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WEMORIA DESCRIPTIVA

para solicitar

)

PATENTE DEBE IRVEWCION
e n
LS PANA

‘por VEINTE aiios

a nombre de TAKEDA PHARMACEUTICAL INDUSTRIES LTD, entidaa
Japonesa, establecida en 27, 2~chome, Doshomachi, Higashi-iu,

Usaka, Japdn, por:

"UN FETODO PARA PURIFICAR SARCOMICINAM

bete invencidn se refiere o un método para la prepa~
racién de sarcomicina purificada y de sus derivados,
Por sarcomicina purificads se entiende uns sustancis
Ocleoss o0 sdélida que contiene uno o més factores activos de ssr-
5 comicina y por sus derivados se entienden compuestos aisiados
relacionados con los factores activos.
Seghn un informe de ilamao Umezaws la sarcomicins es

ur metabolito de una cepa perteneciente a Streptomyces

erythrochromogenes y posee fuerte actividad "anti-cdncer ¥
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una cierta activided entibidtica (J. antibiotics 6, (a),
101; 147-152; 153-157 (1953); Antibioties and Chemothe-
rapy 4, 514 -520 (1954) ).

Como es sabido, la sarcomieina que se encuentra

actualmente en el mercado como droga contras el chncer no
es una sustancia pura sino una mezcls que contiene diversos
factores que poseen activiilad "anti-céncer" o antibibdtica
o ambas, como 10 ge ha hecho ninguna comanicacidn sobre
ol giglaniento y la purificacidn de estos Tuctores, datos
son todavia totalmente desconocidos,
Los presentes inventores han realizado una se-

rie de estudios soObre el aislamiento y las propiedades
de los factores y han conseguido preparar s partir de
sarcomicina comercial sarcomicina purificads que consiste
en factores activos casi puros y en slgunos de sus deriva-
dos estables, Se ha visto que la sarcomicina purificada
asi obtenida es varias veces més fuerte que la sarcomici-
na comercial en actividades "enti-céncer" y anvibibtica
¥ que Los derivados poseen tambiédn actividades vanti-edn-
cer' ¥y (o) antibidtica,

5L términovanti-céncer” empleado en estu Mewmoris
significa inhibiecidn de la reproduccién de las células can-
cerosgas. La administracidén de estas sustanciag ocasiona la
prolongscibén del lapso vital y La reduccidn de los doiores
e los enfermos de céncer.

Los derivados estables de la sarcomicine se divi-

den en grupo de sarcomicins-~8 ¥ &rupe de sarcomlcing-E, se-~
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gin que sean entibibticos contra staphilococcus O no.

1l grupo sarcomieina-3 se congidera producido
& partir de sarcomicina por ig adicidén de sulfuro de hi-
drdgeno y subsiguiente oxidacién,

Los presentes inventores han logrado aislar sar-
comicina purificada y sus derivados transformando Lz sar-
comicina en sug sales de metales pesados ¥y utilizando las
nropiedades especlificas de las gales,

un presencis de varios iones de netales pesados
1a sarcomicina forma Ffécilmente las correspondientes sa-
les metdlicas o las sales complejas. Algunas de estas sa—
les, sin embargo, pierden la actividad original y otras
gon iuposibles de aislar. Solo la sal de cobre carece de
tal inconveniente y posee propiedades gatiafactorias pa-
.o le divisién de la sarcomicine en sus diversos factores.

T,oe materiales de partide en la presente inven-
cién son la sarcomicina preparada por el método de Umeza-
wa, sus sales de metales glcalinos, sus sales de metales
alcalino-térreos y sus productos transformados ¥ todos
ellos se pueden elsborar de la wisma nanera. Como sales
de metesles alealinos figuren, por ejemplo: la sal sédica,
ls sal potésica, etc. y como sales de mwebtales alcallino-
térreos, la sal cfleica, la sal bérica, etc. Por produc-
tos transformados se entiende sarcomiecina, etc. purifica-
da utilizendo la diferencila en sus coeficlentes de repar-
to entre dos disolventes o por otros médios adecuados.

