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Bsta invencion se relaciona con un pen?m
-

L4

en el mb~
toic de recuperar sl antibiotico mitomicing y'particularaente con un
método de mejoramiento de ls produccion de Gicho antibiotico.

Ia mitomicina es un conocido antibidtico cuyas propiedades fi-
sicas, quimicas y bioldgicas, &8l como su rreparacidn y diversos usas

conooidos, se Gescriben en la literatura ocorrespondiente.

La mitomicina se prepara comercislmsnie cultivando un orgenis-

mo productos'de la mispe, Vegr.y el Streptomyces caesnitosus, en un
medio adevuado y durantd un periodo de tiempo gue ordinsriamente os—
cile entre unos pocds v varios dies. Cuando se ha comnletedo un ciclo
de fermentacidn, la practica corrienie consisie en senarar los soli-
dos del licor sobrenadante que contiene practicamente toda la ectivi
dad entibidtica. Bl tiemwo requerido vare la fase de aeparacién DO
centrifugacidn, filtracidn v otro medio, pﬁede variar entrs varios
minutos y Qarias horas, derendiendo d¢ una =erie de factores, por
ejemplo el tiemwo reguerido vare lz separacidn fisice, as{ como el
tiem»o emylealo en esperar en que el equino se halle dispuesto pars
su uso. Haste ahors ha existido un serio wroblema dsbido el hecho de
gve la totalidad Gel caldo de mitomioina disminuye ra-idemente de pg'
tencia durante\el tiempo que transcurre entre el final de la fermen-—
tacion y lz retirada del micelio (sdlidos). Por ejemplo, se ha obser
vado que se pierde rwracticamente toda la actividad de ls mitomicina
en un caldo al cabo de meis horas & la temperatura ambiente y a las
veinticuatro horas & 109C. &in embarge, un licor sobrensdante clari-
ficedo, obtenido vor centrifugacion del mismo caldo completo, no -
muestre ningune pérdida de actividad bajo las misuas condiciones.

Se ha cescubierto que el micelio nroducido por el desarrollo
de los orgenigmos productores de mitomicins durente el oiclo de fer
mentacién contienc una sustancie que inectiva o destruve a la mito-
micina. Esta sustancia, que no se ha aislado ni carecterizado, ha

rd

recibido lo denominacion de "witasa', término que sevé utilizado a
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lo largo de lz presente descripcidn y reivindicaciones para reforir-

se al agente desiructor de: antibidtico.

-

Como vor leg razones antes mencionadas no es pozivle separer
el micelic del licor sobrenadante inmediatanente degtués de la iexr~
minecion del ciclo de fermentacidn, el obieto de la presente inven—
cidn es prororcionar un método de inhibicion de los efectos perju@;
ciales de la mitasa. Hemos descubierto que este efecto suede redu~-
cirge o eliminerse efiadiendo un inhibidor de l2 mitesa tal como clg
roformo, cloruro meroﬁrico, tolueno y sulfatos alcelino-metalicos
de alquilo e le totalidad del caldo de fermentacidn. Iz adicidn se
realiza al final del ciclo de fermentacidn, es deoir, poco antes o
al cesar la airescidn del caldo de fermentacidn. Se hé comprobado que
ontos materiales son unos eficaces inhibidores de la nitasa & tra-
vés de experimentos, sue se describirdn amplismente nas adélﬁnte,@g

SN 4 ) y » N . . . =
biendose euntender ¢ue mediante anélo@a experinmentacion wueden iden—

Y . I3 » - - - 3 +
tificarse tambien otros eficaces inhibidoras de la mitasa.

Entre los esveci{ficos inhibidores de la mitaéa deseritos en la
prezente golicitud, romotros rreferimos usar sulfato alquild sddico
o votasico o mewclas Ge los mismos, en las qus el giupo alquilo ten—
ga de 8 a 18 atomos de carbono. El preferido iﬁhibidor de la mitasa
de este grupo es el sulfato lauril sddico.

