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La presente,invención se refiere a un procedimiento 
para la obtención de un nuevo derivado del naftaceno de fór­
mula:
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(I)
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El producto de fórmula I, que será designado por el 
número 32.999 RP, presenta un interés particular como conse­
cuencia de su actividad antitumoral.

El 32.999 RP es un compuesto básico de color rojo os­
curo que forma sales con los ácidos.

El clorhidrato del 32.999 RP es soluble a razón de 
100 mg/cnP aproximadamente en el metanol, piridina, dimetil- 
formamida y agua, de 10 mg/czP aproximadamente en el n.buta- 
nol saturado de agua a 20"C, de 5 mg/cnr aproximadamente en

Oel etanol, y prácticamente insoluble (menos del 0,1 mg/cnr) 
en la acetona, el cloroformo, el cloruro de metileno, el ace­
tato de etilo, el benceno, la metilisobutilcetona, el dioxan- 
no y el hexano..

El clorhidrato del 32.999 RP contiene carbono, hidró­
geno, oxigeno, nitrógeno y cloro. Su composición elemental 
es próxima de:
C% = 56,6 H% =5,7 0% = 29,41 N% = 2,39 Cl% = 6,0

20
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Además se caracteriza por las propiedades fisicoquí­
micas.
- aspecto: polvo microcristalino, rojo anaranjado
" BHnto de fusión: hacia 200"C (con descomposición)
- poder rotatorio: (determinado en solución al 0,09% en el

etanol al 0,1 % de HC1 1N)
20J = + 2080 + 32"

* espectro ultra-violeta: determinación a partir de una solu­
ción a 10,6$ mg/1 en el etanol al 0,1% de 
HC11N.

Máximo de absorción a : E 1 *1 cm

233 nm 620
254 nm 495
292 nm 140

Este espectro se representa por la figura 1.
- espectro visible: determinación a partir de una solución

a 10,65 mg/1 en el etanol a 0,1% de HC1 
1N.

Máximo de absorción a : E 1 cm

493 nm 272
512 nm 189
527 nm

.
190

Este espectro se representa por la figura 2. 
espectro infrarrojo: determinación a partir de comprimidos
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en mezcla con KBr)
Este espectro se representa por la figura 3 en la que 

se ha llevado en abscisas, por una parte las longitudes de 
onda expresadas en micrones (escala superior) y, por otra, 
los números de ondas en cm**̂* (escala inferior) y en ordena­
das las densidades ópticas.

En el cuadro I se indican las principales bandas de 
absorción infrarroja para este producto expresadas en núme­
ro de ondas (cm**̂ ).
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3410 F 2680 ep. 1580 ep. 1195 F 915 ep. 725 ü 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 600 m 438 m
2900 ep. 1735 ep. 1315 ep. 1010 F 810 ep. 580 f 415 tí
2860 ep. 1690 ep. 1285 F 985 F 780 m 565 f 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 = débil
F - fnerte tf = muy débil
m = media ep. = hombro

El 32.999 RP puede caracterizarse por cromatografía 
sobre capa delgada de gel de sílice utilizando como disolven-i 
te de desarrollo la mezcla cloruro de metileno - ácido fór­
mico - metanol (80-17-3/en volúmen) a una temperatura de 24"; 
C. En este sistema el clorhidrato del 32.999 RP tiene un

30
Rf próximo de 0,2.

La hidrólisis ácida del 32.999 RP o de una de sus sa-
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lea permite obtener el producto de fórmula:

5

10

1$

(II)

que es la aglicona del 32.999 RP.
La aglicona del 32.999 RP es soluble a razón de 20 mg/ 

cm^ en la piridina, 5 mg/cnP en el metanol, el dioxanno, el 
cloroformo y el cloruro de metileno y a menos de 0,1 mg/cm 
en la acetona, acetato de etilo, hexano y agua.

Este producto presenta además las propiedades fisico­
químicas siguientes:
- aspecto: polvo microcristalino rojo anaranjado
- punto de fusión: hacia 185"C (con descomposición)
- análisis elemental: es próximo de:

C% = 61,57 H% = 5,31 0% = 30,16
- poder rotatorio: (determinado en solución al 0,1% en el 
dioxanno)

¿ T V  + 249" + 32"

- espectro ultra-violeta: determinación a partir de solucio­
nes a 50 y 5 mg/1 en el etanol al 0,1% de HC1 1N
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Máximo de absorción a: . 1 %
1 cm

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/1.
- espectro visible: determinado a partir de una solución a 
10 mg/1 en el etanol al 0,1% de HC1 1N

10

15

20

Máximo de absorción a: . 1 % B 1 em

493 nm 370
515 nm 255
528 nm 270

Este espectro se representa en la figura 5.
- espectro infrarrojo: (determinación 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 (escala superior) y, por otra, 
los números de onda expresados en cm**̂  (escala inferior) y 
en ordenadas las densidades ópticas.

