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•todo do recuperar e l  an tib iótico  mitomicina y particularmente con un 

método de mejoramiento de la  producción de dicho an tib iótico .

La mitomicina es un conocido an tib iótico  cuyas propiedades f í ­

sicas, químicas y b iológicas, así como su preparación y diversos uses 

conooidos, se describen en la  lite ra tu ra  ooi'respondiente.

La mitoraioina se prepara comercialmente cultivando un organis­

mo productos de la  misma, v .g r . , e l Streptornyoes oaespitosus, en un 

medio adecuado y durante un período de tiempo que ordinariamente os- 

o ila  entra unos pocos y varios días. Cuando se ha completado un c io lo  

de fermentación, la  práctica corriente consiste en separar los s ó li­

dos del l ic o r  sobrenadante que contiene prácticamente toda la  a c tiv i 

dad an tib iótioa. El tiempo requerido para la  fase de separación poi’ 

centrifugación, f i lt ra c ió n  u otro medio, puede varia r entre varios 

minutos y varias horas, dependiendo de una serie de factores, por 

ejemplo e l tiempo requerido para la  separación f ís ic a ,  así como e l 

tiempo empleado en esperar en que e l equipo se ha lle  dispuesto para 

su uso. Hasta ahora ha existido un serio problema debido al hecho de

que la  totalidad del caldo de mitomioina disminuye rápidamente de p£ 

tencia durante e l tiempo que transcurre entre e l f in a l de la  fermen­

tación y la  retirada ¿el m icelio (só lid os ). Por ejemplo,'se ha obser 

vado que se pierde prácticamente toda la  actividad de la, mitomicina 

en un caldo al cabo de seis horas a la  temperatura ambiente y a las 

veinticuatro horas a 108C. bin embargo, un l ic o r  sobrenadante c la r i­

ficado, obtenido por centrifugación del mismo caldo completo, no -  

muestra ninguna perdida de actividad bajo las mismas condiciones.

Se ha. descubierto que e l m icelio producido por e l desarrollo 

de los organismos productores de mitomicina durante e l o ic lo  de fe r  

mentación contiene una sustancia que inactiva o destruye a la  mito- 

micina. Esta sustancia, que no se ha aislado ni caracterizado, ha 

recibido la  denominación de “mitasa” , término que será u tilizado a
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lo  largo de le, presente descripción y reivindicaciones para r e fe r ir  ­

se a l agente destructor del an tib iótico .

Como por las razones antea mencionadas no es posible' separar 

e l m icelio del l ic o r  sobrenadante inmediatamente des ¡..ule de la  te r ­

minación del c ic lo  de fermentación, e l objeto de la  presente inven­

ción es proporcionar un método de inhibición de los efectos perjudi^ 

c ia les  de la  mitaca. Hemos descubierto que este efecto puede redu­

cirse o eliminarse añadiendo un inhibidor de la  mitasa ta l como cío 

roformo, oloruro mercúrico, tolueno j  sulfatos alcalino-metálicos 

de a lqu ilo a la  totalidad del caldo de fermentación, la  adición se 

rea lisa  a l fin a l del c ic lo  de fermentación, es decir, poco antee o 

a l cesar la  aireación del caldo de fermentación. Se ha comprobado que 

estos materiales son unos eficaoes inhibidores de la  mitasa a tra ­

vés de experimentos, que se describirán ampliamente más adelante,cLe 

biéndose entender que mediante análoga experimentación pueden iden­

t if ic a rs e  también otros eficaces inhibidoras de la  mitasa.

Entre los  específicos inhibidores de la  mitasa. descritos en la  

presente so lic itu d , nosotros preferimos usar sulfato a lqu ilo  sódico 

o potásico o mezclas de los  mismos, en las que e l grupo a lqu ilo  ten­

ga de 8 a 18 átomos de carbono. El preferido inhibidor de la  mitasa 

de este grupo es e l sulfato la u r il sódico.

En e l proceso de la  presente invención e l inhibidor de la  mi- 

tasa se añade a la  totalidad del caldo hacia e l f in a l del c ic lo  de 

fermentación, por ejemplo poco antes o en e l momento de cesar la  a i­

reación de3. caldo. La cantidad del preferido inhibidor de la  mitasa 

es de ordinario del 0,1 a l 0,5$ aproximadamente por peso del caldo. 

Cantidades superiores a l 0*5 $ aproximadamente por peso del caldo. 

