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Esta invención se refiere a un método para pre­
parar maytansinol, maytanacina y propionato de maytansinol, 

los cuales son agentes anti-tumor.

Es sabido que, entre los compuestos anteriores,

la maytanacina y el propionato de maytansinol tienen una

. fuerte actividad anti-tumor (Kupchan y otros: Journal of

the American Chemical Society ^7* 5294 (1975). Por el con-
. .

trario, el maytansinol propiamente dicho tiene sólo una*'dé­

bil actividad anti-tumor (véase la referencia arriba indica - 
da), pero es un compuesto intermedio útil para la fácil*** 

preparación de maytanacina y propionato de maytansinol,* *^áí 
como de otros diversos derivados. "

El maytansinol y la maytanacina han sido otybê *
, * *

nidos por los anteriores Kupchan y otros a partir de 1*91..* 
corteza de Putterlickia verrucosa (planta perteneciente al 
género Haytenus) y así el rendimiento es extremadamente - 

bajo, tal como 0,025 mg del primero de aquellos compuestos 
y 0,36 mg del último a partir de 1 kg de corteza aeca de la 

planta. En cuanto al propionato de maytansinol, se ha obte­
nido por propionación química del maytansinol.

Los autores de la presente invención han recogi­

do diversas muestras de suelo o de otros tipos y han inves­
tigado acerca de los antibióticos producidos por microorga­

nismos que se aíslan de las muestras, y estos estudios han 
permitido llevar a descrubrir que algunos de los microor­

ganismos asi aislados pueden acumular maytansinol, maytana­

cina o propionato de maytansinol en el medio de cultivo, 

perteneciendo estos microorganismos al género Nocardia, y 
que estos compuestos pueden también obtenerse por cultivo d̂  

mutantes derivados de estos microorganismos en un medio nu-30
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.tríente apropiado en condiciones adecuadas.
Estudios ulteriores sobre la base de estos des­

cubrimientos han permitido llegar ahora a la culminación 

de la presente invención.
Asi, la presente invención se refiere a un mé­

todo para preparar maytansinol, maytanacina o propionato 

de maytansinol, que comprende cultivar un microorganismo, 
que pertenece al género Nocardia y es capaz de producir 
maytansinol, maytanajcina o propionato de maytansinol, en un 

medio de cultivo para acumular maytansinol, maytanacina o 
propionato de maytansinol en el caldo de cultivo y recupe­

rar los mismos.
De acuerdo con la técnica anterior, los compues­

tos anteriores se pueden obtener a partir de plantas, pero 

las plantas se limitan a algunas específicas, y se requie­
ren grandes gastos y un largo período de tiempo para ,1a pro­
ducción en cada etapa de crecimiento, cortado, secado y 

pulverización de las plantas y extracción, separación y 

purificación. Adicionalmente, el rendimiento es extremada­

mente bajo.
Por el contrario, los procedimientos de la pre­

sente invención pueden realizarse fácil y suavemente por 

cultivo del microorganismo, y puede producirse y obtenerse 

cuando se desea una gran cantidad de los compuestos busca­

dos.
La presente invención es el primer ejemplo de 

obtención de estos compuestos como metabolitos de microor­
ganismos, y puede considerarse como un método excelente 

para la preparación de aquéllos.
Como un ejemplo del microorganismo utilizable
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-en el presénte método, se puede mencionar una cepa de acti- 

nomiceto N9 C-15003, que fue aislada por los autores de 

la invención a partir del suelo y de otras muestras en las 

investigaciones en busca de microorganismos productores de 

antibióticos.
Los caracteres microbiológicos de la Cepa Na

C-15003 fueron investigados por procedimientos análogos.a.

los propuestos por Schirling y Gottlieb (International**]
* * * * *

Journal of Systematic Bacteriology 16, 313*340 (1963). Los 

resultados de las observaciones a 28^0 a lo largo de 21 *" 

días son como sigue.
1) Caracteres morfológicos
El micelio vegetativo se extiende bien y se de­

sarrolla en ramificaciones, tanto en agar como en medio 

liquido. Huchas de las hifas miden 0,8 a 1,2 mieras de diá­

metro y, en ciertos casos, pueden dividirse en fragmentos 
que se asemejan a las bacterias de forma de bastoncillos o 

en longitudes cortas ramificadas de hifas. La cepa da un 
crecimiento satisfactorio sobre diversos medios taxonómi­
cos, con el micelio aéreo superpuesto sobre el micelio vege­
tativo, aunque frecuentemente aquélla forma cuerpos seme­

jantes a coremia (50-200 x 200-1000 mieras) sobre los cua­
les tiene lugar el crecimiento aéreo adicional. Muchos de 

los micelios aéreos son flexuosos, rectos, encontrándose 
en un pequeño número de ocasiones una configuración que se 

asemeja ventajosamente a una espiral. El examen microscó­

pico de los cultivos envejecidos revela que sólo en unos 
pocos casos las células semejantes a conidios se-presentan 

en cadenas, mientras que las suspensiones de células obte­
nidas de las superficies de tales cultivos, cuando se exa-30
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minaron al microscopio, contenían muchos cuerpos elipsoi­

dales alargados (0,8 - 1,2 mieras x 4,8-6,8 mieras) y elip­

soidales (0,8-1,2 x 1,0-2,0 mieras) que se asemejaban a 

artrosporas.
Los exámenes al microscopio electrónico mostraran 

que estos cuerpos tenían superficies lisas.