fn el proceso de la presente invencidn el inhibidor de la mi-
tage se afiade & la totalidad del caldo hacia el final del ciclo de
fermentacidn, por ejemplo woco antes o en el momento de cesar la ai-
reacion del caldo. La cantidad del preferido inhibidor de le mitasa
es de ordinario del 0,1 al 0,5% sproximadamente por peso del caldo.
Cantidades superiores al 0'5 % auroximedamente por peso del caldo.
Cantidades superiores al Q'5% nor peso son pocs o neda mas eflcaces
aue lag cantidades inferiores. El eiecto del inhibidor de la mitesa
nuede increnmentarse enfriando todo el caldo inmedistemente deapués

del ciclo d¢ fermentacidn y mateniendo el caldo en el pH final o pré
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Los siguientes experimentos ilustran ls eficar destruccidn de

. ,.
X1O a el

la mitomicina en un caldo complsto sin tretar. For comparacidn, la
siguiente tebla incluye datos vare el licor sobrenandante clarifica-
doy cuyos dateg prueban que la influencia destructiva esté en el mi-

celio o solidos de la totalidad del caldo.

Liuestra Tratamiento Potencia (mecg./ml.)
0 Horas 24 Horasg
I Control del caldo completo,centri~
fugedo en el momento del ensayo. 1716 1115
I Sobrenadante y mitomicina sdlida. 3718 5212
I11 Hicelios suspendidos y lavados, '
mes mitomicina solida. 24'3 0t0
Iv Conirol del caldo completo,céen—
trifugado en el momento del en~
8aY 00 22'¢ 12'6
v Sobrenadsnte mas witomicina so-
lida. 5018 5113
VI liicelivs suspendidos y lavados més
mitomicina golida.. 2818 153

La muestrea I ere un caldo completo recogido al séptimo dfe
de feruentacidn; la musstra II era una porcion del migmo caldo que hg
bia sido centrifuzado vara obtener el sobrenadente clsro, al que se
afiadid uns pequefla centidad de mitomicina goiida; la muestra IIT se
preperc con parte del mismo celdo que habfa sido centrifugado pare
obtener low sdélidos (el micelio fué lavado con solucidn saline acuo~
sa), cuyos sblidos fuefon luego nuevamente suspendidos en uns golu-
cidn emortiguadors de fosfato 0'1 gramomolecular con un pH 7, aﬁadiég
dose una pegueiia cantidad de mitomicina sdlida. Les muestres IV, Vy
VI se prepararon en la misms forme que las muestras I,IT y III, con
la excercidn de emvlearse otro celdo, que me recogid en el octave dfa
de fermentacidn.

Se efectlio otfo experimento para demost-ar gue la sustancia

.’ 3 . . . » 4 n K3 3 [d I
que insctiva la mitomicina esta contenida en el micelio o solidosj;
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los resultados experimentales indican tambidn gus la™ustancis se des
truys por coceitn.

Potencie en mege/mls
J -t ™, < 2 o N < « 7 - . -
Tiempo en bafio de agua  Busvensidn de micelios Suspension de miceliw|

2 310, Aoras hervidos con mitomicim sin hervir con mitom.
0.0 | 4095 . 504
025 . 507 3.7
0.50 501 1.2
1.0 5.4 0.5
2.0 6.0 0s
3.0 | 6.6 0.
4.0 4465 © 06
5.0 4.95 0o

Egta tabla indica que la mitomicina es totalmente inactivadaldeg
pués de wna hora a 372C, en tanto que el exaerimento anterior indicaba
Qus la mitomicina no es sisupre completamente inactivade sn un verio-
do de veinticuatro horas a ie touperatura swbiente.’

A Jo large de le uresente descripeidn ls potencia de los caldos
Que contienen mitomicina se wide en miorojsramos de mitomicinz vor mi-
lilitro de caldo, determinado por el método del ensayo de la vlaca de
difusion, utiiizando Klebsiella pneumoniae como organismo de ensayo.

Elemulo T

Se obtuvieron vorias muestras identicas de oeldos complotos con-
teniendo witomicinas la muestra I, que representaba toda la rotencia
del calido, fué centrifugada, ensayéndoae inmediatamente el sobrenadan
te para determinar le actividad de la mitomicina, deteruinéndose asf
la actividad inicial de aquélle. Luego se deterwind la potencim resi-
dual del caldc des uds de la destruceidn de parte de la mitomicina por
le mitasa del micelio, en lu muestra IT del czldo completo; esta mues-—
ira fué calentada durante una hora a 378C, centrifugéndose luego y en—

"y

sa.yénd,ose ol sobrenzdante. Bi efeoto del cloruro mercurico sobre 1a
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furo mercurico o la wuwestra IIL del caldo om)leuo. Desypues de 1w

adicion del reactivo se celentd la muestra durante una hova a 37%C
extractandose lusgo con buteancl pars sliminsr 12 actividsd de la mi-
tomicina. Bl extracto fué luego dessoseido del disolvente orgénico,
reconstituido con agua y ensayadc. S5 observo que el efacto dasitrug
tivo de le mitasa sobre la mitomicine habia sido inhibido por el clo
rure nercurico y se habia retenido toda la votencia de la mitomicina
del caldo, a vesar del suave calentamiento en presencia del micelloe.
En la Tebla I se muestran logw resultados del ensayo.