Cantidades superiores a l O'5$ por peso son poco o nada más eficaces 

que las cantidades in fe r io res . E l efecto del inhibidor de la  mitasa 

puede incrementarse enfriando todo e l caldo inmediatamente después 

del c ic lo  de fermentación y «ateniendo e l caldo en e l pH fin a l o pró_
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Los siguientes; experimentos ilustran la  e ficaz destrucción de 

la  mitomicina en. un caldo completo sin tratar. Por comparación, la  

siguiente tabla incluye datos para, e l l ic o r  sobrenandante c la r if ic a ­

do, cuyos dates prueban que la  influencia destructiva está en e l mi­

ce lio  o sólidos de la  totalidad del caldo.

Muestra Tratamiento Potencia 
0 Horas

(mcg./ral. )  
24 Horas

I

I I

Control del caldo completo,centri­
fugado en e l momento del ensayo. 
Sobrenadante y mitomicina sólida.

17'ó
37*8

11'5 
52*2

I I I M icelios suspendidos y lavados, 
más mitomicina sólida. 24*3 0*0

IV Control del caldo completo,cen­
trifugado en e l  momento del en­
sayo. 22'6 12' 6

V Sobrenadante más mitomicina só­
lid a . 50'8 51’ 3

VI Micelios suspendidos y lavados más 
mitomicina so lid a .. 28*8 15*3

La muestra I  era un caldo completo recogido al séptimo día

de fermentación; la  muestra I I  era una porción del mismo caldo que ha 

bía sido centrifugado para obtener e l sobrenadante claro, a l que se 

anadió una pequeña cantidad de mitomicina solida; la  muestra I I I  se 

preparó con parte del mismo caldo que había sido centrifugado para 

obtener los sólidos (e l  m icelio fue lavado con solución salina acuo­

sa), cuyos sólidos fueron luego nuevamente suspendidos en una solu­

ción amortiguadora de fosfa to  0*1 gramomolecular con un pH 7, anadien 

dose una pequeña cantidad de mitomicina sólida. Las muestras IV, V y 

VI se prepararon en la  misma forma que las muestras I , I I  y I I I ,  con 

la  excepción de emplearse otro oaldo, que se recogió en e l octavo día 

de fermentación.

Se efectúo otro experimento para demostrar que la  sustancia 

que inactiva la  mitomicina está contenida en e l m icelio o sólidos;
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■fc'ruys por cocción.

Potencie en mcg./inl.
Tiempo encano de agua Suspensión de m icelios Suspensión de micelios 

-Horas_______ __ hervidos con mi t  omi eirá sin hervir con mitom.

0 .0 4.95 • 5.4

0.25 5o7 3.7

0 .50 5.1 1 .2

1 .0 5 .4 O O

2 .0 6 .0 Oo

3 .0 6 .6 Oo

4 .0 4.65 • 0 .

5 .0 4*95 0 .

Sata tabla indica que la  mitomicina es totalmente inactivada de¿ 

pues de una hora a 37®Gj en tanto que e l experimento anterior indicaba. 

‘Tue la  mitom?.ciña no es siempre completamente inaotivada en un perío­

do de veinticuatro horas a la  temperatura ambiente. '

A lo  largo de la  presente descripción la  potencia de los caldos 

‘Tu® contienen mitomicina se mide en micro,gramos de mitomicina por mi­

l i l i t r o  de caldo, determinado por e l método del ensayo de la  placa de 

difusión, utilizando Klebsie l la  ¿neumoniae como organismo de ensayo.

B.ienrolo I

Se obtuvieron varias muestras idénticas de caldos completos con­

teniendo mitomicina; la  muestra I ,  que representaba toda la  potencia 

del caldo, fue oentr i  fugada , ensayándose inmediatamente e l  -sobrenadan 

te para determinar la  actividad de la  mitomicina, determinándose así 

la  actividad in ic ia l de aquella» Luego se determinó la  potencia re s i­

dual del caldo despues de la  destrucción de parte de la  mitomicina por 

la  mitasa del m icelio, en la  muestra XI del caldo completo; esta mues­

tra  fue calentada durante una hora a 37®G, centrifugándose luego y en­

sayándose ej. sobrenadante ■ ¡Si efeoto del cloruro mercúrico sobre la
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raitasa fue determinado por la  adición de un 0,025 .pqr peso de c ío - 

ruro mercúrico a la  Muestra I I I  del caldo completo. Después de la  

adición del reactivo 30 calentó la  muestra durante una hora a 37eC

extractándose luego con butano! para eliminar la  actividad de la  mi- 

tomioina. 31 extracto fue luego desposeído del disolvente orgánico, 

reconstituido con agua y ensayado. Se observó que e l efecto destruo 

tivo  do la  iídtasa sobre la  mitomicina había sido inhibido por e l cío 

ruro nieroúrioo y ae había retenido toda la  potenoia de la  mitCmicina 

del caldo, a pesar del suave calentamiento en presencia del m icelio» 

Sn la  Tabla I  se muestran los resultados del ensayo»

TABLA I

]¿ue 3tra Tratamiento Potencia(mog./ml.)