2) Los constituyentes de las células
La cepa se cultivó con sacudidas en el medio

[?a i IBP modificado a 289C durante 66 a 90 horas, al final 

de cuyo tiempo las células se recogieron y se enjuagaron.
Por el método de B. Becker y otros (Applied Hicrobiology 

12, 421 (1964) y el método de H.P. Lechevalier (Journal uf 

Laboratory and Clinical Medicine 2í) 934 (1963), se examina 

ron las células anteriores enteras en lo referente a su 
composición de ácido diaminopimélico y azúcares. 3e encon­

tró que el primero era la forma meso, mientras que se de­

tectaron manchas que correspondían a galactosa y arabino- 

sa.
3) Características en medios taxonómicos
La cepa exhibió comparativamente un crecimiento

satisfactorio en diversos medios, siendo el micelio vegeta­

tivo incoloro o amarillo pálido en las fases iniciales del 

cultivo y canela amarillento ligero a canela amarillento 

en las fases finales. La cepa produce pigmentos solubles, 
de color amarillo a canela amarillento, en diversos medios 
taxonómicos. El micelio aéreo es pulverulento y generalmen­

te da un crecimiento moderado, siendo blanco a amarillo o 

canela amarillento claro. Las características de.la cepa 

en diversos medios taxonómicos se indican en la Tabla 1.
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Tabla 1 Características de cultivo de la Cepa N3 C-15003 

en medios taxonómicos.

(A) Agar de nitrato de sacarosa:
Crecimiento (G): Exuberante, Amarillo Melón Brite (3 

ia)^ a Ambar (3 lc)^, con formación 

de cuerpos semajantes a coremia 
Micelio aéreo (AM): Escaso, blanco 

Pigmento soluble (SP): Ninguno o canela amarillento^ 
pálido

(B) Agar de nitrato de glicerina:

G: Moderado, Marfil Claro (2 ca)*, con formación ¿é* ** 

cuerpos semejantes a coremia J
AM: Moderado, blanco ***

SP: Ninguno
(C) Agar de glucosa-asparagina:

G: Moderado, Maravilla Brite (3 pa)* a Amarillo Brite 

(2 pa)*.
AM: Escaso, blanco

SP: Amarillo Brite (2 pa)*
(D) Agar de glicerina asparagina:

G: Moderado, Marfil claro (2 ca)*, con formación de 

cuerpos semejantes a coremia 
AM: Escaso, blanco 

SP: Ninguno
(E) Agar de almidón:

G: Moderado, Marfil claro (2 ca)* a Trigo claro (2 ea)* 

con formación de cuerpos semajantes a coremia 
AM: Abundante, Marfil claro (2 ca)*

SP: Ninguno
(F) Agar nutriente:
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G: Moderado, Marfil claro (2 ca)* a Amarillo Colonial 
(2 ga)*, con formación de cuerpos semejantes a core- 

mia
AM: Escaso, blanco 

SP: Ninguno
(G) Agar de malato de calcio:

G:.Moderado, Marfil claro (2 ca)* a Trigo claro (2 ea)* 

con formación de cuerpos semejantes a coremia.

AM: Moderado, blanco a Marfil claro (2 ca)*

SP: Ninguno
(H) Agar de extracto de levadura-extracto de malta:

G: Moderado, Ambar (3 le)* a Amarillo Brite (3 la)", 
con formación de cuerpos semejantes a coremia 

AM: Moderado, blanco a Marfil claro (2 ca)*

SP: Ninguno .
(I) Agar de harina de avena:

G: Moderado, Marfil claro (2 ca)* a Amarillo colonial 
(2 ga)*, con formación de cuerpos semejantes a core­

mia
AM: Escaso, blanco a amarillo claro 

SP: Ninguno
(J) Agar de peptona-extracto de levadura-hierro:

G: Moderado, Amarillo colonial (2 ga)*

AM: Ninguno
SP: Amarillo colonial (2 ga)*

(K) Agar de tirosina:
G: Moderado, Marfil claro (2 ca)* a Amarillo Melón ciar) 

(3 ea)*,.con formación de cuerpos semejantes a core­

mia
AM: Moderado, blanco a Marfil claro (2 ca)*
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K
SP: Camello (3ie)*

Los códigos de color están de acuerdo con el Color Har- 

mony Manual, 43 edic. (Container Corporation of America . 

1958). f

4) Caracteres fisiológicos
Los caracteres fisiológicos de la cepa se mues­

tran en la Tabla 2. Intervalo de temperatura para el ere-
* .  .

cimiento: 123C a $83C. El intervalo de temperatura en *él 

que se produce un .crecimiento aéreo satisfactorio sobre* 

agar (I3P N3 2) es de 20 a 3330. *

Tabla 2 Caracteres fisiológicos de la Cepa N3 C-15003

H o Jn n A m ^ r ? _

Intervalo de temperatura para el 

crecimiento:
Intervalo de temperatura para el 
crecimiento aéreo:

Licuación de la gelatina: 

Hidrólisis del almidón:
Reducción de los nitratos: 
Peptonización de la leche: 

Coagulación de la leche: 

Descomposición de la caseína: 

Producción de pigmentos mela- 
noides:

Descomposición de la tirosina: 
Descomposición de la xantina: 

Descomposición de la hipoxantina: 

Tolerancia a la lisozima:

12 a 3820

20 a 3590 

Positiva 

Positiva 

Positiva 
Positiva 

Negativa 

Positiva

Negativa (agar de pep- 

tona-extracto de leva­
dura-hierro) Positiva 

(agar de tirosina) 

Positiva 
Negativa 

Negativa 

Positiva
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Tolerancia al cloruro de sodio: 2^
5) Utilización de diversas fuentes de carbono 
So investigó la utilización de diversas fuentes 

de carbono utilizando un medio descrito en Pridham y 
Gottlieb (Journal of Bacteriology 56; 107 (1948) y un medio 

basal de la misma composición más 0;1% de extracto de leva­

dura. El espectro resultante se muestra en la Tabla 3.
Tabla 3 Utilización de fuentes de carbono por la Cepa