Te sal de eobre de sarcomicina se produce sumi-
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nistrando idn d¢ cobre a una solucidén de sarcomicina., Les
sales de cobre solubles tales como sulfapo cinrico y ace-
tato clprico se usan como fuente de ién de cobre. La sal de
cObre ge prepars convenlientemente en ggua O en un alsolven—
te ascuoso. wus sal de cobre ge puede dividir en sat de co-
bre del grupo sarcomicinas~E ¥ sal de cobre del grupo gar-
comicing~-3S wtilizendo la diferencia en sus coeilcientes de
reparto entre el agua o0 un disolvente acuvsgo y otro disol-
vente immiscible libremente con el primero. Couo digolven-
e acuoso se emplea una solucidn acucsa de una sal inorgé-
nica o una solucién gmortigusdora. (omo disolvente inmis-
cible dibremsnte con el aggua o con un disolventbe acuoso

se usa convenientbemente un ester de 4cido graso inferior

0 un agleochol alirdtico inferior tal como butanol, aleohol

igo~amilico, ete, También se puede usar etanol, metznol,

y

ebe. 81 contienen una sal en una concentracidn tal gue ya
no se mezclen con el agua en proporcidn Libre.

Como el coeficiente de reparto cuntre dog disolven—
les de cads Tactor de sarcomicina es muy pareciuo, Lla sar-
cowicina como tal no puede dividirse en sus factores ha-
ciendo uso de la diferencia en sus coeficlentes de reparto
eutre dos disolventes, Pero la diferencia en el coelficien~
te de reparto ertre dos disolventes de las sales de cobre

de los factores es Lo suficientemente amplia pars este Fin,.

5

decir, la sal de cobre del grupo sarcomicina~E se distri-
buye er un disolvente orgénico y la sal ue cobre dei grupo

garcomicina~3S en un disolvente. acuoso simplemente agitando
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el mapbterial con los dosg disolventes, Por supuesto, se
puete usar pars este mismo fin la cromatografia de repar-
to, la distribucidén en contracorriente u otros métodos,
nero, por 1o general, requieren procedimientos complica-
dos, La sal de cobre de la fraccidén sarcomicina-S asi{ se-
parada en forma de solucibn acuosa se Llibers después de
cobre, w&£t0 es, cuando se introduce sulfuroe de hidrdgeno
en la golucién el cobre se depoesita y, al mismo tiempo,
se produce garcoulcina-S por adicibn de sulfuro de hi-
drégeno,

BL grupo sarcomicine-~8 producido de este 1odo
ge pasa a un disolvente orginico para quiterie las impu-
rezas solubles en el asgua. Bl grupo sarcomicina-i se
puede adn dividir en sarcomicinapsl y 32 utilizando su
dificultad relstiva pars separarse de un dicolvente, Por
ejenplo, cuando ge concentre une soiucién del grupo 8AT-
comicline~S en un ester de dcido graso inferior, se sepa-
rs prirero aﬁsarcomic:i.na-s:L ¥y de lag sguas maedres ge obtie-
ne sarcomiciﬂa-s2 bruta, que se purifica por recristali-
zacién, De las sguas madres de la recristalizacidn se
obtiene unea mercla que consiste en saroomicima—sl ¥y ser—
comicina—32 en una relacidn de 2 : 1.

Ls sarcomicina purificada consiste casi UYnie~
camente en sus factores activos purog y se¢ obtliene gene-
ralmente en estado oleoso o en esgtado 8611ido de la mane-
ra gsiguliente:

Una solucidn acuosa de las sales de cobre de
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la sarcomicina se libers de sarcomicina-E con uu disolvente
orgénico como se ha dicho antes v luezo se trata con un
camblador de catiomes para separar el 16n de cobre. Lo S0—
iucidii resultente de sarcomicina purificads se acidirica y
se extrae con un disolvente orgénico. ©#L extracto que con-
tiene facthres activos se trata con un adsorbente adecusdo
para separar las impurezas y se evapora a vaja temperatura
en el vaclo en la atmésfera de un gas inerte tul como nie
trégeno para obtener la sarcomicina purificads.

