deradamente desarrollado

Ninguno

Blanco-grisaceo en
estado de trazas

Blanquecino. Muy mode-
radamente desarrollado

Blanco amarillento a
blanco-grisaceo. Muy
moderadamente desarro-
llado

Blanco-grisaceo a-vio-
leta rosa débil.,

Muy moderadamente desa-
rrollado

Blanco-grisaceo a'gris
rosa pdlido.

Bastante pobremente desa-
rrollado

Blanco-grisaceo. °
En estado de trazas

Gris pardo

Ninguno - o par-
dusco extremada-
mente débil

Pardo negro
Pardo negro

Pardo negruzco

Violete rosa
pardusco

Negro

Pardo anaranja-
do violéceo

Solubilizacién del malato:
positiva pero no completa

Hidrolisis del almiddén: positi-

va

Esporaa oralea, que miden 0,4 &
u/0,6 a 0,9

Espo oforos no r flcados. Ca-~

denas de esporas que se enrollan

formando varias vueltas de espi-

rales cerradas.

Hidrolisis del almidén: posi-
tiva
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Medio de cultivo Grado de desa-| Micelio vegetativo (M.v.)

rrollo o
Aspecto del cultivo
Gelosa sintética Bastante M.v. pardo obscuro & vio-
-1 de Czapek en gli=- bueno leta pardusco
cerina (Ref, J) :
 Ca1do almidén-ni- Muy pobre Cultivo éoposo blahquecino
trato (W-19) :
Caldo sintético Muy pobre Cultivo coposo blenquecino
de Czapek en saca- a pardusco
rosa (W-18) :
Caldo sintético de Muy pobre Cultivo éoposo blénquecino
Czapek en glucosa ,
(Ref. K)

Caldo sintétiéo:de Ninguno
Czapek en celulosa

(Ref. L)

Caldo nutritivo ni-| Muy pobre Cultivo coposo blamquecino
tratado (Ref. M) a amarillento

Gelatina pura al Moderado M.v. pardusco a violaceo.
12% (Ref. N) Pobremente desarrollado
Cultivo sobre pa- Bastante Miv. pardo rojizo a viole-
tata (W-27) bueno : ta pardusco

Leche desnatada Moderado Anillo pardo amarillento
(Ref. P) a pardo violaceo

Gelosa de Tresner Moderado M.v. gris amarillento

y Denga (Ref. Q) claro
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Aparato aéreo (que com- Pigmento soluble | Observaciones y propie-
prende el conjunto del dades bioguimicas
micelio aéreo y de la Q
esporulacién)
Ninguno . Pardo anaranjado
obscuro, gue va
hacia pardo ne~
gruzco
Ninguno . Ninguno Produccién de nitritos: po-
sitiva al comienzo de los
cultivos
Ninguno . Ninguno Produceidén de nitritos:
débilmente positiva al co-
mienzo de los cultivos
Ninguno . Ninguno Produccidén de nitritos:
positiva al comienzo de
los cultivos
Utilizacién de la celulo-
sa: negativa
Ninguno . Ninguno Produccién de nitritos:
negativa
Ninguno . Ninguno Licuacidén de la gelativa:
positiva bastante lenta.
Blanquecino a rosa gri- Pardo a par-
saceo claro. En estado do violaceo
de trazas obscuro
Ninguno . Ni coagulacidn ni pepto-
nizacién apreciable del
pH en 1 mes
Ninguno . Pardo amarillo Produccién de H,S: nega-~
tiva (lecturas &fectuadas
segin las recomendaciones
de los autores).
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 of Determinative Bacteriology (7° edition, The Williems and

Wilkins Company, Baltimore, 1957) la especie a la que se pue-

~ dios pigmentos golubles pardo vidléceo a violeta negro, que

‘como dos especies diferentes, En efecto, & pesar de las ana-

- 18 -

Streptomyces atroviolaceus DS 8938 presenta un conjun-
to de cardcteres que no coincide exactamente con ninguno de
los de las cepas ya descritas, y es por esta razén que se la
debe considerar como una especie nueva. '