N2 C-15003 j
Fuente de Carbono Crecimiento Fuente de Crecimiento

Carbono ___________

D-Xilosa
36

4- 4-4- Rafinosa 1 i *

L-Arabinosa 4- 4- Melibiosa 4- 4-

D-Glucosa 4-4- 4-4- i-Inosita - -

D-Galactosa 4- 4- D-Sorbita - -

D-Fructosa 4-4-4- 4-4- D-Manita 4-4- 14-

L-Ramnosa 4- 4- Glicerina - í

D-Manosa 4-4-4- 4-4- Almidón
soluble 4-

Sacarosa 4-4- 4-4- Testigo - *"

Lactosa 36

Maltosa i -i*
Trehalosa 4- 4-4-

36
Medio basal con adición de 0;1% de extracto de levadura

Nota: 4-4-4: Crecimiento exuberante
4-4-: Crecimiento satisfactorio 

4-: Crecimiento 
4-: Crecimiento deficiente 

Crecimiento nulo30.
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6) Otras características

Las células se cosecharon por el procedimiento 

previamente descrito en 2).y se preparé DNA por un procedi­

miento análogo al de J. Karmur y otros (Journal of Molecu- 
Lar Biology/ 3 208) 1961). Se encontré que el contenido 

de G-C (Guanina-Citosina) del DNA era aproximadamente 71% 
an moles.

La tinción gram del micelio vegetativo de esta 
cepa era positiva.

Las características anteriores de la Cepa NP 

3-15003 se compararon con las descripciones dadas en la cbr 
de S.A. V/aksman "Los Actinomicetos") Vol. 2 (The Williams 
and Wilkins Co.) 1961)! R.E. Buchanan y N.E. Gibbons) 
"Llanual Bergey de Bacteriología Determinativa") 8§ edición) 

1974! y otras fuentes bibliográficas.
Si bien se pensé que esta cepa pertenecía al Gru­

po III del género Nocardia) el hecho de que no se lograse 
encontrar ninguna especie que tuviera las características 

descritas hasta ahora entre las cepas conocidas condujo a 
los autores de la invención a la conclusión de que esta ce­
pa representaba una nueva especie de microorganismo.

La presente Cepa NS C-15003 se ha depositado en 
el Instituto de Investigaciones de Fermentación) Agencia 
de Ciencia y Tecnología Industrial (FERIi) bajo el número 

de recepción 3992) y en el Instituto de Fermentaciones) 
Osaka (IFO) bajo el número de entrada de IFO 13726) así 

como en la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC) 
Maryland) EE.UU. bajo el número de entrada 31281.

Si bien la Cepa NS-C-15003 es una especie nueva 
del género Nocardia como se acaba de mencionar) es suscep-
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tibie? como ocurre generalmente con los microorganismos! 
de sufrir variaciones y mutuaciones? bien sea espontánea­

mente o bajo la influencia de un mutágeno. Por ejemplo? 

las muchas variantes de la cepa que pueden obtenerse por 
irradiación con rayos X? rayos gamma? luz ultravioleta? 

etc.? por aislamiento de monocélulas? por cultivo en me­
dios que contienen diversos productos químicos? o por cual­
quier otro tratamiento mutágeno? asi como los mutantes de­
rivados espontáneamente de la cepa? no deben considerarse 
sustancialmente como representantes de ninguna otra especie 
distinta? sino que? en realidad? cualquiera de tales va­

riantes y mutantes capaces de elaborar maytansinol? mayta­

na ciña y propionato de maytansinol puede utilizarse inva­
riablemente para los fines de esta invención como la cepa 
NS C-15003. A titulo de ejemplo? cuando se somete la Cepa 
.NS C-15003 a diversos tratamientos mutágenos produce matan­

tes que carecen sustancialmente de la capacidad de producii 

pigmentos solubles? mutantes con micelios de substrato que 
son incoloros? verde-amarillentos? canela-rojizos o rojo- 

anaranjados? mutantes cuyas hifás son propensas a fragmen­
tarse en elementos bacilares o fragmentos de hifa cortos 

ramificados? y mutantes con abundantes micelios aóreos blan 

eos o sustancialmente sin micelios aóreos.
El medio empleado para el cultivo de una cepa

capaz de producir maytansinol? maytanacma o propionato de 
maytansinol (de aquí en adelante? abreviada algunas veces 

como "copa producible") puede ser cualquier medio liquido 
o sólido únicamente si contiene nutrientes que la cepa pue­

da utilizar? aunque se prefiere un medio liquide para ope­
raciones de alta producción. El medio puede comprender
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cuantes de carbono y de nitrógeno que la cepa NS C-15003 
pueda asimilar y digerir! materia inorgánica! nutrientes 

braza! etc. Como ejemplos de-dichas fuentes de carbono pue- 

3en mencionarse glucosa! lactosa! sacarosa! maltosa! dex- 

brina: almidón! glicerina! manita! sorbita! etc.! grasas y 

aceites (p.ej. aceite de soja! aceite de manteca de cerdo! 
aceite de pollo! etc.)! etcétera. Las fuentes de nitrógeno 

pueden ser! por ejemplo! extracto de carne! extracto de le­
gadura! levadura seca! harina de semilla de soja! licor Je 

naceración de maíz! peptona! caseína! harina de semilla 

3e algodón! melazas agotadas! urea! sales de amonio (p.ej- 

sulfato de amonio! cloruro de amonio! nitrato de amonio! 
acetato de amonio! etc.)! etcétera. El medio puede contener 
además sales de sodio! potasio! calcio! magnesio! etc.) 
sales de hierro!*manganeso! zinc! cobalto! níquel! etc.) 
sales de ácido fosfórico! ácido bórico) etc. y sales de 
ácidos orgánicos tales como acetatos y propionatos. Adicio- 
aalmente! el medio puede contener) como aditivos! diversos 

aminoácidos (p.ej. ácido glutámico) ácido aspártico) alani- 
na) glicocola) lisina) metionina! prolina! etc.)) pépticos 

(p.ej. dipéptidos) tripéptidos) etc.)) vitaminas (p.ej.