La sarcomicina Sl, la 32 ¥y la sarcomicina purie

Ticada separadas as! tienen cada una la solubilidsa que més

adelante se indica y la facultad de formar sales., Retas pPro—

picdades se pueden utilizZar pars su separseidn ¥ puritica-
¢idn,

Lia garcomicina S1 €8 muy poco soluble en ¢loro-
rormo, tetraecloruroc de ecarbono, &ter de petréleo, benceno,
hexeno, ciclohexano, éter y andlogos ; féecilmente soluble en
acetona y soluble en acetato de xetilo, acetato de ovutilo,
butanol, ete., en frio, pero més soluble en caliente. Es
regularmente soluble en metanol, etanol Y agua caliente, en
tanto que es escasamente soluble en 2ia frie. La sarcomici-
na S, tiene una solubilidad un »noco diferente. La s0lubi~

2
lidad citads se resume en la Table T.
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Tabla 1

S0lubilidad de la sarcomicing purificada, la sarcomicin: sl_y la

sarcomicing 32

Disolventes Sarcomicing Sl Jarcomicing 32 Sar§am1cina
puriticads,
FPrio (Caliente Frio (Caliente "Frio

Agua hd + + + + 4 +
letanol + + + + + 4+ o+ 4 -+
Etesnol + + o+ & o o +
Butanol + + + + + 4+

Aleohol isoamf-

1icOoiiernnnnnn. - + + 4+ 4+ ¥
Benceno - - - - +
Hexano - - . - - - -
Ciclohexano - - - - -
Eter - - - - -
Acetona 4+t ot ++ + + 4 *
igetato de eti + + + + 4 +- 4 +
Acetato de butilo + + 4 + + - + +
Cloroformo - - - - -+
Tetr%g%ggggo de - - - — -
Eter de petrdleo - - - - -

Observaciones: - insoluble, A escasamente spluble,

-

bastante goluble,

>0

+: soluble, + 4

+ 4+ <+ : muy soluble,
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Tanto la sarcomicina slvcomo la sarcomicing 82
son sustoncias fdcidas ; forman sales o sales complejas con
varios metales, Estas sales son generalmente poco solubles
en disolventes orgédnicos, pero existen aigunas sales com-
plejas que son solubles en los disolventes orgdnicos, TO-
das las sales excepto la sal de cobre han perdido ya' la
actividad originael y en la mayoria de LOS casoOs sus solu-
bilidades no son apropliadas paras lLa separacidn de ig sar-
comicina Sl de La sarcomicina 52. Les sales de Los umeta-
les alcailnos y alcalino-~térreos del grupo sarcomicinag §
conservan su activided original y por ello se pueden user
para ei misno fin que La sarcomicina purificada,.

En genersl, la solublilidsad de Los derivados de
sarcomicina guments o disminuye en proporcidn inversa al
aumento o la disminucién de su purezsa. Las propiedades fi-

sicas de cada factor se exponen en la Tabla 2.



Tabla 2,

Proniedades de La sarcomiecina purificada. .la sarcomicing Sl ¥y la

garcomicing 52

Sarcomicing Sl Sarcomicing 82 Sarcomicing
purificads,
Férmula molecular 014 H18 06 Sg ci4 HlS O6 S -
Forma cristaling Placas ineoloras Agujas incoloras Aceite
Punto de fusidn 160¢ ¢. 181e ¢. -
Disolvente para la
recristalizscibn Acetato fe etilo Acetato de etilo -
Rotrcibn especffi~
ca. ([a] 24) + 1459 (metanol) 41362 (metanol) -
D
Absorcidn méxing
del espectro
ultraviolets 300 M 295 /A -
Espectro de abgor-
cién de infra-
r0jo. (Se expone
ern 1la g, 1 Pig., 2 -
Engsayo Anthrone -+ + +

Observacidn: Loe espectros de absorcidén de infrarrojo se op-

servaron con 1odo en aceite de parafina [fujoi
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Como se hsa méncionado entes, la separacién
entre las impurezas y cads factor ¥ entre Log factores
Se realiza utilizando la diferencia en sug coeficientes
de reparto entre dos disolventes, su facultad parsa Iormar
sales, especialmente sal de cobre, o ls solubilided de
las sales. La separacidn se efectls towbidn utilizando
sus dializabilidad y la diferencia en su adsorbabilidad,
POr Tener un peso molecular relstivamentc pequeric, cada
uno de Los factores de sarcomicina es dializable y, por
ello, puede separarse fdcilmente de las impurezas no dig~
lizebles por didlisis. Cada uno de log factores puede
también separarse de lag impurezas dislizables transfor-
mando el feclor en une forma no diaiizable,

