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La presente invención se refiere a un nuevo 

procedimiento para producir bleomicinas antibióticas. Más 

en particular, la invención se refiere a un nuevo procedimien 

to para producir bleomicinas antibióticas inoculando y cul­

tivando aerobiamente, en un medio que contiene una fuente 

de nutriente, una cepa, productora de bleomicina, pertenecien 

te a los actinomicetos, donde el cultivo se efectúa en pre

sencia de un compuesto amino que tiene al menos un grupo 
!

"?**CH2 '^ 2  y ^1 menos un grupo básico elegido de entre los 

grupos amino, imino, guanidino, amidino y sulfonio, y com­

puestos cíclicos que contienen nitrógeno, o en presencia de 

un compuesto convertible, en el líquido de cultivo, en un 

compuesto amino como los antes mencionados, produciendo 

asi selectivamente un componente de bleomicina conocido o 

nuevo, correspondiente al compuesto amino antes mencionado 

o a un compuesto amino derivado del compuesto antes mencio­

nado, y luego se recupera la bleomicina conocida o nueva, 

por medios conocidos, del medio de cultivo.

Las bleomicinas son antibióticos antitumor 
descubiertos por Umezawa y otros, y se obtienen de manera 

tal que una cepa productora de bleomicina, perteneciente 

al actinomicetoStreptomyces verticillus (por ejemplo ATCC 

n3 1$003), es cultivada aerobiamente con agitación, en un 

medio nutriente que contiene jalea de mijo (componente 

principal, maltosa), glucosa, polvo de soja, liquido de 

maceración de maíz, cloruro sódico, fosfato potásico, sul­

fato de cinc, sulfato de cobre, etc., y la bleomicina re­

sultante es aislada y recuperada del liquido de cultivo, 

en forma de clorhidrato o sulfato, por adopción de medios 

tales como el uso de resinas intercambiadoras de iones.
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Contienen los componentes A^, A^, A^ , A^, A^, A^, A^,

B-̂ , Bg, B^, B^, B^, B^ y similares (denominados en lo su­

cesivo componentes de bleomicina), y, cuando se someten 

además a un tratamiento de eliminación de cobre, se obtie 

nen estos componentes de bleomicina en forma de polvos 

blancos. El término bleomicina ha sido conocido como tér­

mino general para los antibióticos que contienen estos com 

ponentes (patente británica n^ 1.033.242).

Cuando el cultivo se efectúa bajo condiciones 

ordinarias, estos componentes de bleomicina son producidos 

simultáneamente, pero la proporción de componentes indivi­

duales no es definida, y en la mayoría de los casos se pro­

ducen principalmente bleomicinas A2 y B2.

Con objeto de conseguir un procedimiento en 

el que se puedan producir selectivamente, con rendimientos 

favorables, los componentes de bleomicina deseados entre 

los antes mencionados, los autores de la presente inven­

ción estudiaron las estructuras de las bleomicinas, hallan 

do que los componentes de bleomicina tienen una estructura 

parcial tal como la representada por la fórmula (I) que se 

presenta a continuación, y que en la fórmula R varía se­

gún la clase de componentes de bleomicina.

N-- n--- COR

-NH-CH-C0-NH(CH2)2

N" 1
(I)

CHOH

CRi 3 7 6 5 5 5
3 -

r
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M R = -NH-tCHg^-lM^
H

*5' R - -NH-ÍCHg^-NH-ÍCHg^-NHg
H 4 - R = -NH-(CH2)3-NH-(CH2)^-NH-(CH2 )3-NH2

U Bg! R = -NH-tCHgl^-NH-C-NHg

NH

H B4- R - -NH-(CHg)̂ -N-(CHg)^-NH-C-NHg

C=NH NH
t
NHg

Basándose en el conocimiento antes mencio­

nado, los autores de la invención volvieron a repetir los 

estudios, hallando que cuando se añaden a los líquidos de 

cultivo de cepas productoras de bleomicina diversos comr 

puestos amino, correspondientes a la porción R de cadena 

secundaria de la fórmula (I) antes mencionada, o compues­

tos amino convertibles, durante el cultivo, en aminas co­

rrespondientes a la porción de cadena secundaria, se pue­

den obtener con rendimientos favorables los componentes de 

bleomicina deseados, y que cuando se añaden ciertas clases 

de compuestos amino se producen nuevas bleomicinas, dife­

rentes de las bleomicinas antes mencionadas, y que cuando 

son separadas de los líquidos de cultivo y son purifica­

das, las nuevas bleomicinas pueden ser recuperadas con gran 

des rendimientos. Basándose en los anteriores hallazgos, los 

autores de la presente invención han conseguido la pre­

sente invención.