B^! Bg) ácido nicotínico) B^g) C) E) etc.)) ácidos nuclei­
cos (p.ej., purina! pirimidina y derivados de las mismas)) 
etcétera. Para el propósito de ajustar el pH del medio) 
puede añadirse un ácido inorgánico u orgánico! un álcali) 
una solución amortiguadora) etcétera. Pueden añadirse tam­

bién cantidades adecuadas de aceites) grasas) agentes tensií 
activos) etc. como agentes antiespuma.

El cultivo puede realizarse por cualquiera de los 

procedimientos estacionario) de sacudidas) aerobio sumergi­
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do* y otros. Para operaciones de alta producción* se prefie­

re* por supuesto* el cultivo aerobio sumergido. Si bien 

las condiciones de cultivo* por supuesto* dependen de la 
condición y,composición del medio* de la cepa* del método 

de cultivo y de otros factores* normalmente se prefiere 
realizar la incubación a 20-35^6 con un pH inicial de apro­

ximadamente 7*0 poco más o menos. Es particularmente desea­
ble una temperatura de 23 a 30SC en una etapa intermedia 

de cultivo* con un.pH inicial de 6*5 a 7*5* Si bien el 
tiempo de incubación es también variable de acuerdo con los 
mismos factores que se han mencionado arriba* es aconseja­
ble continuar la incubación hasta que el titulo del producto 

antibiótico deseado se hace máximo. En el caso del cultivo 
con sacudidas o cultivo sumergido aerobio en medio liquido* 

el tiempo requerido está comprendido normalmente entre 

aproximadamente 48 y 144 horas.
La potencia del antibiótico se ensayó con Tetrahy 

mena pyriformis W como organismo de ensayo. Asi* el microor­

ganismo arriba indicado se cultivó en un medio de ensayo 
ĵ 20 g de Proteosa-peptona (Difeo)* 1 g de extracto de leva­

dura (Difeo)* 2 g de glucosa* 1000 mi de agua destilada y 

10 mi de tampón de fosfato 1 M (pH 7*0)] a 28BC durante 44 
a 48 horas y la potencia del antibiótico se determinó por 

el método de dilución en serie con una comprobación de la 
turbidez del cultivo en crecimiento y por un ensayo de cro­
matografía en capa delgada (en abreviatura* TLC) que se 

describirá más adelante en esta memoria.
La maytanacina* el propionato de maytansinol o el 

maytansinol se producen y se. acumulan en el caldo cultivado 
resultante* tanto extracelular como intracelularmente.
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Ninguna de estas sustancias exhibe actividad an- 
ibiótica ciará, y por ello dichas sustancias se han detec 

ado por TLC que se indica en paralelo a la detección por 
.ctividad frente a la cepa Tetrahymena. Asi, el caldo de 

'ermentación se separa en células y filtrado por filtración 

' centrifugación, y el filtrado'se extrae con el mismo vo- 

.umen de acetato de etilo. Se añade a las células la misma 

¡antidad de acetona-agua al 70% que el filtrado y, después 
¡e 1 hora de agitación a 20SC, se filtra la suspensión. Se 
tepara la acetona del filtrado y el filtrado acuoso resal­

íante se extrae con acetato de etilo. Cada uno de los ex- 
¡ractos se concentra a 1/100 de su volumen y se somete a 
;romátografia de capa delgada sobre una placa de gel de si- 
.ice-vidrio (Merck, Alemania Occidental, gel de sílice

,0F--., 0,25 mm, 20 x 20) (sistema disolvente: cloroformo- 254
íetanol = 9:1). La potencia se determinó sobre la base 
te la intensidad de las manchas detectadas por irradiación 
:on luz ultravioleta a 2537 Á.

La maytanacina, el propionato de maytansinol o el 
saytansinol que se producen asi en el caldo de cultivo, son 

Lipófilos y neutros, y pueden recuperarse convenientemente 
sor procedimientos de separación y purificación que se em­
plean normalmente para la recogida de tales metabolitos 

üicrobianos. Por ejemplo, puede emplearse un procedimiento 
l.ue utiliza la diferencia de solubilidad entre el antibió- 
:ico y las impurezas, medios que utilizan la afinidad ad­

sorbente fraccionadora de diversos adsorbentes tales cono 
si carbono activado, resinas no iónicas macroporosas, gel 
te sílice, alúmina, etc., un procedimiento de separación 

te las impurezas por medio de resinas cambiadoras de ion,
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etcétera? los cuales pueden aplicarse simplemente o en una 
combinación adecuada o bien aplicarse repetidamente.