_LABLA T
Husgtra Dratamiento Potencia(meg./ml. )

I Caldo oompleto, menos micelios,ensa
vado inmediatamente. 35,0

I Caldio completo mantenido a 379C du-~
reate una hora y snsayado luego. 1,5

IIT Caldo completo més 0,025% por peso de

Ci,Hg mantenido a 379C,extractada so~

guldawsnte la mitomicina y ensayada. 35,0

_BJEMPLO IT
se widid la efectividac de varios inhibidores de mitasa en un

experimento en el que se trataron varias muestras idéntices de caldo
completo conteniendo mitomicina, separando los solidos y ensayando in
mediatamente el sobrenadante. Iuego se determind la potencia reasidual
del caldo despuds de la destruccidn de parie de la mitomicina por la
mitasa, en otra muestre (identificada por muestra V) del caldo com-
vieto, gue fud calenteda duvente una hora & 379C, luego se centrifu
g6 y finalmente se enseyd el sobrenadante. Las muestras restantes fue
ron'tratadas exactamente como la V, con la excepcidn de que me aia~
dieron varios inhibidores de wmitasa al caldo antes de dientar en las
cantidades especificadas en la Tabla IT. Los resuliados del ensayo

ge indican en la Tablas IT.




10""‘

20e~

250~

q

253487

TABLA II

Muestra N® Tratamiento Potencia(mog, /mi).
v Caldo completo menos micelios,

ensayado inmediatamente. 35,0
) Caldo completo mentenide a 379C

durante una hora, y ensayado lug

g0 2,8
VI Caldo completo més 0,1% de fenol,

mentenido & 379C durante una hora

¥y luego ensayado. 12,5
VII Caldo completo més 1% de clorofor

mo mantenido a 379C dursnte un& ho

ra, y luego ensayado. 35,0
VIII Caldo completo mas 1% de olorofor

no mantenido a 37%C durante una ho

ra y luego ensgyado. 27,0

BJEMPLO IIT

Be demostrdo la efectividad de cantidades varisbles dg sulfato
leuril sddico en la inhibicidn de la mitasa en caldos de fermenta-
cidon completos, ensayando la potencia de varias muestras de caldos
conteniendo mitomicine, obtenidos de la siguiente manera: las muss~
tras IX y X eran porciones del caldo completo tomadas en el momento
de 1a recogida. Lla muestra XI era caldo completo idéntico al de la
muestra X, pero afiadiéndosele un 0,1% de sulfato laurii sodico {por
peso del caldo). Las muestras XII y XIII contenian 0,01 y 0,001% res
pectivamente de sulfato lauril sodico en caldo completo,pero eran por
lo demés idénticas & la muestra X. Las muestras X a& XIII fueron in-
cubadas & 37%C durante una hora. Todas las muestras fueron sometidas

& ensayo diferencial usando Elebsiella pneumoniae y Bacillus subtilis

como organismos de ensayo, determinandose asi el ocontenido de mitomi
cina & y mitomicina C. Los resultados se hallan resumidos en la mi-

guiente Tabla:
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_LsBLa IIT

- - s 2 % 1 I3
luestra Degoripeion Potencie (mog./ml.)