En el cuadro II se indican las principales bandas de 
absorción infrarroja para este producto expresadas en núme­
ro de ondas (cm**̂ ).

!
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3500 ép. 2680 
3420 F 1980 
3360 ép. 1705 
3080 ép. 1640 
2975 m 1600 
2925 m 1580 
2910 áp. 1540 
2890 áp 1458 
2860 ép. 1448

ép. 1412 F 1095 f 910 m 740 m 530 tf
tf 1370 F 1070 áp 885 m 710 m 505 ép,
f 1315 ép 1062 F 875 m 700 ép.485 m
ép 1285 tF 1050 ép 865 f 680 tf 465 m
tF 1255 tF 1030 m 840 m 665 tf 450 m
ép 1240 áp 1020 m 815 F 625 ép 435 m
ép. 1195 F 1005 m 805 ép 595 f 385 tf
F 1165 F 975 m 785 ép.585 f 360 tf
F 1130 m 950 m 775 ép.570 f 320 tf

925 m 765 m 545 f
tp = muy fuerte F = fuerte m= media
f = débil tf a muy débil ép. = hombro
La aglicona del 32.999 RP puede ser caracterizada por 

cromatografía aobre capa delgada de gel de sílice utilizan­
do como disolvente de desarrollo la mezcla cloruro de meti-
leno-ácido fórmico - metanol (80-17-3 en volúmen) a una tem­
peratura de 24"C. En este sistema la aglicona tiene un Rf 
próximo de 0,7.

Según la presente invención, el 32.999 RP puede obte­
nerse a partir de los medios de cultivo de un nuevo microor- 
ganigmo, identificado completamente a continuación, Que per­
tenece al género eatreptómices y designado por la denomina­
ción Streptomyces atroviolaceus DS 8938. Una muestra de es­
ta cepa ha sido depositada en U.S. Department of Agricultu- 
re en Peoría, Illinois, bajo el número NRRL 8148. Muestras 
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 caracteres que no han permitido 
identificarlo 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 pequeña cantidad de tie­
rra en suspensión en aguaodestilada estéril, en diluir la sus 
pensión a diferentes concentraciones, y en extender un pe­
queño volúmen defcada diluciónnsóbre la superficie de cajas 
de Petri que contienen un medio nutritivo gelosado. Después 
de una incubación de algunos dias a 26°C, que permite a los 
microorganismos ¡.desarrollarse, las colonias que se desean 
aislar para continuar así el estudio son tomadas y transplan­
tadas sobre gelosas nutritivas a fin de obtener asi cultivos 
más abundantes.

Streptomyces atroviolaceus DS 8938 forma esporas ova­
les que miden 0,4 a 0,6 /U/0,6 a 0,9 /U. Desarrolla esporo- 
foros no ramificados que toman origen en el micelio aéreo.
Sus cadenas de esporas son largas, que cuentan en general va­
rias decenas de esporas, y se enrollan describiendo varias 
vueltas en espiral generalmente cerradas, Por su forma de 
esporulación, esta cepa se clasifica en la Section Spira de 
la clasificación de Pridham.

Streptomyces atroviolaceus DS 8938 se desarrolla per­
fectamente a 250C y a 30^0, menos a 37"C y narin a 50"C. For­
ma a menudo sobre sus medios de cultivo un micelio vegetati­
vo en primer lugar pardo amarillo a pardo rojo que rápidamen­
te toma ún tinte oscuro que va de pardo muy oscuro a pardo 
violeta o pardo negruzco. La esporulación no se desarrolla 
más que sobre un número de medios limitado, donde aparece 
difícil y tardíamente, haciendo tomar entonces al micelio 
aéreo una coloración gris muy clara; es preciso hacer notar 
por otra parte que en un cierto número de medios el micelio
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aéreo ea susceptible de teñirae de roaa pálido cuando el 
pigmento aoluble violeta oscuro ae produce en abundancia 
por el cultivo.

Streptomycea atroviolaceus DS 8938 no produce pigmen­
to aoluble melánico negro aobre la geloaa especial tirosina- 
extracto de levadura de Waksman (Melanin formation médium); 
sin embargo es susceptible de elaborar aobre numerosos medios, 
tanto sintáticos como orgánicos, pigmentos solubles que en­
sombrecen la gelosa coloreándola en pardo violáceo, violeta 
negro, pardo negruzco o negro.

En sus cultivos efectuados a 26*C, presenta los carác- 
teres bioquímicos siguientes:

- producción de melanina : negativa
- producción de HgS : negativa
- tirosinasa : negativa
- licuación de la gelatina : positiva
- utilización de la celulosa : negativa
- producción de nitritos a : dábilmente positi­

va sobre mediospartir de los nitratos sintéticos al co­
mienzo de los cul­tivos

- hidrólisis del almidón : positiva
- cultivo sobre lecho * ni coagulación ni 

peptonización pH ¡ 
sin cambio apre­
ciable en 1 mes.