Puesto que? como se ha indicado anteriormente? 

la maytanacina? el propionato de maytansinol o el maytansi- 

nol se encuentran tanto en el filtrado como en las células? 

los antibióticos se separan y purifican por medio de un tal 

adsorbente? si se emplea uno de éstos? bien sea directamen­

te o bien después de una extracción con disolvente en el 
caso del filtrado? o después de una extracción con disolven­

te en el caso de las células microbianas. La extracción 
con disolvente puede realizarse por cualquiera de los méto­
dos siguientes y otros métodos? p.ej. (l) extracción con 
disolvente a partir del caldo de cultivo antes de la sepa­
ración de las células? y (2) extracción con disolvente de 

las células y el filtrado obtenido por filtración? centrifu­

gación u otro procedimiento. Para extraer el filtrado y 

las células independientemente? puede llevarse a cabo con 

ventaja el procedimiento siguiente.
Los disolventes adecuados para la extracción del 

filtrado son disolventes orgánicos inmiscibles con el agua 

tales como ésteres de ácidos grasos? p.ej. acetato de etilo 

y acetato de amilo? alcoholes? p.ej. butanol? hidrocarbu­

ros halogepados? p.ej. cloroformo? y cebonas? p.ej. metil- 
isobutil-cetona. La extracción se lleva a cabo a un pH pró­

ximo a la neutralidad y? preferiblemente? el fluido de cul­

tivo ajustado previamente a pH 7 se extrae con acetato de 
etilo. El extracto se lava con agua y se concentra a presión 

reducida. Después de ello? se añade al concentrado un oisol- 

vente no polar tal como éter.de petróleo o hexano? y se re-
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cupera el producto bruto I que contiene el compuesto activo 

Debido a que; en la TLC) se detectan varias manchas distin­

tas de-las de maytanacina) propionato de maytansinol o may- 

tansinol) el producto I se somete secuencialmente a l.os si­

guientes procedimientos de purificación. Así) es útil un 
[procedimiento de purificación de rutina) particularmente la 

cromatografía de adsorción y) para este fin) puede emplear­

le uno de los adsorbentes más comunes tales como gel de sí- 

¡lice) alúmina) resinas adsorbentes no iónicas macroporosas) 

etc. Para la purificación del producto bruto I) es sumamente 

útil el gel de sílice. Puede realizarse cualquier revelado) 
por ejemplo comenzando con éter de petróleo y hexano) y la 
elución se lleva a cabo por adición de un disolvente po3ar 
tal como acetato de etilo) acetona) etanol o metanol. En' 

un procedimiento típico) utilizando gel de sílice (Merck) 
[Alemania Occidental) 0)05-0)2 mm) como soporte) se realiza 
m a  cromatografía en columna con un aumento seriado de la 

¡relación de hexano a acetato de etilo. El producto eluido 
se muestrea y se investiga por CCD) y las fracciones que 

¡contienen los ingredientes efectivos se reúnen y se concen­
tran a presión reducida. Después de ello) se anade éter 

)e petróleo o hexano al concentrado) con lo que se obtiene 

1̂ producto bruto II. Como este producto contiene todavía 
¡impurezas) el mismo se purifica ulteriormente como sigue.

?or ejemplo) el producto II puede purificarse por medio de 

ía segunda columna de gel de sílice utilizando un sistema 

!e disolventes distinto. El sistema de revelado para este 
'in puede estar constituido por un hidrocarburo halogenado 
tal como diclorometano o cloroformo) con la adición de un 
íisolvente polar tal como un alcohol) p.ej. etanol o metanol
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ía cotona? p.ej.acetona o metil—etil—cetona? o análogos.
3 esta manera? se aíslan la maytanacina? el propionato de 

íytansínol o el maytansinol. El orden de los sistemas di- 
3lventes para las columnas primera y segunda de gel de sí- 

Lce puede invertirse y? adicionalmente? pueden utilizarse 

¡.solventes orgánicos ordinarios en conjunción con los sis- 

smas anteriores? si es necesario.
Si se.utiliza una resina adsorbente macroporosa 

smo medio de purificación para el producto bruto II? la 
Lución de la maytanacina? el propionato de maytansinol o 
i maytansinol se realiza con una mezcla de agua con un al- 

ohol inferior? una cetona inferior o un áster. El alcohol 

nferior puede ser? por ejemplo? metanol? etanol? propanel 
butanol? y la cetona inferior puede ser? por ejemplo, 
cetona o metil-etil-cetona. El áster puede ser? por ejemplc 

cetato de etilo. En un procedimiento típico? el producho 

ruto II se disuelve en metanol-agua al 60% y se adsorbe 
n una columna de Diaion HP-10 (Mitsubishi Kasei L.K.). La 
olumna se lava con metanol-agua al 70% y? a continuación? 

e lleva a cabo la elución con metanol-agua al 90%. De este 

odo? se eluyen de la columna la maytanacina? el propionato 

e maytansinol o el maytansinol.
-En cualquiera de los procedimientos arrioa descri­

os? las fracciones que contienen los componentes buscados 
o objetivo se reúnen y se concentran a presión reducida.

.1 producto seco se añaden 5 a 8 volúmenes de acetato de 

tilo y la mezcla se deja en reposo? con lo cual se separan 

.os cristales de maytanacina? propionato de maytansinol o 
taytansinol? o bien? cuando los cristales contienen maytana- 

¡ina y propionato de maytansinol? aquéllos se separan uno

C (
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3 otro por medio de un adsorbente tal como los que se han 

sncionado anteriormente en esta memoria. Asi; utilizando 

3l de sílice o una resina adsorbente no iónica macroporosa} 
los disolventes arriba mencionados! los compuestos desea­

os pueden eluirse fraccionadamente. Cuando! por ejemplo!
3 emplea gel de sílice! el revelado se realiza con hexano!¡ 

cetato de etilo! o cloroformo-metanol! con lo que el pro- 

ionato de maytansinol y la maytanacina emergen por este 

rden. Después de la detección por CCD! las fracciones se 
oncentran respectivamente a presión reducida y se añade 
cetato de etilo a los concentrados. De esta manera! pue- 

en obtenerse los compuestos respectivos como cristales, 
aando se emplea una resina adsorbente no iónica macroporo-l 
a! puede utilizarse una elución en gradiente con una reía-l 
ión variable de alcohol! cetona o óster a agua. Por ejompl(¡! 