Los compuestos amino antes mencionados, usa
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dos en la presente invención, pueden ser representados por 

las 5 fórmulas generales siguientes:

5 (1)

R^

NH^-CH^-X-N^ , 

^R'

(2) NH^-CÍL-X-N^ , ,2 *2 ,^.R4

^ R ^

10

(3) NH^-CH^-X-S , 
!\ A

(4) NH2-CH2-X-N ,

(5) NHg-CHg-X' ̂ .N

15 donde X = **(CH2 )^-, 
! *'?"2!
Á6 ¿6

- W „ -  *< - W , 2-,' [ !
R? R°'

20 ^ " 2 ',- M -  t?Hp ,2 - N -

¿6 j¡7 ¿6' ¿7' &6"

2S

m  '

1 3R , R = H, grupo alcohilo,

OR^
)

-(CH2)^4-H, (CH2)i,4'-0R9',

6.2.70
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áS"

-(CH.

R'3"'

-C- NHc

m

R^, R^, = grupo alcohilo

NI -3 - -O
,R'

-N N-R ,
\— /

/"I
-N 0 ,

Ró ,RC

-(CH^)2 n

R?

4j},

R'

¡donde n^, n^. n3, n \  n̂ -, n̂ -", n^'" = un entero de 1 a 3;

¡n' = un entero de 0 a 3; R^, R^*, R^", R^, R?', R^, R^', 
:R^ , R^"', R9, R9', RlO^ RlO'^ RlP'- n, grupo alcohilo.

¡ La línea de puntos de la fórmula (por ejem-

¡pío "(CHg^n"*' etc.) muestra que el átomo de hidrógeno
TR

de la cadena de carbono puede estar reemplazado en cual-
-  6 -
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quier posición del grupo alcohilo. A continuación se pre­

sentan ejemplos típicos de los compuestos amino represen­

tados por las fórmulas generales antes mencionadas (1 ) a 

(5), y de los compuestos convertibles en dichos compuestos 

amino durante el cultivo.

1.2- diaminoetano
1.3- diaminopropano

1.4- diaminobutano
1.5- diaminopentano
1.6- diaminohexano
N-(2-aminoetil) -1,2-diaminoetano NH^-(CHg)2*NR( CHg) 
N-(3-aminopropil)-1,3-diamino-

NHg-ÍCHglg-NHg
NHg-ÍCHg^-NHg

propano NH - CH -NH- CHj -NH
, , 2 2 3 2 3 2

N- (3-aminopropil)-1,4-diami
nobutano (espermidina) NH -(CH ) -NH-(CH ) -NH

2 2.3 2 4 2
N-(5-aminopentil)-1,5-diami-
nopentano NH--(CH.)^-NH-(CH^) -NH^

N,N'-bis-(2-aminoetil)-
diaminometano NH -(CH ) -NH-(CH ) -NH-(CH ) -NH

2 2. 2 2 2  2 2 2
N,N'-bis-(2-aminoetil)-1,2-
diaminometano NH2-(CH2 )2-NH-( CH2)2*NH-( 0^ ) 2*^ ^

N, N' -bis-(3-aminopropil)-1,4-
diaminobutano (espermina) NHg-(CH2)3-NH-(CHg)̂ -NH-(CHg)3-NH2 

N,N'-bis-(3-aminopropil)-1 ,6-
diaminohexano NH2-(CH2 )^-NH-(CH2)^-NH-(CH2 )^-NH2

N,N'-bis-(5-aminopentil)-
1,5-diaminopentano NH2-(CH2 )^-NH-(CH2 )^-NH-(CH2 )^-NH2

2
CHo

,4,4-trimetilpentametilendi- ' ^
amina NH2-CH2-C—

CHi

CH-(CH2 )2-NH2

CH3

1 ,2-diaminopropano NH2-CH2-CH-CH3

376555
30
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N-meti1-1,3-diaminopropano 