Los carácteres de cultivo de Streptomycea atroviolaceus 
DS 8938 son reseñados en el cuadro siguiente. Son estos cul­
tivos llegados a un buen estado de desarrollo, es decir apro 
ximadamente de tres semanas a 26*C, salvo indicaciones con­
trarias. Estos carácteres han sido observados sobre gelosas i
nutritivas y caldo habitualmente utilizado para determinar )
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ios carácteres morfológicos de las cepas de eatreptomices, 
siendo efectuados los cultivos sobre medios gelosados, sobre 
gelosas inclinadas. Un cierto número de los medios de cul­
tivo empleados han sido preparados según las fórmulas indi­
cadas en "The Actinomyeetes", S.A. WAKSMAN, p. 193-197, Chro- 
nica Botánica Company, WalthamMass., U.S.A., 1950; en este 
caso se indican por la letra W seguida del número que les 
ha sido atribuido en "The Actinomyeetes". Las referencias 
o constituciones de los demás medios son las siguientes:

- Ref. A. - "Yeast Extraet Agar" - T.G. PRIDHAM et 
col. -Antibiotics Annual, 1956-1957, p. 950

- Réf. B - "Bennett's Agar"- S.A. WAKSMAN - The Acti­
nomyeetes, vol. 2,ip. 331 - n" 30 - The Williams and 
Wilkins Company, Baltimore, 1961

- Ref. C- Fórmula W-23, adicionada de 2$ de gelosa
- Ref. D - "Hickey and Tresners' Agar" - T.G. PRIDHAM 

et col. - Antibiotics 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 médium" - S.A. WAKSMAN 
The Actinomyeetes, vol. 2 p. 333, n* 42 - The Wi­
lliams and Wilkins Company, Baltimore, 1961

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

- Ref. H - "Inorganic Salts - Starch Agar" - T.G. PRID-: 
HAM et col. - Antibiotics Annual 1956-1957, p. 951

- Ref. I - Corresponde a la fórmula W-l, donde 3% de 
sacarosa son sustituidos por 1,5% de glucosa

- Ref. J - Corresponde a la fórmula W-l, donde 3% de 
sacarosa son sustituidos por 1,5% de glieerol
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- Ref. K - Corresponde a la fórmula W-18, donde 3% de 
sacarosa es sustituida por 1,5% de glucosa

- Ref. L - Corresponde a la fórmula W-18, donde la sa­
carosa es suprimida y sustituida por pequeñas bandas 
de papel filtro sumergidas parcialmente en el liqui­
do

- Ref. M - "Manual of Methods for Puré Culture Study 
of Bacteria" - Society of American Bacteriologists 
Geneva, N.Y. II^Q - 18

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

- Ref. P - Leche desnatada en polvo comercial - recons­
tituida según las indicaciones del fabricante

- Ref. Q - Medio indicado para la búsqueda de la pro­
ducción de HgS por : H.D. TRESNER et F. DANGA = Jour­
nal of Bacteriology, 239 - 244, 1958.

!
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Meáio de Grado de Micelio vegetativo (M.v.)
cultivo desarrollo 0

Aspecto del cultivo

Gelosa en extrac­to de levadura de 
Pridham 

(Ref. A)

Bueno Aspecto pardo negruzco

Geloea de Bennett 
(Ref. B) Bueno Aspecto pardo obscuro

Gelosa de Emeraon 
(Ref. C) Bastante

bueno M.v. pardo anaranjado obscu­
ro a pardo violeta

Geloáa de Hickey 
y Tresnar

(Ref. D)
Bastante 
bueno 4 M.v. Pardo violáceo obscuro

Gelosa en harina 
de avena y en ex­
tracto de tomate 
de Pridham 

(Ref. E)

Bastante
bueno M.v. Pardo muy obscuro

Gelosa glucosa peg tona
(W-6) Medio M.v. pardo anaranjado a 

pardo violeta obscuro

Gelosa nutritiva 
(W-5) Moderado M.v. violeta rosa pardusco

Gelosa tirosina- 
extracto de le­
vadura para for­
mación de melanina 

(Ref. F)

Moderado M.v. violeta obscuro
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Aparato aéreo (que com­
prende el conjunto áel 
micelio aéreo y de la 
esporulación)

Pigmento soluble Observaciones y pro­
piedades bioquímicas

Blanco-grisaceo modera­
damente desarrollado

Negro

7

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.