or el método de elución en gradiente que implica el uso de 
etanol-agua al 60% y metanol-agua al 95%! con adición de 
loruro de sodio al 5%! la maytanacina y el propionato de 
aytansinol emergen en el orden citado. Después del muestrec 
la detección por CCD! cada grupo de fracciones activas 

e concentra a presión reducida y se cristaliza en acetato 

e etilo. Los cristales aislados incluyen acetato de etilo 
orno disolvente de cristalización y! después de secado sobre} 
entóxido de fósforo a 702C durante 8 horas! exhiben las ca-[ 

acterísticas físicas y químicas siguientes. (Tabla 4).
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Los datos arriba mencionados de análisis elemen- 

al; rotación especifica; espectros UV; espectros IR; es- 
ectros de masas; etc.; están satisfactoriamente de acuer- 

o con los datos de maytanacina; propionato de maytansinol 
maytansinoí que se dan en la bibliografía de Kupchan y 

tros (The Journal of American Chemical Society 5294 

1975)}.
Los ejemplos siguientes son adicionalmento ilus- 

rativos; pero en modo alguno limitantes de la invención; 

n los cuales "parte(s)" se refiere a peso a no ser que se 
ndique otra cosa; y la relación entre "parte(s)" y "par­

éis) en volumen" corresponde a la existente entre "gramo(s 
"mililitro(s)"; y está basado en "peso/volumen" a no 

er que se indique otra cosa.

Ejemplo 1

Se utilizó Nocardia NS C-15003 (IFO 13726; FERM 
992; ATCC 31281) capaz de producir maytansinol; maytanaci- 
a y propionato de maytansinol sobre un medio (agar de ex- 
racto de levadura-extracto de malta) para inocular un fer- 
entador de 200 partes en volumen que contenía 40 partes en 

olumen de un medio de cultivo de siembra (2% de glucosa;
% de almidón soluble; 1% de harina de soja cruda; 1% de 

icor de maceración de maíz; 0:5% de Polypepton; 0;3/" de 
aCl; 0;5% de CaCOy pH 7?0). El medio inoculado se incubó 
2830 durante 48 horas para obtener un inóculo. Se transfi 

ló una porción de 0:5 partes en volumen del inóculo asi 
btenido a un Termentador de 200 partes en volumen que conte 

ia 40 partes en volumen de un medio de fermentación compue 

o de 5% de dextrina; 3% de licor de maceración de maíz;

H o Jw n ftm .g Q
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;1% de Polypepton y 0;5% de CaCO^ (pH 7;0); y se cultivó 

283C durante 90 horas para dar un inóculo (cultivo de

Cuando se determinó por el método de dilución en 

erie utilizando Tetrahymena pyriformis W como organismo de 
asayo y propionato de maytansinol como producto patrón; 

e encontró que el cultivo anterior tenia un título de 

5/hg/ml.

Ejemplo 2

Una porción de 10 partes en volumen del inóculo 

siembra) obtenido en el Ejemplo 1 se transfirió a un fer- 
entador de 2000 partes en volumen que contenía 500 partes 

volumen de un medio de cultivo de siembra (el mismo que 
rriba) y se incubó a 2820 durante 48 horas. Una porción de
00 partes en volumen del cultivo resultante se transfirió 

un depósito de 50000 partes en volumen de acero inoxidable
ue contenía 30000 partes en volumen de medio de cultivo 
e siembra y se cultivó a 2820 con aireación (30000 parte: 

volumen/minuto); agitación ¡J280 r.p.m. (l/2DS)[jy presión 
nterna (l kg/cm ) para obtener un cultivo de siembra. Se 

tilizó este cultivo para sembrar un depósito de 200000 part 
n volumen de acero inoxidable que contenía 100000 partes en 

olumen de un medio de fermentación similar al utilizado en
1 Ejemplo 1 con un grado de inoculación de 10%. El medio 

noculado se incubó a 2820 con aireación (100000 partes en 

olumen/minuto); agitación [[200 r.p.m. (l/2Dl)^ y presión 
nterna (1 kg/cm^) durante 90 horas. Cuando se determinó 
tor el mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo

se encontró que el cultivo obtenido arriba tenia un títu



Hojn

5

10

15

20

25

30

_de 23/Ug/ml.
A 90000 partes en volumen del cultivo obtenido 

arriba se añadieron 2000 partes de Hyflo—supercel^-^(Johns 

and Manville Products, EE.UU.) y, después de un mezclado 

a fondo, se filtró la mezcla sobre un filtro de presión pa­
ra obtener 83000 partes en volumen de filtrado y 32000 par­

tes de.células húmedas. El filtrado (83000 partes en volu­
men) se agitó y se extrajo con 30000 partes en volumen de 
acetato de etilo. Se repitió este procedimiento una vez 

más, Las capas de acetato de etilo se reunieron, se lavaron 
dos veces con porciones de 30000 partes en volumen de agua, 

se secaron por la adición de 500 partes de sulfato de sodio 

anhidro y se concentraron a presión reducida hasta 200 par­

tes en volumen. Se añadió éter de petróleo al concentrado, 
y el precipitado, resultante se recuperó por filtración 

(53 partes). Este producto bruto' I se agitó con 100 partes 
en volumen de acetato de etilo, y los insolubles se sepa­
raron por filtración. El filtrado se agitó con 10 partes 

de gel de sílice (Merck, Alemania Occidental, 0,05-0,2 mm) 

y el acetato de etilo se separó a presión reducida. El, re­

siduo se cargó por el extremo superior de una columna de 

gel de sílice (400 partes en volumen). La elución se llevó 

a cabo con 500 partes en volumen de hexano, 500 partes en 

volumen de hexano-acetato de etilo (3:1)!. 500 partes en 
volumen de hexano-acetato de etilo (1:3), 500 partes en vo­

lumen de acetato de etilo y 1000 partes en volumen de ace­
tato de etilo-metanol (50:1), y 1000 partes en volumen de 
acetato de etilo-metanol (25:1), recogiéndose el.producto 

eluído en fracciones de 100 'partes en volumen.
Una porción de 1 parte en volumen de cada frac-
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3ión se concentró a sequedad, y se añadió al concentrado 