N-butil-1,3-diaminopropano 

N-octil-1,3-diaminopropano

NHg-ÍCHg^-NHC!-^

NHg-(CHg)^-NHC^

N,N-dimetil-1 ,2-diaminoetano NH2(CH2 )2 N
\

CH3

10

15

N
/ ° 2 " 5

\
,N-dietil-1 ,2-diaminoetano NHgí CHg)2^

N ,N-dimetil-1 ,3-diaminopropano NH2-(CH2 )̂ -N

^2^

/ ^ 3

\

N,N-dietil-l,3-diaminopropano NH^-(CH2 )^-N
/

\

CH^

C^H2^5

C2H5

20
Cloruro de 3-aminopropiltri- 

metilamonio
e  / " 3

NH.-(CHJ,-K¿- CHc

C1

25

Bromuro de 3-aminopropiltri- 

metilamonio
e

CHo

NH^-(CH2)3- N — CH^
[ e \ ,CHn
Br

30
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N-(3-dimetilaminopropil-l,3- 

diaminopropano

- 8 -

NH2-(CH2)^-NH-(CH2 )^-N

CHo
/

^
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N-(3 *  metilaminopropil) -

1 .2- diaminoetano

N-(3-metilaminopropil)- 

1 ,4-diaminobutano 

N-(3-metilaminopropil)-

1 ,6-diaminohexano 

N- (3-metilaminopropil)- 

1 ,á-diaminooctano 

N-butil-N'-3-aminopropil-

1.3- diaminopropano

^ 2" ̂  ̂2"^^ ̂ ^2 ̂

N H g -( CH g) ^ -N H - ( CHg)^-NHCH^

N H g - ( C H g C H g ) ^ - N H C H ^

NHg-tCí^lg-NH (CH2 )^-NHCH^

NH g- ( CH^ -N H - ( CH^ - N H - C ^

N-(2-dimetilaminoetil)-

1.3- diaminopropano

N-(4-dimetilaminobutil)-

1.3- diaminopropano

NH2-  ( CHg )^ -N H -  ( C H g) 2**N
CĤ

GĤ

/

\

CĤ

CĤ

N-(6-dimetilaminohexil)- 

1,3-diaminopropano

CiL

NH2-(CH^)3-NH-(CH^)^-N
/  '  

\

N-(á-dimetilaminooctil)-l

diaminopropano
,3-

NH^-(CH^)^-NH-(CH^)g-N

N-(3-hidroxipropil)- 

1,3-diaminopropano ^ - ( C Í ^ - N H - t C H g ^ - O H

376555
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N-(2-hidroxipropil)-

1 ,2-diaminoetano NH^-(CH^)g-NH-CH^-CH-CH^

OH

N-(2-hídroxietil)-l,3- 

diaminopropano 

N-(3-metoxipropil)-l,3- 

diaminopropano 

N-(3-octiloxipropil)-l,3- 
diaminopropano 

N- (3-amino-l-metilpro- 

pil)-l,3-diaminopropano

N H ^ - (C H ^ )^ -N H - (C H ^ )^ -O H

NH - (C H  ) -N H - (C H  ) -OCH  
2 2 3 2 3 3

NH2-(CH2 )^-NH-(CH2 )^-0CgH^y

NH g- ( CHg l^ -N H -  j!H - ( CH g) g -N H g  

CĤ

N-(3-amino-1-etilpropil)-

1,3 -diaminopropano NH2- (CH2 ) ̂ -NH-CH- (CH2 ) 2 * ^ 2

C2H5

N,N-bis-(3-aminopropil)4netilamitia NH2*(CH^)^-N-(CH^)^-NH2

N,N-bis(3-aminopropíl)-

etilamina

N,N-bis(3-aminopropil)-

n-butilamina

CĤ

^ " 5

NH2-(CH2)^-N-(CH2)^-NH2

Bromuro de 3-aminopropil- 

dimetilsulfonio
e /

NH2-(CH2 )3- S ^

Br

C%

CH3

6 .2 . 7 0
-  10 -
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Cloruro de 3-aminopropil- 

dimetilsulfonio
e

NH2-(CH2)^-S

-CH-

l e ^ CH.
C1

Bromuro de 3*acetamido- O  ̂ / ^ 3
propildimetilsulfonio CH^CONH-(CHg)^*S

^  ^  ĈH
Br

Cloruro de 3*3.mino-3*car

boxipropildimetilsulfonio NH2-CH-(CHg)^-S

COOH C1

3

CH:

CH

Cloruro de 3**amino—3**car-

bamoílpropildimetilsulfonio NH^-CH-(CH^)^-S

CONHr

3

CH-

CH:
C1

4-(aminobutil)-guanidina 
(agmatina) NHg- (CH2) ̂.-NH-C-NH2

3-amidinópropilamina ^̂ 2** (^2 ̂ 3**jj"̂ 2̂

NH
N-(3-aminopropil)-pi- 

rrolidina

N-(3-aminopropil)-piperi-

dina NH,

N-(2-aminoetil)-piperazina NHg-(CHg)g-N^__NH

N-(3-aminopropil)-piperazina NHg-í OH^)^-N^__^NH

376555



N- (3-aminopropil)-morfolina Ní̂ -( CHg) ̂ -N 0̂

N (3-aminopropil )-N' -metí 1- 

piperazina

N-(3-aminopropil)-N'-etil- 

piperazina

N ,N '-bis-(3-aminopro- 

pil)-piperazina

NHg-( OBg

°2"5

"2-<°"2'3-"C"*'°"2)3-"2
N-(3-pirrolidino-pro- 

pil)-1 ,3-diaminopropano NHg- (CHg) ̂ -NH- (CHg )^-N^J

N-(3-piperidino-propil)-

1 ,3-diaminopropano NHg-( CH^ )^-NH- (CHg) 3- N ^

N-(3-piperazino-propil)-

1 ,3-diaminopropano NHg- (CHg (CHg)

N- (3— morf olinopr opil )-l, 3- 

diaminopropano NHg- {CHg )^-NH- (CHg) ̂ - N ^ O

N-bencil-l,3-diaminó-

propano NHg- (CHg)^-NH-CHg—

-  12 - 376555
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N ,N-dibencil-1 ,3- 

diaminopropano

N-(l-feniletil)-l,3-

diaminopropano

CH:

N^-ÍCHg)^-N;
/

\
CH.

NH,,^-(CH^)^-NH-CH-^)

CH-

N-(p-metilbencil)-1,3* 

diaminopropano NH. (CHg )^-NH-CH2- ^ ^ - C H :

m-xililendiamina NH^-CH^--- ( O
2 2

CHg-NHg

p-xililendiamina NHg-CHg-^ O  )- CHg-NHg

N-ciclohexil-l,3-dia-

minopropano NH2-(CHg)^-NH---- ^ H ^

N-(2-feniletil)-l,3-

diaminopropano

N-(2-p-toliletil)- 

1 ,3-diaminopropano

NH2-(CH^)^-NH-(CH2 )2---( g }

NHg- (CHg) 3-NH- (CH^) 2' @ > - CH^

N-bencil-N'-(3-ami- 

nopropil)1 ,3-diami­

nopropano NHa-CHg) 3-NH- (CH2) 3-NH-CH2- ^ ^

-  13 - 376555
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N-(1-feniletil)-N'-(3-ami- 
nopropil)-1,3-diaminopro-
paño "**2" (CHg^-NH- ( C ^ - N H - C H - ^ ) )

CH^

N-(2-furfuril)-1,3-diami-

nopropano NH2-(CH2)3-NH-CH2 t Jj !

N-(5-metil^2-furfuril)-

1 ,3-diaminopropano
0^  !

N ,N-dimetil-1 ,3-diami-
i

i

nopropano CH^-NH-(CH2)^-NH-CH^ ;

4-piperidilmetilamina NH^-CE, ------ Q m  ¡
i

2-(4-imidazolil)-et ilami­

na (histamina)
/ — "" ' 
\ , = j  ¡

N,N-dimetil-N'-acetil-

1,3-diaminopropano

N ,N-dime til-N'-pro- 
pionil-1,3-diaminopropano C H -C0-NH-(CH )^-N

2 5 2 3

376555 '
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73%
l-carboxi-4-dimetilamino- 

butilamina NHg-CH-tCHg^-N

C00H

CH„

CH^

l-carbamoil-4-dimetil-

aminobutilamina NH^-CH-(CHj--N
[ 2 3
CON He

CH3

CH.