Blanquecino a rosa gri­
sáceo violáceo muy claro. Moderadamente desarrollado

Pardo negro

Blanquecino a rosa grisá­
ceo violáceo muy claro. Pobremente desarrollado

Pardo anaranja­
do muy obscuro que va hacia pag 
do negruzco

Blanco-grisaceo a viole- Pardo negruzco 
ta rosa más pálido. Bas- violáceo 
tante pobremente desarro­
llado

Blanco-grisaceo. Modera­
damente desarrollado

Pardo negro

Blanco-grisaceo. En es- Pardo anaran- 
tado de trazas jado

Ninguno Pardo anaranjado

Ninguno Violeta pardusco Producción de melanina: nega­
tiva (lecturas efectuadas se- 
gán las recomendaciones del 
autor)
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Medio de cultivo Orááo de de­
sarrollo

Micelio vegetativo ÍM.v.) 
0

Aspecto del cultivo

Gelosa en malato de 
calcio de Krainsky 
ÍRef. G)

Moderado aspecto pardo amarillo 
grisáceo

Gelosa en ovalbumina 
(W-12)

Muy pobre M.v. incoloro a amarillen­
to. Muy pobremente desa­
rrollado

Gelosa glueosa-as- 
paragina (W-2)

Moderado M.v. pardo amarillo obs­
curo

Gelosa glicerina-
asparagma
(W-3)

Bascante
bueho

M.v. pardo negruzco

Gelosa almidón- 
sales minerales de 
Pridham (pef. H)

Bascante
bueño

M.v. pardo muy obscuro

Gelosa almidon-ni- 
trato (W-10)

Moderado M.v. violeta obscuro

Gelosa sintética 
de Czapek en sa­carosa (W-l)

Bueno M.v. pardo negruzco

Gelosa sintética 
de Czapek en glu­
cosa (réf. 1)

Bastante
bueno

M.v. pardo violeta obs­
curo
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Aparato aéreo (.que 
comprende el con­
junto del micelio 
?aei8n^ ^  eeporu

Pigmento soluble Observaciones y propiedades 
bioquímicas

Blanco-grisáceo. Muy mo­
deradamente deearrollado

Gris pardo Solubilizacién del malato: 
positiva pero no completa

Ninguno Ninguno - o par­dusco extremada­
mente débil

Blanco-grisaceo en 
estado de trazas

Pardo negro

Blanquecino. Muy mode­
radamente desarrollado

Pardo negro

Blanco amarillento a 
blanco-grisaceo. Muy 
moderadamente desarro­
llado

Pardo negruzco - Hidrólisis del almidón: positi­
va- Esporas orales, que miden 0,4 a 
0,6 /U/0,6 a 0,9 /i.EsporOforos no ramificados. Ca­
denas de esporas que se enrollan 
formando varias vueltas de espi­
rales cerradas.

Blanco-grisaceo a-vio­
leta rosa débil.
Muy moderadamente desa­
rrollado
Blanco-grisaceo a*gris 
rosa pálido.
Bastante pobremente desa­
rrollado

Violeta rosa 
pardusco

Negro

Hidrólisis del almidón: posi­
tiva

Blanco-grisaceo. ' 
En estado de trazas

Pardo anaranja­
do violáceo



-16 -

Medio de cultivo Grado de desa­
rrollo

Micelio vegetativo (M.v.) 
0

Aspecto del cultivo

Gelosa sintética Bastante M.v. pardo obscuro a vio-
de Czapek en gli- bueno leta pardusco
cerina (Ref. J)

Caldo almidén-ni- Muy pobre Cultivo coposo blanquecino
trato (W-19)

Caldo sintético Muy pobre Cultivo coposo blanquecino
de Czapek en saca- a pardusco
rosa (W-18)

Caldo sintético de 
Czapek en glucosa

Muy pobre Cultivo coposo blanquecino
(Ref. K)

Caldo sintético de Ninguno
Czapek en celulosa
(Ref. L)

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

Gelatina pura al Moderado M.v. pardusco a violáceo.
12% (Ref. N) Pobremente desarrollado

Cultivo sobre pa- Bastante Myv. pardo rojizo a viole-
tata (W-27) bueno ta pardusco

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

Gelosa de Tresner Moderado M.v. gris amarillento
y Danga (Ref. Q) claro
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Aparato aéreo (que com­
prende el conjunto del 
micelio aéreo y de la 
eaporulacidn)

Pigmento soluble Observaciones y propie­
dades bioquímicas

Ninguno Pardo anaranjado 
obscuro, que va hacia pardo ne­
gruzco

Ninguno Ninguno Producción de nitritos: po­
sitiva al comienzo de los 
cultivos

Ninguno Ninguno Producción de nitritos: 
débilmente positiva al co­
mienzo de los cultivos

Ninguno Ninguno Producción de nitritos: 
positiva al comienzo de 
los cultivos

Utilización de la celulo­
sa: negativa

Ninguno Ninguno Producción de nitritos: 
negativa

Ninguno Ninguno Licuación de la gelativa: 
positiva bastante lenta.