Cuando la separacibn entre los Fuctores se efec-
tla utilizando la diferencia en su adsorbabilidad, se.
emplea como adsorbente carbdn activo, aluming o gel de
sflice, por ejemplo.xl factor adsorbido se eluye con un die
solvente orgdnico tal como alcoholey alifdticos inferiores
Y esteres do 4eidos grasos inferiores, La adsorcién se
realiza afiladicndo el adsorovente a ung golucidn del material
0 irrigando una capa del adsorbente con La solucidn,

Cads uno de los factores de sarcombecing 8¢ puede
separar de su solucibn cambiando la concentracidn, is tem-—
peratura, el pH o la constitucidn de 1ga golucibn, Estos né-
dios se utilizan para la purificacidﬁ intermedia o tinal
de los factores, Le evaporzcidn de 1a golucidbn, asi como

también  La recristalizacidn, perteuecern, desue luego, al
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método - purific.cidn de los f.ctores. NLa scrcomicing e-
Zeneralmente eetable en un mediv #cido, Por ¢llo, su puriri-
canidn se realiza convenientemente on un pH 4eico. Los fae-
tores activos de la sarcomicina son electronegativos ¥, por
ello, muestran afinidad por la electricidad positiva. De aqul
gue se puedan separar ventajosamente de las impurezas por

el uso de una resina de cambio idnico tal como Ambverite
IR~120.

Los métodos de purificacidn acabados dc mencionar
basados en le diferencia de propiedades entre 1os ifactores
activos o entre los factores activos y las impurezas se em-—
plean bien solos o bien combinados o repetidamente, si es
preciso, nara ls purificscidn de los factores v de sus deri-
vados, Un ejemplo de los métodos se ilustra en la Psbla 3.

Las actividades antibidticas y vanti-cancer" de los
factores activos se resumen en ls Tabla 4.

Seglin resulta evidente de la Tabla, la sarcomiecina
purificada, ls sarcomicina S1 ¥y la sarcomicina 82 presentan
actividad "anti-céncer" y se pueden emplear para fines elfni-
cos comO tales O bien en forma de sales de metales alcalinos
o alcalino-térreos,

Bl grupo sarcomicing B distribufdo en el aisolven-
te orgénico en forma de sal de cobre sc puede dividir toda-
via mds en sarcomieina El, sarcouicina Ez, etec, Estas ge
cree gue son polimeros de log Tactores activos de la sarcomie-
cina. Bl grupo sarcomicina E es generalmente més adbil que

el grupo sarcomicina S en actividad biolégica,

- 11 -



A continuacién se dén simples ejemplos de los
procesos de la presente invencidn. Por lo tanto, la pre-

gents invencidn no estd limitada por éstos ejemplos.

»
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Un ejemplo de esquens

Sal sbdice de sarcomicine erudn
3

O :
2" : -
Preeipitado olucibn de Gu(AeG)2

Sal de cobre de 8 jucién de sarcomicine

Sotucidn de E_é;é{':;mm Soiucién ecuosa
o
Grupc sarconficing B \ \
! HQS’ ;

pH 2,0 Acuczi{5 ?Cambiador

Sarconlcina El garcomicina E2
de cationes

Solucidn de grupo sa®comicina 9 libre olucidén !

acuosy !
pH 4,0 A0002H5 Solucidn ¢ e Solu01q
i ACU(’Zhb w acuoss. |
AeOC2}15
Solucién S
acuosa 4—*_' T !‘
i i
golucidn de A0002H5 ‘ bOLu01ia
acuossa ;
P —— . | sorucidbn
Concentracion \ ‘
\ de AcObzﬁb
Aguas mggres Crigtal %
Conc"en*bracién Sar'comic'ina Sl goncentdacidn ancentra,cidn?