Considerando las especies cuya descripcién es dada en
*The Actinomycetes" (vol. 2, S.A. WAKSMAN, The Williams and
Wilkins Company, Baltimore, 1961) asi como en Bergeys' Manual

de mds gustosamente comparar es Streptomyces violaceoniger,
dado que como esta dltima no produce pigmento soluble mela~
nico negra, sino d4 por el contrario sobre gelosa sintética
de Czapek en sacarosa (sucrose nitrate agar) un pigmento so-
luble pardo violeto que se vuelve negro muy répidgmente; S.

atroviolaceus DS 8938 forma por lo demds sobre numerosos me-

va inclueo haata el negro en un ¢ierto numero de casos. Ade-
més, como S. violaceoniger, S. atroviolaceus DS 8938 presen-
ta un micelio aéreo esporulado de tinte gris y sus cadenas

de esporasrse enrollan en espirales. Sin embargo, S. atro-

violaceus DS 8938 y S. violaceoniger deben ser consideradas

logias que acaban de ser citadas, eas preciso haecer notar que
S, violaceoniger no da pigmento soluble sobre patata, desg-
rrolla un micelio vegetativo gris sobre gelatima, y sobre to-
do muestra por envejecimiento un ennegrecimiento de su mice-%
lio aéreo que la hace incluirse en el grupc de S. hygrosco-
picus, mientras que S. atroviolaceus DS 8938 da sobre patata

un pigmento soluble pardo a pardo violdceo oscuro, desarro- '

lla sobre gelatina un micelio vegetativo pardusco a violéceo,
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e incluso en sus cultivos muy avanzados en edad no presenta
jamds ennegrecimiento de su micelio aéreo que permite hacer-
carla al grupo de S. hydroscopicus. Es preciso también hacer
notar que, en particular sobre gelosa sintética de Czapek en
sacarosa (sucrose nitrate agar), el pigmento soluble elabora-
do por S. violacenoniéer, toma al comienzo del cultivo un to-
no azulado que no presenta el pigmento soluble elaborado por
S. atroviolaceus DS 8938 que, por su parte, muestra antes de
oscurecerse una coloracién violeta purpireo y no violeta azu-
lado.

La capacidad de S. atroviolaceus DS 8938 para utilizar
diversas fuentea de carbono o de nitrdgeno para assegurar su
desarrollo ha sido déterminada segin el principio del método
de Pridham y Gottlieb (J. of Bact. 56, 107-114, 1948); el
grado de desarrollo ha sido obaerﬁado sobre el medio de base
indicado por los autores sustituyendo ya sea la glucosa por
las diversas fuentes de carbono respectivamente ensayadas,

o bién 804(NH4)2 por las diversas fuentes de nitrégeﬁo res-

pectivamente ensayadas. Los resultados se indican en el cua-

dro siguiente:
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Fuentes de car-

Fuentes de nitré
geno ensayadas

bén ensayadas Utilizacién Utilizacidn
D-Ribosa negativa NO,Na positiva
D-Xilosa negativa NO,Na positiva
Il~arabinosa negativa 304(NH4)2 positiva
1~Ramnosa negativa P04H(NH4)2 positiva
D-Glucosa positiva Adenina positiva
D-CGalactosa positiva A@enosina positiva
D=-Fructosa positiva, lenta Uracilo negativa
D-Mannosa positiva Urea positiva
L-Sorbosa ' negativa IL~-Asparagina positiva
Lactosa poéitiva Glicocole positiva
Maltosa positiva Sarcosina positiva,lenta
Sacarosa positiva DI=Alenina positiva
- Trehalosa positiva Dl~Valina positiva
Cellobiosa positiva ‘Acido DL-aspartico positiva
Rafinosa positiva Acido DL-glutemico positiva
Dextrina positiva L-Arginina positiva
Inulina negativa L-ILisina - . positiva
Almidon positiva DI~Serina positiva
Glicogeno positiva D1l~Treonina positiva
Glicerol - positiva Di~Metionina positiva
- Britritol poaitiva Taurina negativa
Adonitol positiva Dl~Fenilalanina positiva
Duleitol negativa I~Tirosina positiva
D-Hannitol positiva DL-Prolina positiva
D=Sorbitol negativa LrHistidina' positiva
Inositol positiva L-Triptofano positiva,lenta
Salicina negativa Betaina negativa
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El procedimiento de preparacién del 32.999 RP consis-
te esencislmente en cultivar Streptomyces atroviolaceus DS
8938 o sus mutantes productores sobre un medio y en condi-
ciones apropiadas y en separar el producto formado durante
el cultivo, _

El cultivo de Streptomyces atroviolaceus DS 8938 pue-
de ser efectuado por cualquier métodos de cultivo aerobio en
superficie o en profundidad, pero este ltimo suele ser pre-
ferido por razones de comodidad. A este efecto se utilizan
los diferentes tipos de aparatos que son de un uso corrien-
te en la industria de las fermentaciones.