N,N-dimetil-N'-benzoil-

1 ,3-diaminopro paño ONH- (CHg) 3 -N ̂

CH^

CH^

Cuando se añade como compuesto amino, a un 

medio nutriente, bromuro de 3-aminopropil-dimetilsulfonio 

o cloruro de 3-amino-3-carboxipropildimetilsulfonio, por 

ejemplo, y se cultiva en dicho medio una cepa productora 

de bleomicina tal como Streptomyces verticillus, la pro­

ductividad de bleomicina Ag es reforzada, aumentando el 

contenido (%) de bleomicina A^ entre todas las bleomicinas 

presentes en el liquido de cultivo. Análogamente, la adi­

ción de clorhidrato de agmatina aumenta el contenido (%) de 

bleomicina Bg, la adición de 1 ,4-diaminobutano aumenta el 

contenido (%) de bleomicina Ag, y la adición de espermidi- 

na aumenta el contenido de bleomicina A5. Sin embargo, la 

adición de espermina no solo tiene como resultado la pro­

ducción de bleomicina A^, con la cadena secundaria corres­

pondiente, sino también la producción de bleomicina A^ que 

tiene en la cadena secundaria espermidina que se ha formado 

a partir de la espermina durante el cultivo. En el caso de 

una cepa que tenga fuerte capacidad de convertir la esper-

376R55-  15 -
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<7 7
oí-

mina en espermidina, la adición de espermina tiene como 
resultado principalmente la producción de bleomicina A$. 
Análogamente, la adición de, por ejemplo 1,2-diaminoetano 

o 1,3-diaminopropano, tiene como resultado la producción 
de los nuevos productos 2-aminoetilaminobleomicina o 3- 
^iniiiopropilantinobleomicina. Además, un compuesto poliami— 

nico en cadena tal como la N, N-bis-(3-aminopropil)-metil- 
amina produce principalmente una bleomicina nueva tal como 

3-(N-metil-N-3-aminopropil)aminopropilaminobleomicina, que 
tiene la misma cadena secundaria que la del compuesto aña 

dido, y, además, implica una amina de bajo peso molecular, 
que se ha formado a partir de dicho aditivo durante el cul 

tivo, produciendo como producto secundario 3-N-metilamino- 
propilaminobleomi c ina.

Era bien sabido que los microorganismos tie­

nen capacidades tales como descomposición de ásteres, des- 

alcohilación y descarboxilación, y los compuestos amino que 

se convierten durante el cultivo en las aminas de cadenas 

secundarias de bleomicina están implicados en la presente 

invención, igual que los compuestos amino representados 

por las fórmulas generales (1 ) a (5) antes mencionadas.

Por ejemplo, se pueden usar, como compuestos amino repre­

sentados por las fórmulas generales (1 ) a (5) antes men­

cionadas, compuestos en los que el NHg- de las fórmulas 

generales (1 ) a (5) antes mencionadas ha sido acilado o 

alcohilado, o el hidrógeno del grupo metileno de la posi­

ción 2 del NHg- ha sido sustituido por un grupo carboxi- 

lico o un grupo amida de ácido, y que sean fácilmente me- 
tabolizados a aminas.

-  16 - 376555
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son usados tal cual o en forma de sales de ácido inorgáni­

co, pero sus concentraciones en el liquido de cultivo va­

rían según la clase. Por ejemplo, en el caso del bromuro 

de 3-aminopropildimetilsulfonio, espermina y espermidina, 

se requiere una concentración de al menos 0,2 a 9,4 mg/ml, 

mientras que en el caso del cloruro de 3-amino-3-carboxi- 

propildimetilsulfonio se requiere una concentración tan 

alta como al menos 40 mg/ml. Además, en el caso de la N-(3- 

aminopropiD-morfo.lina y del N-(3-morfolino-propil)-l,3- 

diaminopropano es suficiente una concentración de apro­

ximadamente 0 ,1 a 0,5 mg/lnl, mientras que en el caso de 

la N-(2-aminoetil)-piperazina y N-(3-metoxipropil)-l,3- 
diaminopropano es necesaria una concentración de aproxima­

damente 2 mg/ml. Sin embargo, generalmente es adecuada una 

concentración de aproximadamente 4 mg/ml.