3,1 parte en volumen de acetato de etilo. La mezcla se de­

positó como una mancha a 2,5 cm del borde del fondo de una 
placa de gel de sílice-vidrio (Merck, Alemania Occidental, 

50 3*2^, 0,25 mm, 20 x 20) y se reveló hasta aproximadamen­

te 17 cm con un sistema disolvente de acetato de etilo-me-

tanol (19:1). Después del revelado, se llevó a cabo la de-
o

tección con luz ultravioleta (2537 R)*

Las fracciones activas N& 25-30 de Ef 0,58-0,63 

y las fracciones NS 38-40 de Rf 0,25-0,30 se recogieron y 
se concentraron a presión reducida hasta aproximadamente 

20 partes en volumen, respectivamente. A cada uno de estes 
concentrados se añadieron 150 partes en volumen de éter de 
petróleo para obtener 5 partes de un producto bruto II y 2 

partes de maytansinol bruto.
En 10 partes en volumen de acetato de etilo se 

disolvieron 0,5 partes del producto bruto II obtenido arri­
ba y la solución se agitó bien con 4 partes de gel de síli­
ce (Merck, Alemania Occidental, 0,05-0,2 mm). El acetato 

de etilo se separó a presión reducida. El residuo se cargó 

por el extremo superior de una columna de 300 partes en

volumen de gel de sílice y la columna se lavó primeramente 
con 500 partes en volumen de cloroformo y se eluyó luego 

con 500 partes en volumen de cloroformo-metanol (50:1),
500 partes en volumen de cloroformo-metanol (2011) y 500 

partes en volumen de cloroformo-metanol (10:1). El producto 

de elución se recogió en fracciones de 25 partes en volu­

men.

Una porción de 0,'5 partes en volumen de cada 
fracción se concentró a presión reducida. Se añadieron al
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concentrado 0,05 partes en volumen de acetato de etilo, y 

la mezcla, como muestra, se sometió a cromatografía en capa 

delgada (sistema revelador: cloroformo-metanol = 9:1).

Las fracciones Nos. 40 y 41, con absorción a
O2537 X en la zona de Rf 0,48-0,50, se recogieron y se con­

centraron a sequedad a presión reducida. Se añadieron al re 

siduo 0,5 partes en volumen de acetato de etilo y la mezcla 

se dejó en reposo, obteniéndose 0,05 partes de cristales 

nezclados de maytanacina y propionato de maytansinol.
0,05 partes de los cristales mezclados anterio­

res de maytanacina y propionato de maytansinol se disolvie­

ron en 5 partes en volumen de metanol, seguido por la adi­
ción de 0,1 parte de cloruro de sodio y 5 partes en volumen 
le agua. Se rellenó una columna con 200 partes en volumen 
le Diaion HP-10 (Mitsubishi Kasei K.K.) y se lavó con 600 

partes en volumen de metanol-agua al 50% que contenía 5% de 

!íaCl. La solución de muestra arriba preparada se hizo pasar 

3 través de la columna, y se realizó una elución en gra- 
liente utilizando 1500 partes en volumen de metanol-agua al 

50% que contenía 5% de Na 01 y 1500 partes en volumen en 
netanol-agua al 95%. El producto eluidose recogió en frac­
ciones de 15 partes en volumen, y se investigaron por croma­

tografía en capa delgada todas y cada una de las fracciones 

Las fracciones 130 a 135 contenían maytanacina, y las frac­
ciones 138-142 contenían propionato de maytansinol.

Cada grupo de fracciones se concentró y se disol­

vió por adición de 30 mi de agua y 50 mi de acetato de etilc 
La solución se agitó en un embudo de separación y la capa 

le agua se separó y, después'de lavar dos veces con porcio- 

ies de 30 mi de agua, la capa de acetato de etilo se secó
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_sobre sulfato de sodio anhidro, se concentró y se dejó en 

reposo. De la manera arriba indicada, se obtuvieron crista- 

'les de cada grupo de fracciones. Los cristales se recogie­
ron por filtración y se secaron. Se obtuvieron 0,013 par­

tes de maytanacina y 0,02$ partes de propionato de maytan- 

sinol.

10
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En 3 partes en volumen de acetato de etilo se 

disolvieron 0,2 partes del maytansinol bruto obtenido arri­
ba y la solución se agitó bien con 0,3 partes de gel de sí­

lice (Herck, Alemania Occidental, 0,05-0,2 mm). El acetato 
de etilo se separó a presión reducida. El residuo se cargó 

por el extremo superior de una columna de 80 partes en vo­
lumen de gel de sílice y la columna se lavó en primer lugar 

con 150 partes en volumen de cloroformo y se eluyó después 

con 150 partes en volumen de cloroformo-metanol (50:1),

*150 partes en volumen de cloroformo-metanol (20:1) y 300 

partes en volumen de cloroformo-metanol (10:1). El producto 

eluido se recogió en fracciones de 10 partes en volumen*. \ 

Una porción de 0,5 partes en volumen de cada ; 
fracción se concentró a presión reducida. Al concentrado*se 
añadieron 0,05 partes en volumen de acetato de etilo, y la 

mezcla se sometió como muestra a cromatografía en capa del­

gada (sistema revelador: cloroformo-metanol - 9:1).