Pilt radcx\ ﬁ‘ iltracidn ;
cristal '
j Recristalizacidbn

i

Be garcomicing puriticade

rcomicina S >

QbservacionesiAcO = CH 3COO ’

-13 - )
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Tabla 4

Actividad de la sarcomicina purificada, la sarcomicina Sl y la

garcomicina 82

SFarcomicina Sl Sarcomicina 82 Sarcomicling
purificadae

Dogis minima necessa
ria para inhibir la
propagacibn del car-

cinoma Ehrlich ino-
culado a ratones en

12 dias (inyeccidn) 5=10 mg, 510 mg. 1 mg.

Actividad antibidtica
contra Nicrococcus
flavus 10,52 mg. 8 /mgli0,6 mgak mg  4=D mg. 2/mg

Actividad emtibibti-
ca contra Staphylococcu )
aureus 45 n@d mg.

Ubservacids: 14 Concentracién minima de ggrcomicina tipo nece-

saria para le inhibicién completa.

- 14 =
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Ejemplo 1,

Se disuelven 5C gramos de la sal sédica de sarcomi-
cina en 100 cc. de agua bajo refrigeracidn por hielo y a la
solucibn se afiade una solucién acuosa saturads de acetato
ciprico con agitacién hasta que ya no se forme més precipita~
do, ®l precipitado se filtra y se lava bien con agua, EYL fil-
trado se junta con el lavado, se ajusta a pH 544 con 4cido
clorhfdrico ( o con bicarbonato sédico) y se extrae con ace-
tato de etilo., La extraccién con scetato de etilo se repite
hasta que la capa de acetado de etilo sea incolors. De este
modo, el grupc sarcomicina E, que es inactivo contra staphylo~
coceus pero activo contra el carcinoms Bhrlich, se distribu~
ye en la capa de acetato de etilo. En la caps scuosa se intro-
duce sulfuro de hidrfgeno, el sulfuro cuprico que precipitsa
ge separa por filtrseidn y el filtrado se extrae con el mismo
volimen de acetato de etilo. Bl extracto se concentrs ¥y se
deja reposar, despuéds de lo cual se separan cristales brutos
de parcomicing Sl’ que se recristalizan de acetsto de etilo en
escamas incoloras de p. de f, 1602C. El rendimiento es de
242 8. La sarcomicina Sl as! obtenida es una sustencis 4cida
¥ no da ningln espectro ultravioleta de absorcidn especial,
Andlisis, Cazlculado pars Cgty0y 8¢ Cy 47,51, H, 4,90, §, 15,86

‘Encontredo:C, 48,88, H, 5,07, S, 15,55
Cy48,13, H, 5,23, S, 15,23
La aetividad antibidtica del producto contra staphylo—

coccus es 10,52 mg s /mg, Cuando una solucidn acuosa que con-—

tiene 5-10 mg. de 1ls sal sdédica del producto se inyecta en un

- 15 =
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ratén inoculado con carcinoma kKhrlich durante 12 dias, se :
observa la inhibicidén de la reproducecién del carcinoma Ehrlich.”

Las aguss madres de le sarcomicina Sl‘se dejan re-
pogar para precipltar escamas incoloras, LoOs cristales se
purifican por recristelizacidn de acetato de etilo (p. de f.,
146-1499C.) ¥ luego se someten a recristalizscidn fraccionads
pars obtener escamas inecocloras (sarcomicing Sl) gue funden a
160eC, y agujes incoloras (sarcomicing 32) gue funden g 18lec.,
(x]°%= +1362 (c = 0,5, etanol).

lLa actividad antibiética de la sarcomicina §, contra

2
staphylococcus es /. 0,6 mg. X/mg.