El procedimiento de la presente invención se 

efectúa de la siguiente manera:

Para llevar a la práctica el presente proce­

dimiento, es preferible usar un medio que esté compuesto 

principalmente por carbohidratos y sustancias orgánicas 

que contengan nitrógeno, tales como jalea de mijo, gluco­

sa, almidón, polvo de soja, liquido de maceración de maíz, 

etc., y en el que se hayan incorporado pequeñas cantida­

des de sustancias inorgánicas tales como, por ejemplo, fos­

fato potásico, sulfato de cobre, sulfato de cinc, cloruro 

sódico, nitratos, etc. En este medio se cultiva aerobia­

mente, según métodos ordinarios, Streptomyces verticillus 

o una cepa productora de bleomicina, de entre las varian­

tes del mismo.Después,el liquido de cultivo es filtrado y 

el filtrado es absorbido sobre, por ejemplo, una resina

-  17 -
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intercambiadora de cationes que tenga un grupo reactivo 

tal como un grupo carboxilo, y luego es eluído con solu­

ción acuosa de ácido clorhídrico. Subsiguientemente, el 

eluído es -sometido sucesivamente a las operaciones de absor 

ción sobre carbono activo, elución con solución acuosa de 

acetona-ácido clorhídrico, absorción con alúmina, elución 

con metanol, absorción sobre Sephadex (marca registrada 

de un polvo seco insoluble compuesto por perlas microscó­

picas que son compuestos orgánicos sintéticos derivados 

del polisacárido dextrano; fabricado y vendido por Pharma­

cia Fine Chemicals Inc.) y elución con agua destilada, con 

lo que se obtiene un polvo de clorhidrato de bleomicina. 

Para mayor purificación del polvo asi obtenido, es prefe­

rible adoptar medios de elución cromatográfica con cloru­

ro amónico o solución acuosa de formato amónico, usando CM 

Sephadex como vehículo. Finalmente, el eluato es adsorbido 

sobre carbono activo y es sometido a las operaciones de 

lavado con agua y elución con una solución acuosa de aceto 

na-ácido clorhídrico, con lo que se puede obtener un com­
ponente de bleomicina puro.

Si, según la presente invención, se ha produ­

cido en el medio de cultivo un componente de bleomicina 

con la suficiente selectividad, se puede omitir la opera­
ción de separación usando CM Sephadex.

Las bleomicinas tienen la propiedad de 

formar quelatos con cobre, y se obtienen como polvo azul 

a partir del liquido de cultivo, pero el cobre puede ser 

eliminado efectuando el tratamiento de eliminación de 

cobre en cualquiera de las operaciones de extracción o 

purificación. ^  ^  ^ < 3 ^ 5
13 -



En la tabla 1 se exponen varias propiedades 

de bleomicinas obtenidas según la presente invención.

í'* f

¡

- 1 9  -6 . 2 . 7 0
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13
El espectro infrarrojo de absorción y el 

espectro ultravioleta de absorción de varios compuestos 

de la tabla 1 se muestran en las figuras 1 a 6 adjuntas, 
como sigue:

Fig. Espectro Nombre del compuesto Compuesto
_____________ ___ _____________________________  N3

1 Infrarrojo 3-¿?-(N-butil)-aminopropil/-

aminopropilaminobleomicina 12

2 Ultravioleta

3 Infrarrojo

4 Uttravioleta

5 Infrarrojo

6 Ultravioleta

H

3-(l-metil-2-aminopropil)- 

aminopropilaminobleomi ciña 
!)

3-(3-ciclohexilaminopropil)-

aminopropilaminobleomicina
tt

H

23
<!

39
)!

Notas:

(1) El contenido de bleomicina nueva (o principal) se mi­

dió de tal manera que la bleomicina (mezcla de compo­

nentes individuales) obtenida por cultivo y purifica­

ción, en cada uno de los ejemplos mostrados previa­

mente, fue separada usando CM-Sephadex, y luego fué 

sometida a espectrofotometría de absorción ultravio­

leta.

.(2) La potencia fué medida según determinación biológica, 

usando clorhidrato de bleomicina A2 exento de cobre 

(potencia 940 mcg/íng) como sustancia patrón, y M. 

tuberculosis 607 como microorganismo de ensayo.

(3) Cromatografía én capa delgada:

Agente adsorbente: gel de sílice 

- 40 - 3 7 6 5 5 5
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Disolvente: mezcla 10:9:1 de metanol:acetato amóni­

co al 10%:solución acuosa de amoniaco al 10% 

Cromatografía en papel:

Disolvente: solución acuosa de cloruro amónico al 10% 

(4) N = reacción de ninhidrina; S = reacción de Sakaguchi

Como está claro por la tabla 1, las nuevas 

bleomicinas obtenidas según la presente invención son si­

milares a los componentes de bleomicina conocidos, en 

aspecto y curva de absorción ultravioleta, pero son evi­

dentemente diferentes de ellos en potencia (mcg/mg) y va­

lores Rf. Además, es digno de mención especial el que, 

cuando estas sustancias nuevas son hidrolizadas con ácido 

fuerte, y los hidrolizados son sometidos a cromatografía 

de gas, se detectan los compuestos amino usados como adi­

tivos para el cultivo, o los compuestos amino formados 

durante el cultivo, y se ha confirmado que tienen cadenas 

laterales correspondientes a los compuestos amino añadi­

dos o a los compuestos amino formados durante el culti­

vo.
Según la presente invención, se ha hecho 

primero posible que, entre los componentes de bleomicina, 

aquellos que son adecuados para fines terapéuticos indi­

viduales puedan ser recuperados selectivamente con gran­

des rendimientos y en formas puras. Por ejemplo, se pueden

obtener selectivamente las bleomicinas A^ y A., que son2 5
fuertes en cuanto a propiedades antitumor, y de menor to­

xicidad. Además, se ha hecho posible obtener bleomicinas 

nuevas tales como 3-aminopropilaminobleomicina, que es 

excelente en cuanto a efecto, y de menor toxicidad.

La presente invención se ilustra en detalle

n  3 7 6 5 5 5
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a continuación, con referencia a ejemplos.

Ejemplo 1

A un medio que tenía una composición de 6,4% 

de jalea de mijo, 0,5% de glucosa, 3s5% de polvo de soja, 

0,75% de liquido de maceración de maíz, 0,3% de cloruro 

sódico, 0,1% de fosfato potásico secundario, 0,05% de sul­

fato de cinc, 0,01% de sulfato de cobre, 0,2% de nitrato 

sódico y 0,01% de Toho nS 1 (marca registrada de un agen 

te tensoactivo), se añadió bromhidrato de bromuro de 3- 
aminopropildimetilsulfonio, en proporción de 0,4 mg/ml, 

para ajustar el pH del medio a 6,5- Cada porción de 100 

mi del medio asi tratado fue cargada separadamente en un 
matraz Sakaguehi, y luego fué esterilizada. Subsiguiente­

mente se inoculó en el medio Streptomyces verticillus 

(ATCC N2 15003), y se cultivó durante 8 dias, con agita­

ción a 130 rpm. Después, los líquidos de cultivo (4,5 

litros) fueron recogidos y filtrados, obteniéndose 3,0 

litros de un filtrado (potencia 138,8 mg/ml, potencia to­

tal 416,4 mg). Este filtrado de cultivo fué hecho pasar 

por y adsorbido en una columna rellena con 200 mi de Am- 

berlite IRC-50 (marca registrada de una resina intercam­

biadora de iones; tipo H), fué lavado con agua y fúé 

eluído con ácido clorhídrico 0,5N. Se neutralizó 1,0 

litro de eluido, que fué hecho pasar por y absorbido 

en una columna rellena con 100 mi de carbono activo, fué 

lavado con agua y luego fué eluido usando una mezcla H 1 

(en volumen) de acetona y solución acuosa de ácido clorhi 

drico 0,02N, y las fracciones activas para el Mycobacte- 

rium 607 fueron recogidas y concentradas a sequedad. El
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residuo resultante fuá disuelto en 5 mi de una solución 

acuosa de metanol al 30%, y fuá cargado en una columna 

rellena de 30 mi de alúmina neutra, seguido por elución 

con una solución acuosa de metanol al 30%. Subsiguiente­

mente, las fracciones que contienen bleomicina fueron re­

cogidas y concentradas a sequedad, obteniéndose 195 mg de 

clorhidrato de bleomicina (potencia 650,7 mcg/mg, poten­

cia total 127 mg). El rendimiento a partir del filtrado

de cultivo fué 30,5%*
El producto asi obtenido fué separado en 

cada componente de bleomicina, con solución acuosa de 

formiato amónico en una columna de CM-Sephadex, hallán­

dose que contenía 72,2% de bleomicina Ag. Este método de 

separación es designado en los ejemplos siguientes como 

método CM-Sephadex.
De la misma manera que antes, se efectua­

ron experimentos usando como aditivos compuestos amino 

tales como los que se exponen en la tabla 2. Las condi­

ciones empleadas y los resultados obtenidos se muestran 

en la tabla 2.