Blanquecino a rosa gri- Pardo a par-
caceo claro. En estado 
de trazas
Ninguno

do violáceo 
obscuro

Ni coagulación ni pepto- 
nización apreciable del 
pH en 1 mes

Ninguno Pardo amarillo Producción de HLS: nega­
tiva (lecturas efectuadas 
según las recomendaciones 
de los autores).
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Streptomyces atroviolaceua DS 8938 presenta un conjun­
to de carácteres que no coincide exactamente con ninguno de 
los de las cepas ya descritas, y es por esta razón que se la 
debe considerar como una especie nueva.

Considerando las especies cuya descripción es dada en 
"The Actinomycetes" (vol. 2, S.A. WAKSMAN, The Williams and 
Wilkins Company, Baltimore, 1961) asi como en Bergeys' Manual 
of Determinative Bacteriology (7* edition, The Williams and 
Wilkins Company, Baltimore, 1957) la especie a la que se pue­
de más gustosamente comparar es Streptomyces violaceoniger, 
dado que como esta última no produce pigmento soluble mela- 
nico negro, sino dá por el contrario sobre gelosa sintética 
de Czapek en sacarosa (sucrose nitrate agar) un pigmento so­
luble pardo violeto que se vuelve negro muy rápidamente; S. 
atroviolaceua DS 8938 forma por lo demás sobre numerosos me­
dios pigmentos solubles pardo violáceo a violeta negro, que 
va incluso hasta el negro en un cierto número de casos. Ade­
más, como S. violaceoniger, S. atroviolaceua DS 8938 presen­
ta un micelio aéreo esporulado de tinte gris y sus cadenas 
de esporas se enrollan en espirales. Sin embargo, S. atro- 
violaceus DS 8938 y S. violaceoniger deben ser consideradas 
como dos especies diferentes. En efecto, a pesar de las ana­
logías que acaban de ser citadas, es preciso hacer notar que 
S. violaceoniger no da pigmento soluble sobre patata, desa­
rrolla un micelio vegetativo gris sobre gelatina, y sobre to-

!do muestra por envejecimiento un ennegrecimiento de su mice­
lio aéreo que la hace incluirse en el grupo de S. hygrosco- 
picus, mientras que S. atroviolaceus DS 8938 da sobre patata 
un pigmento soluble pardo a pardo violáceo oscuro, desarro­
lla sobre gelatina un micelio vegetativo pardusco a violáceo,
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e incluso en sus cultivos muy avanzados en edad no presenta 
jamás ennegrecimiento de su micelio aéreo que permite hacer- 
caria 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. violacenoniger, 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 coloración violeta purpúreo y no violeta azu­
lado.

La capacidad de S. atroviolaceus DS 8938 para utilizar 
diversas fuentes de carbono o de nitrógeno para asegurar su 
desarrollo ha sido determinada según el principio del método 
de Pridham y Gottlieb (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 respectivamente ensayadas,
o bián SO^NH^g por las diversas fuentes de nitrógeno res­
pectivamente ensayadas. Los resultados se indican en el cua 
dro siguiente:
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Fuentes de car­
bón ensayadas Utilización

Fuentes de nitró 
geno ensayadas Utilización

D-Ribosa negativa NO^Na positiva

D-Xilosa negativa NOgNa positiva

L-arabinosa negativa SO^NH^g positiva

L-Ramnosa negativa P0^H(NH^)g positiva

D-Glucosa positiva Adenina positiva

D-Galactosa positiva Adenosina positiva

D-Fruetosa positiva, lenta Uraeilo negativa

D-Mannosa pos itiva Urea positiva
L-Sorbosa negativa L-Asparagina positiva

Lactosa positiva Glicocola positiva
Maltosa positiva Sarcosina positiva,lenta
Sacarosa positiva DI^Alanina positiva
Trehalosa positiva DL-Valina positiva
Cellobiosa positiva Acido DL-aspartico positiva
Rafinosa positiva Acido DL-glutamico positiva
Dextrina positiva L-Arginina positiva
Inulina negativa L-Lisina positiva

Almidón positiva DL-Serina positiva
Glicógeno positiva DL-Treonina positiva

Glicerol positiva DL-Metionina positiva
Eritritol positiva Taurina negativa

Adonitol positiva DL-Fenilalanina positiva
Dalcitol negativa L-Tirosina positiva

D-Mannitol positiva DL-Prolina positiva
D-Sorbitol negativa L-Histidina positiva

Inositol positiva L-Triptofano positiva,lenta
Salicina negativa Betaina negativa
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E1 procedimiento de preparación del 32.999 RP consis­
te esencialmente en cultivar Streptomyces atroviolaceus DS 
8938 o sua 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 último 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 adoptar la marcha siguiente pa­
ra la conducción de las operaciones:

Streptomyces atroviolaceus DS 8938 provisión 
Cultivo sobre gelosa 

Cultivo en ampolla agitada 
Cultivo inoculo en fermentador 
Cultivo de producción en fermentador

El medio de fermentación debe contener esencialmente 
una fuente de carbono y una fuente de nitrógeno asimilables, 
elementos minerales, en particular cloruros o carbonates, 
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 biológicos de orígenes diversos.