Se puede en particular adopter la marcha giguiente pa-
ra la conduccidén de las operaciones:

Streptomyces a}roviolaceue DS 8938 provisidén
Cultivo sobre gelosa
Cultivo en ampolla agitada
Cultivo inocuio en fermentador
Cultivo de produccién en fermentador

El medio de fermentacién debe contener esencialmente
una fuente de carbono y una fuente de nitrégeno asimilables,
elementos minerales, en particular cloruros o carbonatos,

y eventualmente factores de crecimiento, pudiendo ser apor-
tados todos estos elementos en forma de productos perfecta-
mente definidos o por mezclas complejas, tales como se en-
cuentren en los productos biolégicos de origenes diversos.

Como fuentes de carbono asimilable, se pueden utili-~
zar hidratos de carbone tales como la glucosa, lactosa, dex-
trinas, almiddén u otras susiancias carbonadas como azicares
alcoholes, (glicerol) o como algunos 4cidos orgdnicos: dci-

dos léctico, citricos Algunos aceites animales o vegetales

!
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como el aceite de sebo o el aceite de soja pueden sustituir
ventajosamente estas diferentes fuentes carbonadas o éerlea
afiadidas.

Las fuentes dé nitrégeno asimilable son extremadsmente
variadas. Pueden ser sustancias quimices muy simples como
las sales ninerales u orgénicas de amonio, urea, algunos dci-
dos .aminados,. - Pueden ser también aﬁortadas por sustancias
complejaé,que.contienen.prineipalmente nitrégeno en forma
protidica, caseina, lactalbumina; gluten y sus hidrolisatos,
harina de soja, de cacahﬁete, de pescado,'exiractos de car-
ne, de levadura, dlatmller'e solublea, corn-steep.

. ‘Entre los elementos:minerales aﬁadxdos, algunos pueden
tener un efecto tampén o nautrallzante, como los fosfatos
alecalinos o alcallno-térreo .0 los carbonatos de calcio y de
magnesio. Otros aportan'el%equlllbrlo iénico necesario pa=-
ra el desarrollo de Streptohyces atroviolaceus DS 8938 y pa-
ra la elaboracidn del 32. 999 RP, como los cloruros y sulfa-
tos alealinos o slcalino-térreo. Algunos actdan més especia
mente como activadores de las reacciones metabélicas de Str;i
tomyces atroviolaceus DS 8938, son las sales de zinc, de co-
balto, de hierro, de manganéso.

Los factotes de crecimiento son productos de natura-
leza vitami{nica tales como la riboflavina, dcido félico, dci
do pantoténico o la tiamina,

El pH de fermentacidn én el arranque del cultivo de-
be estar comprendido entre 5,8 y 7,8. La temperatura 6ptima
paraslarfermentacién estd comprendida entre 25 y 302C, pero
una produccidén satisfactoria se obtiene para temperaturas

comprendides entre 23 y 33°C. La aiereacién de la fermenta-

cién puede variar entre valores bastante amplios. Sin embar
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go se ha encontrado que aireaciones de 0,3 a 3 litros de ai-
re por litro de caldo y por minuto resultan en particular co_r;l
venientes. El rendimiento méximo en 32.999 RP se obtiene deg
pués de 2 a 8 dias de cultivo, dependiendo este tiempo esen-
cialmente del medio utilizado.

Seguin lo que antécede, se concibe que las condiciones
generales del cultivo de Streptomyces atroviolaceus DS 8938
para la produccién del 32.999 RP pueden variar entre una am-
plia medida y ser adaptadas a2 cada necesidad particular.

El 32.999 RP puede ser separado de su medio de obten-
cién segin los métodos habituales de aislamiento de los &an-
tibiéticos que perignecen a esta familia.