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

I I Caldo oompleto mantenido a 37eC du­
rante una hora y ensayado luego» 1,5

I I I Caldo oompleto más 0,ü25/o por peso de 
CI,pHg mantenido a 37°C,extractada se­
guidamente la  mitomicina y ensayada. 35,0

BJJSMPLO I I

be midió la. efectiv idad  de varios inhibidores de ¡aitasa en un

experimento en e l que se trataron varias muestras idénticas de caldo 

completo conteniendo mitomicina, separando los sólidos y ensayando in 

mediatamente e l sobrenadante. Luego so determinó la  potencia residxial 

del caldo después üe la  destrucción de parte de la  mitomicina pox* la  

mitasa, en otra muestra (iden tificada por muestra V) del caldo com­

p leto , que fu l calentada durante una hora a 37® C, luego se oentrifu 

go y finalmente se ensayó e l sobrenadante. Las muestras restantes fue 

ron tratadas exactamente como la  V, con la  excepción de que se aña­

dieron varios inhibidores de mitasa al caldo antes de afcentar en las 

cantidades especificadas en la  Tabla I I .  Los resultados del ensayo 

se indican en la  Tabla I I »
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TABLA I I  

Tratamiento Potencia(mog./mi).
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IV Caldo oompleto menos m icelios, 
ensayado inmediatamente. 35»o

V Caldo completo mantenido a 37®C 
durante una hora, y ensayado lúe 
go. “ 2,8

VI Caldo oompleto más 0,1$ de fenol, 
mantenido a 37®C durante una hora 
y luego ensayado. 12,5

V II Caldo oompleto más 1$ de clorofor 
mo mantenido a 37®C durante una ho 
ra, y luego ensayado. 35,0

V III Caldo oompleto más 1$ de olorofor 
mo mantenido a 37®C durante una ho 
ra y luego ensayado. 27,0

15.-

20. -

25«-

EJBMPLO I I I

Be demostró la  e fectiv idad  de cantidades variables de sulfato 

la u r il sódico en la  inhibición de la  raitasa en caldos de fermenta­

ción completos, ensayando la  potencia de varias muestras de caldos 

conteniendo mitomioina, obtenidos de la  siguiente manera: las mues­

tras IX y X eran porciones del caldo completo tomadas en e l momento 

de la  recogida. La muestra XI era caldo oompleto idéntico a l de la  

muestra X, pero añadiéndosele un 0,1$ de sulfato la u r il sódico (por 

peso del caldo). Las muestras X II y X III  contenían 0,01 y 0,001$ rejs 

pectivamente de sulfato la u r il sódico en caldo completo,pero eran por 

lo  demás idénticas a la  muestra X. Las muestras X a X II I  fueron in ­

cubadas a 37®C durante una hora. Todas las muestras fueron sometidas 

a ensayo d iferencia l usando X Iebsie lla  pneumonías y Bacillus su b tilis

como organismos de ensayo, determinándose así e l oontenido de mitorni 

ciña A y mitomioina C. Los resultados se hallan resumidos en la  s i­

guiente Tabla:
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Muestra

TABLA I I I  

Descripción Potencia (mog./ml.)

A *  C
Mitomi- Mitomi- 
cina A ciña C

IX Caldo completo, menos m icelios, 
refrigerado hasta e l ensayo. 5 . 39 44

X Control de caldo completo. 0,8 5,7 6,5

XI Caldo completo con 0,1$ de SIS. 3 41 44

X II Caldo completo con 0,01$ de SLS. 4 11 15

X II I Caldo oompleto con 0,001$ de SLS, 5 10 15

Por los resultados indicados en la Tabla I I I es evidente que,

aunque ss consigue alguna estab ilización  con un porcentaje in fe r io r , 

es conveniente añadir aproximadamente un 0,1$ de sulfato la u r il só­

dico a f in  de conservar la  porción principal de la  potencia del ca l­

do.