Las fracciones Ños. 50 a 52, que absorbían a
o

2537 I en la zona de Hf 0,33 a 0,38, se recogieron y se con­

centraron a sequedad a presión reducida. Se añadieron al re­

siduo 0,5 partes en volumen de acetato de etilo y la mezcla 
se dejó en reposo, obteniéndose 0,020 partes de cristales 

de maytansinol. '
30
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Ejemplo 3

Con agitación, 32000 partes de las células ob­

tenidas en el Ejemplo 2 se extrajeron con $0000 partes en 
volumen de acetona-agua al 70% durante 3 horas y, después 

se filtraron sobre un filtro de presión. La extracción con 

30000 partes en volumen de acetona-agua al 70% y la filtra­

ción subsiguiente se repitieron una vez más. Los filtrados 

se reunieron y la acetona sé separó por concentración a 
presión reducida. El sistema acuoso resultante se hizo pa­
sar a través de una columna de 5000 partes en volumen de 

Diaion HP-10 (Mitsubishi Kasei K.K.). La columna se lavó 

con 20000 partes en volumen de agua y metanol acuoso al 
50%, seguido por elución con 15000 partes en volumen de 

metanol-agua al 90%. El producto eluido se concentró a pre­

sión reducida a 3000 partes en volumen y se agitó con 3000 

partes en volumen de agua y 3000 partes en volumen de ace­

tato de etilo. Se repitió el procedimiento anterior una vez 

más. Las capas de acetato de etilo se combinaron, se lava­

ron con agua, se secaron por adición de sulfato de sodio 
anhidro y se concentraron a presión reducida hasta 200 par­

tes en volumen. Después de la adición de éter de petróleo, 
el precipitado se recuperó por filtración (280 partes). El 
producto bruto I arriba obtenido se purificó por medio de 

una columna de gel de sílice análogamente al Ejemplo 1 pa­
ra recuperar 1,0 partes de producto bruto II y 0,5 partes 

de maytansinol bruto.

Ejemplo 4
1000 partes en volumen del cultivo del Ejemplo 2 

se inocularon en un depósito de 200000 partes en volumen



de acero inoxidable que contenía 100000 partes en volumen 
de un-medio de cultivo de siembra y el medio inoculado se 

incubó a 289C con aireación (100000 partes en volumen/mi- 

nuto) y agitación (200 revs. por min) durante 48 horas 

para preparar un cultivo de siembra. Este cultivo de siem­

bra se transfirió a un depósito de 2000000 de partes en 
volumen de acero inoxidable que contenía 1 millón de partes 

en volumen de un medio de fermentación igual que el utili­

zado en el Ejemplo 1 con un grado de transplantación de 

10%. El cultivo se realizó a 2890 con aireación (1000000 

partes en volumen/minuto), agitación Cl20 revs. por min. 

(1/3 DT)1 y presión interna (1 kg/cm^) durante 90 horas.
Se encontró que el cultivo resultante tenía un título de 

20 ̂ ug/ml cuando se ensayó por el procedimiento de ensayo 
descrito en el Ejemplo 1. A 900000 partes en volumen del 

'cultivo arriba obtenido se añadieron 900000 partes en volu­

men de acetona y^ después de una hora de agitación, se aña­
dieron 20000 partes de Hyflo-Supercel (Johns & Kanvil-ld,'. 
EE.UU.). La mezcla se agitó ulteriormente y se filtró.en] 

una máquina filtrante a presión. A 1700000 partes en volu­

men del filtrado resultante se añadieron 300000 partes en 

volumen de agua y, en un Podbielniak (Podbielniak Inc., 
EE.UU.) se extrajo la mezcla con 1000000 de partes en vo­

lumen de acetato de etilo. La capa de acetato de etilo se 

lavó con agua, se secó por adición de sulfato de sodio anhi­
dro y se concentró a presión reducida. Se añadió al concen­

trado éter de petróleo y el precipitado resultante se recu­
peró por filtración y se secó. Por el procedimiento anterioj* 

se obtuvieron 680 partes de producto bruto I. Después de 

ello, como en los Ejemplos 2 y 3! este producto bruto se
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^.purificó para obtener 1,1 partes de naytanacina, 2,2 par­
tes de propionato de aaytansinol, y 0,1 parte de maytansi- 

nol.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invención propia y nueva que se

presentan para que sean objeto de esta solicitud de Patenta 

de Invención en España, por VEINTE años, son los que se re­
cogen en las reivindicaciones siguientes:

tanacina o propionato de maytansinol que comprende cultivai 

un microorganismo que pertenece al género Nocardia y que 

es capaz de producir maytansinol, maytanacina o propionato 

de maytansinol en un medio de cultivo que contiene fuentes

hasta que se acumulan sustancialmente maytansinol, maytana­

cina o propionato de maytansinol en aquél, y recuperar los 
mismos.

23.- Un método de acuerdo con la reivindicación 

13, en el que el producto obtenido es maytansinol.
33.- Un método de acuerdo con la reivindicación 

13, en el que el producto obtenido es maytanacina.

43.- Un método de acuerdo con la reivindicación 
13, en el que el producto obtenido es propionato de maytan­
sinol.

1 3 ,  en el que el microorganismo es Nocardia NB C-15003 
(ATOO 31281; IFO 13726; FERH 3992).

63.- Un método para preparar maytansinol, may­

tanacina o propionato de maytansinol.

Tal y como se ha descrito en la Hemoria que ante - 
<:ede y para los fines que se' han especificado.

13.- Un método para preparar maytansinol, may-

de carbono asimilables y fuentes de nitrógeno digestible

33.- Un método de acuerdo con la reivindicación
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Esta Memoria consta de treinta hojas escritas a 

máquina por una sola de sus caras.

¡ Madrid,o 5.NCV.t977
P.A.

A !bert<
Por Pvd̂

Etiaburo
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