Por ejemplo, el 32,999 RP puede ser extraido del medio
de fermentacidén a un pH préximo de 9 por medio de un disol-
vente orgdnico tal como el cloroformo, el cloruro de metile-
no, el n.butanol o una mezcla de éatos disolventes en propor-
ciones convenientes.

El mosto de fermentacidn puede también ser filtrado
en presencia de un adyuvante de filtracién a un pH compfen-
dido entrerl,5 y 9. Resulta ventajoso efectuar esta opera-
cién en medio 4cido, y en particular acidificando a un pH
comprendido entre 1,5 y 2 por medio de dcido oxdlico. Iguals
mente es posible efectuar la filtracién a un pH comprendido
entre 2 y 8 en presencia de un alcohol alifdtico que contie-
ne 1 a 3 4tomos de carbono. El 32.999 RP puede ser extraido
del filtrado, después de la concentracién, por medio de un
disolvente orgdnico tal como el cloroformo, el cloruro de me-

tileno, el n.butanol o una mezcla de estos disolventes en

proporciones convenientes.

El 32.999 RP puede ser aislado de los extractos orgd- |
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nicos, después de lavados y extracciones sucesivas, por pre-
cipitacidn tréds concentracién de los extractos & un pequefio
volumen o por &dicién en un disolvente miscible en el que 61
32.999 RP es précticemente insoluble, tal como hexano, trés
la transformacién eventual del antibiptico en una sal de adi—f
cién con wn &cido tal como el :lorhidrato.

El 32.999 RP puede serevantualmente purificado por las
diversas operaciones clédsicas de purificacién tales como la
cristalizacién o la cromatografia sobre diversos absorbentes.

Bl 32.999 RP y sus sales no téxicas, es decir acepta-
bles farmacéuticamente, se muestran particularmente activos
sobre los tﬁmoreg injectables del ratdn a dosis comprendidas
entre 0,125 y 0,250 mg/kg i.p. sobre la ‘leucemia L 1210, la
leucemla P 388 y la leucosarcomatesis. o

La toxicidad del clorhidrato del 32.999 RP ha sido es=

(DL;,) ha sido determinada (tratamiento durante 4 dias con-
secutivos) por via intra-peritoneal y es prdéxima de 0,4 mg/
kg.

Los e jemplos siguientes, dados a titulo no limitativo,
muestran como la invencidn puede;aef puesta en préctica.
En lo que sigue:
a) lLa identificacién del 32.999 RP es efectuada por cromato-
grafia sobre capa delgada de gel de silice comparando loas
Rf de los productos obtenidos al de la carminomicina o del
32,999 RP en el mismo sistema de disolvente.
b) La produccidn del 32.999 RP es determinada a partir de
los cromatogramas sobre capa delgada, ya'.sea segin las in-

tensidades comparadas de las manchas correspondientes del

extracto y de la del 32.999 RP puro tomado como referencia
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o bién por comparacién de las superficies de los picos regis-
trados en el lector de placa "Chromoscan” e incluso por dl-
timo dosificado colorimétiricamente el 32.999 RP elegido del
soporte cromatogréfico a nivel de la mancha del producto bus-
cado.

Ejemplo 1

A - Fermentacidn
Se carga en un fermentador de 170 litros:

-corn-stepp (a 5% de extracto seco) 2400 g
-sacarosa 3600 g
-sulfato de amonio 240 g
-carbonato de calcio 900 g
-agua de cindad q.sp. 110 litros

El medio cuyo pH es iguél a 6,0 es esterilizado por
burbujeo de vapor a 1229C durante 40 minutos. Después del
enfrismiento y en virtud de la condensacién de vapor durante
1g esterilizacién, el volumen del caldo es de 120 litros; el
pH es igual a 6,65. Se siembra con 250 cm3 de un cultivo en
erlenmeyer agitado de Streptomyces atroviolaceus DS 8938.

El cultivo es desarrollado a 269C durante 33 horas agitando
y aireando con aire esteril; resulta entonces conveniente
para la siembra del cultivo productor.