Como fuentes de carbono asimilable, se pueden utili­
zar hidratos de carbono tales como la glucosa, lactosa, dex- 
trinas, almidón u otras sustancias carbonadas como azúcares 
alcoholes, (glicerol) o como algunos ácidos orgánicos: áci­
dos láctico, cítrico. 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 serles 
añadidas.

Las fuentes de nitrógeno asimilable son extremadamente 
variadas. Pueden ser sustancias químicas muy simples como 
las sales minerales u orgánicas de amonio, urea, algunos áci­
dos aminados. -Pueden ser también aportadas por sustancias 
complejas que contienen principalmente nitrógeno en forma 
protidica, caseína, lactalbumina^ gluten y sus hidrolisatos, 
harina de soja, de cacahuete, de pescado, extractos de car­
ne, de levadura, diatillarsolubles, corn-steep.

Entre los elementos 'minerales añadidos, algunos pueden 
tener un efecto tampón o neutralizante, como los fosfatos 
alcalinos o alcalino-térreoo los carbonatos de calcio y de 
magnesio. Otros aportan el^equilibrio iónico necesario pa­
ra el desarrollo de Streptó&yces atroviolaceus DS 8938 y pa­
ra la elaboración del 32.999 RP, como los cloruros y sulfa­
tes alcalinos o alcalino-térreo. Algunos actúan más especial 
mente como activadores de las reacciones metabólicas de Strejt 
tomyces atroviolaceus DS 8938, son las sales de zinc, de co­
balto, de hierro, de manganeso.

Los factores de crecimiento son productos de natura­
leza vitamínica tales como la riboflavina, ácido fólico, ác:i 
do pantoténico o la tiamina.

El pH de fermentación en el arranque del cultivo de­
be estar comprendido entre 5,8 y 7,8. La temperatura óptima 
para la fermentación está comprendida entre 25 y 30*C, pero 
una producción satisfactoria se obtiene para temperaturas 
comprendidas entre 23 y 33°C. La aiereación de la fermenta­
ción puede variar entre valores bastante amplios. Sin embar30
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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 con 
venientes. El rendimiento máximo en 32.999 RP se obtiene des 
pués de 2 a 8 días de cultivo, dependiendo este tiempo esen­
cialmente del medio utilizado.

Según lo que antecede, se concibe que las condiciones 
generales del cultivo de Streptomyces atroviolaceus DS 8938 
para la producción del 32.999 RP pueden variar entre una am­
plia medida y ser adaptadas a cada necesidad particular.

El 32.999 RP puede ser separado de su medio de obten­
ción según los métodos habituales de aislamiento de los an­
tibióticos que pertenecen a esta familia.

Por ejemplo, el 32.999 RP puede ser extraído del medio 
de fermentación a un pH próximo de 9 por medio de un disol­
vente orgánico tal como el cloroformo, el cloruro de metile- 
no, el n.butanol o una mezcla de éstos disolventes en propor­
ciones convenientes.

El mosto de fermentación puede también ser filtrado 
en presencia de un adyuvante de filtración a un pH compren­
dido entre 1,5 y 9. Resulta ventajoso efectuar esta opera­
ción en medio ácido, y en particular acidificando a un pH 
comprendido entre 1,5 y 2 por medio de ácido oxálico. Igual­
mente es posible efectuar la filtración a un pH comprendido 
entre 2 y 8 en presencia de un alcohol alifático que contie­
ne 1 a 3 átomos de carbono. El 32.999 RP puede ser extraído 
del filtrado, después de la concentración, por medio de un 
disolvente orgánico tal como el cloroformo, el cloruro de me-j- 
tileno, el n.butanol o una mezcla de estos disolventes en 
proporciones convenientes.

El 32.999 RP puede ser aislado de los extractos orgá-
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nicos, después de lavados y extracoiones sucesivas, por pre­
cipitación trás concentración de loa extractoa a un pequeño 
voldmen o por adición en un diaolvente miscible en el que el 
32.999 RP ea prácticamente insoluble, tal como hexano, tráa 
la tranaformación eventual del antibiótico en una aal de adi­
ción con un ácido tal como el clorhidrato.

El 32.999 RP puede serevantualmente purificado por lae 
diveraas operaciones clásicas de purificación tales como la 
cristalización o la cromatografía sobre diversos absorbentes.

El 32.999 RP y sus salea no tóxicas, ea decir acepta­
bles farmacéuticamente, se muestran particularmente activoa 
sobre los tumores inyectables del ratón a dosis comprendidas 
entre 0,125 y 0,250 mg/kg i.p. sobre la leucemia L 1210, la 
leucemia P 388 y la leucosarcomatosis.