Bjemple 2,

Se disuelven 50 gramos de ls sel s8ddica de ssrcomicina
( o sarcomicina libre) en 500 cec. de agua bajo refrigeracidn.
Luego de ajustada le solucidn a pH 2,0 con fcido clorhidrico
al 10 %, se afiade gradualmente sulfato aménico cristalinoc &
la solucibn, con lo cual se separs una sustancis olecosa, Cuan-
do la solucién se ha saturado completamente de sulfato améni-
co, se¢ separa la sustancia oleosa y la solucidn scuosa Se 80—
mete a extraccidén con le misma centidad de acetato de etilo,
La solucidn de acetatb de etilo se concentra & presién re-
ducida on corriente de nitrédgeno para obtener 10 g, de una
sugtonecis oleosa ligeremente amarillenta. Estua sustaneis
presenta sctividad antibidbtica cuatro veces mayor que la del
naterial de partida., Cuando este producto se inyecta duran-
te 12 dias a un ratén inoculado con carcinoma uLhrlich se oOb-

serva la inhibieidn de la reproduccidén del carcinoms Ehrlich.

- 16 -
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La sugtancis oleosa ge disuelve luegO en 290 cc. de
agua y la solucidn se satura con sulfato aménico de la
misma maners que antes, Después de apartar la sustamcia
oleosa separads, la solucibn acuosa se trata de la mis-
me maners que antes para obtener 3 g. de una sustancia
oleosa smerillenta clara, El proceso se repite para Ob-

tener sarcomicina purificads.

Ejemplo 3.

Se disuclven 50 gramos de sal sbdica de sarco-
micina { o sarcomicina libre) en 100 cc. de agus bajo
refrigeracidén, (kn el caso de la sarcomicins libre, el
pH de la solucién se ajusta a 6,0 con carbonato sbdico).

A la solucién se afiade una solucidén acuosa saturada de
acebato cdprico con egitacidén hasta yue no se forxrma ya
née precipitado., E1l precipitado se filira, se lava con
agua. El filtrado se Jjunta con el lavado, se ajusta a
PH 5,4 exactamente con dcido clorhfdrico ( o bicarbo-
neto sédico) y se extrae con acetato de etilo, Se repi-
te el mismo proceso hasta yus le capa de acetato de eti-
lo no es ya coloreada. La capa acuosa asl obtenide se
pasa ( 10 cc. por minuto) a través de un tuoo de vidrio
(10 cm, &= difimetro, 500 cc. de copacidad) relieno de
Amberlite TR~ 120 (forms H). 1l eluato de color pardo
claro se sgita con una tercera parte de ascetato de eti-
lo ein alterar el pH ¥ la capa de acetato de elilo se
separa. La extraccidn con acetato de etilo se repite has—

te que la capa de acetato de etilo no sea ya coloreada y

- 17 -



18 solucién de acetato de etilo obtenida de este modo se

. .
concentra a presidn reducida en corriente de nitrégeno pare

) obiener 12 g. de sarcomicinu purificada en forma de una

sustancia resinosa de color pardo, 1l ensayo Anthrone esg

U

positivo para este producto, Cuando el producto se in-
yeepa a un ratén inoculado con carcinoma Bhrlieh durante 12
. dias, se observa la inhibicién de la reproduecidn delL car-
cinoma Ehrlich., La adicidn de un antioxidante tal come glu-
cosa a la solucién liberada de iones positivos con Amber-
10 lite IR-120 swmenta ¢l rendimiento de sarcomicina purifi-

cada.

Ejemplo 4.

ge disuelven 50 gramos de sal sédica de sarcomicine
(o sarcomicina libre) en 100 cc, de agua bajo retrigere-

15 cién con hielo, ¢uando se emples sarcomicina libre coOmo
material, el pH de la solucidn acuosa se ajusta a 0,0 con
bicarbonato sédico. A la solucidén se¢ adade una polucién
acuosa saturada de acetato ctprico con agitacidén hasta que
va no se forms mée precipitado. El precipitedo se filtra ¥y

20 se lava con agus y el lavado se junta con el Iiltrado.

I goluciones juntadas se ajustan a pH 5,4 exactamente y
se¢ agitan con acetato de etilo. La extraccidn con acetato
de etilo se repite hasta que la capa de acetato de etilo
no es ya coloreada. La capa acuosa asl obtenica se ajusta

25 e pH 2,0 con 4cido clorhidrico ¥y se agita con unu tercera

perte de acetato de etilo. La extraccidn con scetato de eti-

1o se repite hasta que la capa de acetato de etilo ya nO exg
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coloraaia. e capa de acetato de etvilo obtenida asi se -
concentra a presidn reducida en corricitte de nitrdgeno a
bajs temperstura para obtener 14 g. de sarcomicina puri-
ficada en forma de una sustancia resinosga de coror pardo.