El cultivo productor es efectuado en un fermentador

de 800 litros cargado con las sustancias siguientes:

-harina de soja 22 kg
-distillers' soluble 2,750 kg
-almidéh (parcialmente hidroliiado) 16,500 kg
-aceite de soja 2,750 1litd
-cloruro de sodio 5,900 kg

-agua de ciudad q.8.p. 510 litros
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El pH del medio es ajuetado 8 7,5 por adicidén de 500

01113

de sosa 10 N, y deapués se esteriliza el medio por bur-
bujeo de vapor a 122¢C durante 40 minutos. Después del en-

friamiento y en virtud de la condensacién de vapor durante

PH del medio es de 6,60. Se siembra con 59 litros del cul-
tivo indculo en fermentador de 170 litros descrito mds arri-
ba. El cultive es desarrollado dﬁrante 117 horas a 262C agi-
tando con una turbina que gira a 205 r.p.m. y aireando con
un voldmen de aire estéril de 15 n3/hora. El pH, al final
del cultivo, es igual a 7,60,
B - Extraccién

A 560 litros de mosto obtenido como se ha deserito
se afiade 28 kg de 4cido oxéiico. Despuds de la agitacién
durante 1 hora a 409C y adigidn de 25 kg de adyuvante de fild
tracidn, el mosto acidificado es Tiltrado sobre filtro-pren-
sa. La torta miceliana es lavada por 1éo litros de agua a
50°C que contiene 3 kg de feido oxdlico. El filtrado y el
lavado reunidos, cuyo pﬁ es igual a 1, son enfriados a 1090;
El pH es ajustado al 4,5 por adicidn de 50 litros de sosa
6N. El antibiético presente en esta solucidén ae fija por
paso sobre una columna que contiene 25 litros de AMBERLITE
IRC 50 en forma H'. La resina es lavada sucesivamente por
agua, hasta que el efluyente sale incoloro ¥ después por 100
litros de una mezcla metanol-agua (50-50 en voldimen) y por
100 litros de una mezcla metanol-ggua (90-10 en voldmen),
Por dltimo el antibiético es diluido por 250 litros de una
mezcla metanol-agua (90-10 en volumen) que contiene 1% (pe-

so/voldmen) de cloruro de sodio. El eluyente es concentra-

do a presién reducida (5 a 10 mm de mercurio) a 402C hasta
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un voltmen de 20 litros. El concentradec cuyo pH se ajusta

a 9 por adicién de sosa 11 N, es extrafdo por una vez 20 li-
tros y después 2 veces 10 litros de cloroformo. En total se
obtienen 35 litros de extractos gue son concentrados a pre-
8ién reducida (5 a 10 mm de mercurio) a 40°C hasta un vold-
men de 2 litros. La solucién restante es acidificada por
adicidén de 50 cm3 de n.butanol saturado en 4cido clorhidri-
co 11 N y concentrada de nuevo hasta un volimen de 1 litro.
La solucién es vertida lentamente en 7 litros de hexano. El
precipitado que se forma, es escurrido, lavado y secado. Se
obtienen asi 13 g de clorhidrato bruto del antibidtico 32.999
RP.

C - Purificacién

a) E1 antibiético es purificado por distribucién a contra-
corriente en 3 ampollas de 2 litros 4,B, C.

Se prepara una mezcla céloruro de metileno- n.butanol-
tempén fosfato M/15 a pH 7,38 (8-2-10 en voldmen). Cuande
la mezcla estd en equilibrio se separan las dos fases.

- En la ampolla A, se vierten 500 cm3 de una mezcla dci-
do fosférico (a 85% en peso) - agua (1-125 en voldmen) y 500 '
cm3 de fase orgédnica pesada. Se disuelve en esta mezcla de
fase 13 g de clorhidrato de antibiético bruto obtenido co-
mo se ha indicado en el pérrafo B. Después de 15 minutos
de agitacién y eliminacién de un insoluble por filtracidn,
se ajusta el pH 7,5 por adicién de sosa N.