La toxicidad del clorhidrato del 32.999 RP ha sido es­
tudiada principalmente en el ratón. Su dosis letal 50$
(DL^p) ha sido determinada (tratamiento durante 4 días con­
secutivos) por vía intra-peritoneal y es próxima de 0,4 mg/ 
kg.
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30

Los ejemplos siguientes, dados a titulo no limitativo, 
muestran como la invención puede ser puesta en práctica.
En lo que sigue:
a) La identificación del 32.999 RP es efectuada por cromato­
grafía sobre capa delgada de gel de sílice comparando los
Rf de los productos obtenidos al de la carminomicina o del 
32.999 RP en el mismo sistema de disolvente.
b) La producción del 32.999 RP es determinada a partir de 
los cromatogramas sobre capa delgada, ya.sea según 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 comparación de laa auperficiea de loa picoa regis­
trados en el lector de placa "Chromoacan" e incluso por úl­
timo dosificado calorimétricamente el 32.999 RP elegido del 
soporte cromatogréfico a nivel de la mancha del producto bus­
cado.
E.iemolo 1
A - Fermentación

Se carga en un fermentador de 170 litros:
-eorn-stepp (a 5% de extracto seco)
-sacarosa
-sulfato de amonio
-carbonato de calcio
-agua de ciudad q.sp.

2400 g 
3600 g 
240 g 
900 g 
110 litros

El medio cuyo pH es igual a 6,0 es esterilizado por 
burbujeo de vapor a 122"C durante 40 minutoB. Después del 
enfriamiento y en virtud de la condensación de vapor durante 
la esterilización, el volúmen del caldo es de 120 litros; el 
pH es igual a 6,65. Se siembra con 250 cm^ de un cultivo en 
erlenmever agitado de Streptomyces atroviolaceus DS 8938.
El cultivo es desarrollado a 26"C durante 33 horas agitando 
y aireando con aire estéril; 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
-distillers' soluble 2,750 kg
-almidón (parcialmente hidrolizado) 16,500 kg
-aceite de soja 2,750 lit.
-cloruro de sodio 5,500 kg
-agua de ciudad q.s.p. 510 litros
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El pH del medio ea ajustado a 7,5 por adición de 500 
cm3 de soea 10 N, y después se esteriliza el medio por bur­
bujeo de vapor a 122"C durante 40 minutos. Después del en­
friamiento y en virtud de la condensación de vapor durante 
la esterilización, el voldmen del caldo es de 550 litros. El 
pH del medio es de 6,60. Se siembra con 55 litros del cul­
tivo inóculo en fermentador de 170 litros descrito más arri­
ba. El cultivo es desarrollado durante 117 horas a 26"C agi­
tando con una turbina que gira a 205 r.p.m. y aireando con 
un voldmen de aire estéril de 15 *3/hora. El pH, al final 
del cultivo, es igual a 7,60.
B - Extracción

A 560 litros de mosto obtenido como se ha descrito 
se añade 28 kg de ácido oxálico. Después de 1. agitación 
durante 1 hora . 40°C y adición de 25 kg de adyuvante de fil­
tración, el mosto acidificado es filtrado sobre filtro-pren­
sa. La torta miceliana es lavada por 120 litros de agua a 
50"C que contiene 3 kg de ácido oxálico. El filtrado y el 
lavad, reunidos, cuy. pH es igual a 1, ... enfriado, a 10"C, 
El pH es ajustado al 4,5 por adición de 50 litros de sosa 
6N. El antibiótico presente en esta solución se fija por 
paso sobre una columna que contiene 25 litros de AMEERLITE 
IRC 50 en forma H+. La resina .. lavada sucesivamente por 
agua, hasta que el efluyente sale incoloro y después por 100 
litros de una mezcla metanol-agua (50-50 en voldmen) y por 
100 litros de una mezcla metanol-agua (90-10 en voldmen).
Por dltim. el antibiótico es diluido por 250 litro, de un. 
mezcla metanol-agua (90-10 en voldmen) que contiene 1% (pe- 
so/voldmen) de cloruro de sodio. El eluyente es concentra­
do a presión reducid. (5 a 10 mm d. mercurio) a 4CC hasta
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un volómen de 20 litros. El concentrado cuyo pH se ajusta 
a 9 por adición de sosa 11 N, es extraído por una vez 20 li­
tros y después 2 veces 10 litros de cloroformo. En total se 
obtienen 35 litros de extractos que son concentrados a pre­
sión reducida (5 a 10 mm de mercurio) a 40"C hasta un volú- 
men de 2 litros. La solución restante es acidificada por 
adición de 50 cm^ de n.butanol saturado en ácido clorhídri­
co 11 N y concentrada de nuevo hasta un volümen de 1 litro.
La solución 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 antibiótico 32.999 
RP.
C - Purificación
a) El antibiótico es purificado por distribución a contra­
corriente en 3 ampollas de 2 litros A,B, C.

Se prepara mezcla cloruro de metileno- n.butanol- 
tampón fosfato M/15 a pH 7,38 (8-2-10 en volómen). Cuando 
la mezcla está en equilibrio se separan las dos fases.