Mitosi- Mitomi- .
cina A g¢ina C A EC

IX Caldo completo, menos micelios,

refrigerado hasta el ensayo. 5 -39 44
X Control de caldo completo. 0,8 5,7 6,5
XI Caidio completo con 0,1% de SLS. 3 41 44
XII Caldo compléto con 0,01% de SLS. 4 11 15
XIII Caido comyvleto con 0,001% de SLS. 5 10 15

Por los resultados indicados en la Tabla ITI es evidente que,
aunque se consigue zlguns estebilizacidn con un porcentaje inferior,
ea conveniente afiadir aproximadamente un 0,1% de sulfato lauril sd-
dico a fin de congervar la porcién princival de la votencis del cal-
dos

REIVINDICACTONES

En resumen: La Patente de Invenocidn que se solicita recaecra
sobre lem reivindicaciones siguientes:

12,~ Proceso perieccionado para la recuperacidn de mitomicina
de un caldo completo que contiene mitomicina, ocaracterizado por la
fase de afiedir un inhibidor de mitesa al caldo completo al com?letar-
se ¢l ciclo de Termentacidn, con 1lo que queda sustancialmente elimine
do el efecto destructor de la mitass sobre le mitomicina.

2%,- Procemo perfeccionado para la recuperacion de mitomicina
segun la reivindicacion 1%, ceracterizado por la fasé de aiadir al
caldo completo por 1o menog un 0,001% aproximadamente, por peso, del
caldo completo, de un sulfato metédlico alcalino de alguilo, en el gue
el radical alquilo tenga de 8 a 18 atomos de carbono.

32,~ Proceso pérfeccionado nara 1& reouﬁeracién de mitomicina
de un caldo completo que contiene mitomicina, sesin ls reivindicacidn

28, caracterizado por la fas¢ de afiadir aproximadamente wn O,1% por
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pesc del caldo oomn¢uto, e bu¢Lato laurii sddico al gg;ua'comoleto

al completarse el ciolo de feruentacidn, ccn lo que yueda sustancial

4®,~ Froceso perfeccionado para la recuperacion de mitomicina
de un caldo completo gue la contenga, de acuerdo con la reivindica—
cién 1¢, caracterizado por la fase de adadir por lo ﬁenos un 1%
aproximadanente, por peso, del caldo completo, de cloroformo a di-
cho caldo al completarse el ciclo de fermentacidn, con lo que que-
da sustanciaimente eliminado el efecto destructor de la mitasa so-
bre la mitomicina.

58.- Proceso perfeccionado para la recuperacion de mitomicina
de un caldo completo gue la contenga, de acusrdo con la relv1ndlca—
cidén 18, carvacterizado por la fase de aiiadir por lo menos un 1% =
gproximademente, por peso, del caldo completo, de tolueno a dicho
caldo al completarse el ciclo de fermentacidn, con lo que queda sug
tenoialmente eliminade el efecto destructor de la.mitesa sobre la
mitomicina.

68,~ Proceso perfeccionado para la recuperaoién de mitomicina
de un caldo completo gue la coﬁtenga, de scuerdo con le relvindica-
cion 18, caracterizade por la fase de afiadir por Lo menos un 0,025
por ciento aproximadasente, por pesgo del celdo completo, de cloruro
mercurico a dicho caldo al finalizar el ciolo de fermentacidn, con
1o gue gqueda sustancialmente eliminado el efzcto estruotor de la mi
tasa sobre la mitomicina.

T&¢.~ Proceso perfeccionado para la recuperacidn de mitomidna
C de un caldo completo que la contenga, de acuerdo con la reivindi
cucibn 1%, caructerizado por la fage de ailadir aproximademente un
0,1% vor peso del caldo completo, de sulfato lauril sddico a dicho
caldo al completarse el ciclo de fermentacion, con lo que quedé sus-

tencialmente eliminada la destruceidn de la mitomicina ¢ por la mi-
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8%, - Proceso perfeccionado para la recuperacion de mitomicina

tasa.

C de un caldo completo que la contengas, de acuerdo con le reivindi-
cacidn 18, caracterizado por ia fase de afiadir un inhibidor de la mi
tasa al cpldo completo al terminaerse el ciclo de fermentacién, con
lo que gueda sustencialmente eliminado el e¥ecto destructor cde la mi
tasa sotre la mitomicina C.

9%,~ Se reivindice por ultimo como objeto sobze el gue ha de
recaerla Patente de Invencidn que se .solicita:"PROCESO PERFECCIONADO
PARA LA RECUPERACIOﬁ D¥ KIPOMICINA DE UFN CALDO CUMFLETO QUE CORTIENE
WITOIEICINAY,

Tedo conforme sze reivindice en la presente memoriz que consta

. L v 0y
de diez pagines mecanografiadas.

Madrid, 16 Hoviembre 1959

ALFONSO UNGRIA
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