En las ampollas B y C se cargan 500 cm3 de fase acuosa
ligera, siendo respectivamente ajustado el pH a 7 en la am-
polla By a 6,5, en la ampolla C, por dcido fosférico al 85%,

Partiendo de la smpolla A para pasar a las ampollas B

y después C, se efectuia una distribucién a contracorriente
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. limen de 5 cm’ y después vertido lentamente en'506_cn3 de

de 5 traﬁaferenciaa, utilizando la fase pesada (disolvente)
como fase mévil y las fases ligeras (acuosas) a pH 7,5 = 7
y 6,5 como fases estacionerias, poniendo en prdctica cada

3 de fase mévil y manteniendo conatante el pH de

vez 500 cm
lag fases estacionarias.
El antibidtico contenido en la fase acuosa de la ampo-

3 derla mez=

1lla C es extraido a pH 9,5 por dos veces 500 em
cla cloroformo - n.butanol (8-2 en voldmen). Los extractos
orgénicos reunidos son cencentrados a presién reducida (5 a
10 mm de mercurio) & 409C. Durante la concentracién se afia~-

3

den 30 em” de n.butanol que contienen 6% (en volumen) de dei-

do clofhidfico 2 N. El concentrado es llevado hasta un vo-

hexano. El precipitado que se forma ég'escurrido, lavgdo y
secedo. Se obtienen asi 275 mg de clorhidrato de 32.999 RP
semi-purificado.

b) 80 mg de clorhidrato obtenido como se ha indicado anterioj
mente son puestos en solucién en uné mezcla de 1 cm3 de agua

y1 cm3

de metanol. Esta solucién se reparte igualmente en
forma de un depésito lineal sobre 4 placas de cromatografia
analitica en capa delgada de gel de silice MERCK. Lés pla-
cas son desarrolladas durante 1 horg, en una cuba, cuyas pa-
redes son recubiertas de papel filtro, que contiene mezcla
cloruro de metileno~4cido férmico - metanol (80-17-3 en vo-
lﬂmeﬁ). Después del secado, la zona que contiene el 32.999
RP es recuperada por rascadura de 1la sflice. El polvo ob-
tenido es puesto en suspensién en 40 cm3 de agua y el anti-

biético es extraido a un pH de 9,5 por dos veces 20 cm3 de

cloroformo. Los extractos orgénicos reunidos son cencentra-

dos a presién reducida (5 & 10 mm de mercurio) a 409C, Du-
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rante la concentracidn se afiade 1 cm3 de n.butanol gue contiens
6 %'(en volumen de &cido clorhidrico 2 N. El concentrado es llg
vado hasta un volumen de 2 cm3 y despuds vertido lsntamente en
50 cm3 de hexano, El precipitado que se forma es escurride, la-
vado y secado. Se obtisnen asi 4 mg., de clorhidrato de 32,999

RP puro en Foxrma de un polvo microcristalino rojo-anaran jado

que funde hacia los 2002 C. con descomposicidn.
Las Figuras 1 a B llevan la siguiente leyenda: 1
A - Densidad éptica; B - Nandmetro; C - Longituq
de ondas (micrones), y D - Ndmero de ondas (cm-1). !
Descrita suficientemente la naturaleza del inven-
te, aéi como la manera de realizarlo en la préctica, debs hacsr
se constar que las disposicionss anteriormente indicadas son
susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren

i
j
i
|
su principio fundamental. |
|
I
i
i
i
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REIVINDICACIONES

1l.- Procedimiento de preparacién de una nueva sus-
tancia antitumoral bésica, designada por el mimero 32.999 RP,

de férmula:

0 OH
CHOH-CHj
= , _0H
NN
(Y Vi
xlfo g B O-lCH-CHZ-CH-CH-CH-CH3
NH, OH

en forma de base libre o de sal de adicidén con un 4cido, ca-
racterizado porque se culiiva Stfeptomyces atroviolaceus IS
8938 (NRRL 8148) o sus mutantes productores en un medio nu-
tritivo aireado que contiene fueé%es de carbono y de nitrdége-

no asimilables y sales minerales a un pH inicial de 5,8 y

T:8 ¥ a una temperatura de 23 a 332C. y después se extrae el a

tibidtico del medio de cultivo, por un disolvente orgdnico,
purificante por cromatografia o cristalizacidn y, eventual-
mente se transforma la base en sal de adicidn con un dc¢ido.

2.~ Procedimiento de preparacidén de una nueva
sustancia antitumoral bdsica, designada por el nimero 32.999
R?, %al y como queda sustancialmente descrito en la presente
Memoria e ilustrado en los adjuntos dibujos.

Esta Memoria consta de 32 hojas escritas a mdquina
por una sola cara.

Madrid, <0 SET 4977

DUSTRIES+
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