En la ampolla A, se vierten 500 cm^ de una mezcla áci­
do fosfórico (a 85% en peso) - agua (1-125 en volümen) y 500 
cm^ de fase orgánica pesada. Se disuelve en esta mezcla de 
fase 13 g de clorhidrato de antibiótico bruto obtenido co­
mo se ha indicado en el párrafo B. Después de 15 minutos 
de agitación y eliminación de un insoluble por filtración, 
se ajusta el pH 7,5 por adición de sosa N.

En las ampollas B y C se cargan 500 car de fase acuosa 
ligera, siendo respectivamente ajustado el pH a 7 en la am­
polla B y a 6,5, en la ampolla C, por ácido fosfórico al 85%.

Partiendo de la ampolla A para pasar a las ampollas B 
y después C, se efectúa una distribución a contracorriente
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de 5 transferencias, utilizando la fase pesada (disolvente) 
como fase móvil y las fases ligeras (acuosas) a pH 7,5 - 7 
y 6,5 como fases estacionarias, poniendo en práctica cada 
vez 500 cm de fase móvil y manteniendo constante el pH de 
las fases estacionarias.

El antibiótico contenido en la fase acuosa de la ampo- 
lia C es extraído a pH 9,5 por dos veces 500 cm de la mez­
cla cloroformo - n.butanol (8-2 en volümen). Los extractos 
orgánicos reunidos son concentrados a presión reducida (5 a 
10 mm de mercurio) a 40"C. Durante la concentración se aña­
den 30 cnp de n.butanol que contienen 6% (en volómen) de áci­
do clorhídrico 2 N. El concentrado es llevado hasta un vo- 
ldmen de 5 csr y despuás vertido lentamente en 500 cm de 
hexano. El precipitado que se forma es escurrido, lavado y 
secado. Se obtienen asi 275 mg de clorhidrato de 32.999 RP 
semi-purificado.
b) 80 mg de clorhidrato obtenido como se ha indicado anterioi

3mente son puestos en solución en una mezcla de 1 cm de agua 
y 1 cnr de metanol. Esta solución se reparte igualmente en 
forma de un depósito lineal sobre 4 placas de cromatografía 
analítica en capa delgada de gel de sílice MERCK. Las pla­
cas son desarrolladas durante 1 hora, en una cuba, cuyas pa­
redes son recubiertas de papel filtro, que contiene mezcla 
cloruro de metileno-ócido fórmico - metanol (80-17-3 en vo- 
lümen). Despuás del secado, la zona que contiene el 32.999 
RP es recuperada por rascadura de la sílice. El polvo ob- 
tenido es puesto en suspensión en 40 cm de agua y el anti­
biótico es extraído a un pH de 9,5 por dos veces 20 cm^ de 
cloroformo. Los extractos orgánicos reunidos son concentra­
dos a presión reducida (5 a 10 mm de mercurio) a 40**C. Du-30



29.

rante la concentración se añade 1 crn'* de n.butanol que contiene 
6 % (en volumen de ácido clorhídrico 2 N. El concentrado es lije 
vado hasta un volumen de 2 cm y después vertido lentamente en 
50 cm^ de hexano. El precipitado que ee forma es escurrido, la­
vado y secado. Se obtienen asi 4 mg. de clorhidrato de 32.999 
RP puro en forma da un polvo microcristalino rojo-anaranjado 
que funde hacia los 2000 C. con descomposición. i

Las Figuras 1 a 6 llevan la siguiente leyenda:
A - Densidad óptica; B - Nanómetro; C - Longitud 

de ondas (micrones), y D - Número de ondas (cm-1).
Descrita suficientemente la naturaleza del inven­

to, asi como la manera de realizarlo en la práctica, debe hacejr 
se constar que las disposiciones anteriormente indicadas son 
susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren 
su principio fundamental.
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REIVINDICACIONES
1.- Procedimiento de preparación de una nueva sus­

tancia antitumoral básica, designada por el número 32.999 RP, 
de fórmula:

0 OH

en forma de base libre o de sal de adición con un ácido, ca­
racterizado porque se cultiva St^eptomyces atroviolaceus DS 
8938 (NRRL 814-8) o sus mutantes productores en un medio nu­
tritivo aireado que contiene fueres de carbono y de nitróge­
no asimilables y sales minerales a un pH inicial de 5,8 y 
7,8 y a una temperatura de 23 a 33^0. y después se extrae el i 
tibiótico del medio de cultivo, por un disolvente orgánico, 
purificante por cromatografía o cristalización y, eventual­
mente se- transforma la base en sal de adición con un ácido.

2.- Procedimiento de preparación de una nueva 
sustancia antitumoral básica, designada por el número 32.999 
R?, tal y como queda sustancialmente descrito en la presente 
Memoria e ilustrado en los adjuntos dibujos.

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

Madrid, 2 0 SEL'¡§77
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