Bl ensayo Anthrone para este produc)o es positivo, Cuzndo

el producto se inyecta a un ratdn inoculado con carcinoms
Ehrlich durente 12 dias, se¢ observa ia inhibicidn de la

reproduccién del carcinoma Fhrlici.

ELjeuplo 5.

e capa ascubsa liberada de la solucldn e aceta~
to de etilo de grupo sarcomicing i del Ejemplo 1 se sjusta
a pH 2,0 con dcido clorhidrico y se agita con una tercera
parte de acetalbo de etilo. La extraccidn con acetato de
etilo se replte hasta que la capa de acetato de etilo ya
no esté coloreada. Ll extracto de acetabo de etiio se con-
centra a presién reducidae & baja temperstura eu corriente
de nitrdgeno para dar 14 g. de sarcomicine purificeda en
Torma de uns sustaicia resinosa de color psrdo. .l ensayo
Anthrone de este producto es positivo. Cuando el producto
ge dlunvecta a un ratdn inoculado con carcinoma Bhrliichn due
rante l¢ dias, se observa la innibicidn de la reproduccidn
del carcinoma Lhrlich,

#sta sollcitud que corresponde s lu presentada en
el Japbn, ¢l 4 de Junio de 1.955, hajo el ndu. 15,370, se
acoge a log beneficlos del Articulo 1 del vigente pstatu-

to Ley sovre Propiedad industrisdt,
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Los puntos de invencidén propia y nueva que Le

o

presentan pars yue sean objeto de este Patente de invencidén

o

en liepeila, son los giguienies:

10,- "Un método para purificar sarcomicinay que
consiste en separar ssrcoiicina puritficada pOr intermedlo
de una sel de cobre de sarcomicina.

o9.-Un método para purificar sercoulciia, que con-
ciste en recoger sarcomicina en foyme de su sal de cobre ¥
srator luezo con un cambiador de iones &ésta sal.

32,~ Un método para purificar sarcomicina, gue
congigse en recoger sarcomicina en foruia de su sal de cobre

v sgitar luego una soluecién en un disolvente orzfénico de la

enl de cobre con un disolvente doido acuoso.
4o,-1n método para purificar garcomicina, que
consgiste e recoger garcomicina en forms do sl gal de cobre,
gseparar el cobre de 1a sal de cobre y agitar io sprcomicing
liberads con un disolvente orgfnico y un disolvenie acuoso
paré pasar la sercomicina purificada al disolvente orgénico.
0,— Un método para purificar sarcomicina, que

c~raiste en eliminar el cobre de lz sal de cobre de sarco-



T & 9938957

nicina utilizando un cambiador de iones.
69,- Un método para purifiear sarcomicina, gue
congiste en tratar una solucidn que contenga sarcomicina

" Sl y/0 sarcomicina S, econ un adsorbente para adsorber

2
v elulr Jlusego el componente

(%

o) el componente
72,- Un método para eislar grupo sarcomicina S ¥y

grupo sarcomicina ¥, que consiste en utilizar ia diferencia
ertre sus sales de cobre en el coeiiclente de reparto en-

tre dés disolventes.

R B O R e

10 852 .~ Un método para preparar sarcomicins Sl, que
consiste en eliminar el cobre de su sal de cobre utili-
zando sulfuro de hidrdgeno.

90,~ i1 mét0do pars prepsrar ssrcomicina SZ, que

consiste en eliminar el cobre de la sal de cobre de sar—

15 comicina utilizando sulfuro de hidrdgeno y separar sar—
comicina Sl y concentrar las aguas medres libres de sar-
comicina Sl'

102,~ Un método para purificar sarcomicinsa,.
Tal y como ge hg descrito en la pemoria que ante-

cede, ¥ para log fines que se han egpecililceado,.

n

Beta Memoria congta de veintiuna hojas escritas a
mdquing por una s6la cara.

adrid,

Mbe
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