R-8IVIITOICACI0BE3

En resumen; La Patente de Invenoión que se s o lic ita  recaerá 

sobre las reivindicaciones siguientes:

1®.~ Proceso perfeccionado para la  recuperación de raitomicina 

de un caldo completo que contiene mitomicina, caracterizado por la  

fase de añadir un inhibidor de mitasa al caldo completo a l completar­

se e l o ic lo  de fermentación, con lo  que queda sustanoialmente elimina 

do e l efecto destructor de la  mitasa sobre la  mitomicina,

2®.~ Proceso perfeccionado para la  recuperación de raitomicina 

según la  reivindicación 1®, caracterizado por la  fase de añadir al 

caldo completo por lo  menos un 0,001$ aproximadamente, por peso, del 

caldo completo, de un sulfato metálico alcalino de a lqu ilo , en e l que 

e l radical a lqu ilo  tenga de 8 a 18 átomos de carbono,

3®,- Proceso perfeccionado para la  recuperación de mitomicina 

de un caldo oompleto que oontiene mitomicina, según la  reivindicación 

2®, caracterizado por la  fase de añadir aproximadamente un 0,1$ por
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peso del caldo completo, de sulfato la u r ii sodico a l completo

a l completarse e l c ic lo  de fermentación, con lo  que queda, sustancial.

mente eliminada la  destrucción de la  mitona cine por la. mitasa.

48. -  Proceso perfeccionado para la  recuperación de mitomicina 

de un caldo completo que la  contenga, d.e acuerdo con la  reiv ind ica­

ción 18, caracterizado por la  fase de añadir por lo  menos un 1^ 

aproximadamente, por peso, dol caldo completo, de cloroformo a d i­

cho caldo a l completarse e l c ic lo  de fermentación, con lo  que que­

da sustancialmente eliminado e l e fec to  destructor de la  mitasa so­

bre la  rnitomicinao

59. -  Proceso perfeccionado para la  recuperación de mitomicina 

de un caldo completo que la  contenga, de acuerdo con la  reiv ind ica­

ción 19, caracterizado por la  fase de añadir por lo  menos un 1$ -

aproximadamente, por peso, del caldo completo, de tolueno a dicho 

caldo a l completarse e l c ic lo  de fermentación, con lo  que queda sus. 

tanoialmente eliminado e l efecto destructor de la.m itesa sobre la  

mitomicina.

69. -  Proceso perfeccionado para la  recuperación de mitomicina 

de un caldo completo que la contenga, de acuerdo con la reiv ind ica­

ción 1a, caracterizado por la  fase de añadir por lo  menos un 0,025 

por ciento aproximadamente, por peso del caldo completo, de cloruro 

mercúrico a dicho caldo a l f in a liz a r  e l c io lo  de fermentación, con 

lo  que queda sustancialmente eliminado e l e fecto destructor de la  mi 

tasa sobre la  mitomioina.

79. -  Proceso perfeccionado pars. la  recuperación de mitomidna 

C de un caldo completo que la contenga, de acuerdo con la  reivindi. 

oaoión 13, caracterizado por la  fase de añadir aproximadamente un 

0,1% por peso del caldo completo-, de sulfato la u r ii sódico a dicho 

oaldo a l completarse e l c ic lo  de fermentación, con lo  que queda sus- 

tancialmente eliminada la  destrucción de la  mitomioina 0 por la  rni-
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tasa.

8 * .-  Proceso perfeccionado para la  recuperación cíe mitomicina

C de un calcio completo que la  contenga} ele acuerdo con la  re iv in d i—

lo  que queda sustancialmente eliminado e l e fecto  destructor de la  nú 

tasa sobre la  mitomicina C0

9a*— Se reiv ind ica por último como objeto sobre e l que ha de 

recaerla Patente de Invención que se solicita:"PROCESO PERFBCCIONADO 

PARA LA RECUPERACION DE MXTQKCOIHA DE UN CALDO CCMFLEfO 5¡pE CONTIENE 

PIITQSIICIM».

Todo conforme se reivindica en la  presente memoria que consta 

de dies páginas mecanografiadas.

cacion 1B, caracterizado por la  fase de añadir un inhibidor de la  mi 

tasa al caldo completo a l terminarse e l c ic lo  de fermentación} con

Madrid, 16 Noviembre 1959

ALFONSO UNGRIA

f " '  . A ,
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