6 .2 . 7 0 43
555
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A un medio que tenia una composición de ¡ 

6,4% de jalea de mijo, 0,5% de glucosa, 3,5% de polvo de ! 

soja, 0,75% de liquido de maceración de maíz, 0,3% de cío ; 

ruro sódico, 0 ,1 % de fosfato potásico secundario, 0,05% 

de sulfato de cinc, 0,01% de sulfato de cobre, 0,2% de ni 

trato sódico y 0,01% de Toho nS 1 (marca registrada de un 

agente tensoactivo), se añadió 1 ,2-diaminopropano en pro-

- porción de 2 mg/ml, para ajustar el pH del medio a 6,5* 

Cada porción de 100 mi del medio asi tratado fué cargada 

separadamente en un matraz Sakaguchi, y luego fué este , 

rilizada. Subsiguientemente se inoculó en el medio Strep-¡

tomyces verticillus (ATCC 15003), y fué cultivado a ;
! ¡

27BC durante 192 horas, con agitación a 130 rpm. Después, !
I '
! los líquidos de cultivo (4,5 litros) fueron recogidos y .

' filtrados, obteniéndose 3,56 litros de un filtrado (poten-
! !
¡ cia 190 mcg/ínl, potencia total 676,4 mg)- Este filtrado . 

de cultivo fué hecho pasar por y adsorbido en una columna j

- rellena de 200 mi de Amberlite IRC-50 (marca registrada j
! i
! de una resina sintética; forma H), fué lavado con agua, j

! y luego fué eluido usando una mezcla 1 : 1  (en volumen) de ;

acetona y solución acuosa de ácido clorhídrico 0,02N, y j

las fracciones activas para Mycobacterium 607 fueron re- j

! cogidas y concentradas a sequedad. El residuo resultante

! fué disuelto en 4 mi de una solución acuosa de metanol al

á0%, y fue cargado en una columna rellena de 70 mi de
alúmina neutra, seguido por elución con una solución acuo-

' sa de metanol al 60%. Subsiguientemente, las fracciones

que contenían bleomicina fueron recogidas y concentradas

376555
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! a sequedad, y el residuo fué disuelto en 2 mi de agua, y :

¡ fuá cargado en una columna rellena de 20 mi de Sephadex j

i G-25, y luego se efectuó la elución usando agua destilada-, 
 ̂ La resultante fracción verde azulada que '

contenía bleomicina fuá recuperada, suspendida en una so­

lución acuosa de cloruro amónico 0,02N, añadida a una co­

lumna rellena de 20 mi de CM-Sephadex, y luego fué eluida

con una solución acuosa de cloruro amónico 0,1M-
Después, la fracción resultante, que con-

 ̂ tenia la sustancia deseada, fué recogida y hecha pasar por 

! una columna rellena de 5 mi de carbono activo, para adsor- 

; ber la sustancia deseada, que luego fué eluida con una 

! mezcla 1 : 1  de acetona y solución acuosa de ácido clor- 

- hídrico 0,02N. Subsiguientemente, el eluato'fué concen­

trado a sequedad, obteniéndose 35 mg de 2-aminopropilami- 

: nobleomicina (potencia 2173 mcg/mg, potencia total 76,1 
 ̂ mg.). El rendimiento a partir del filtrado de cultivo fué

11,25%.
Se disolvieron 2$ mg de la sustancia asi 

obtenida en 1 mi de metanol, y se introdujo en la solu­

ción sulfuro de hidrógeno gaseoso, durante 10 min. Des­

pués se filtró la solución, y el filtrado fué concentra­

do a sequedad, obteniéndose 20 mg de clorhidrato de 2- 

aminopropilaminobleomicina exento de cobre (potencia 2000 

mcgAg, potencia total 40 mg). Este producto exento de 

cobre fué hidrolizado con una solución acuosa de ácido 

clorhídrico 6N, y luego fué sometido a electroforesis en 

papel, a pH 1,9 y a un voltaje de 3000 voltios, con lo

que se detectó 1 ,2-diaminopropano.
De la misma manera que antes, se efectúa-

376555
t
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f

ron experimentos usando los compuestos amino que se pre­

sentan como aditivos en la tabla 3- Las condiciones adop 

tadas en los experimentos, y los resultados, fueron se­

gún se muestra en la tabla 3 *

-  47  -
376555



O ni t+3 H3+3 3a) r-t o 
-rt -rta*H o
-rt HH-t S C O  0)13 13+3 
A

O ^ .

rt

3 H  0)33—' 
+3 -H +3 h0
O O O aA  +3^

t o M0 r-s no

o t - fr\ sO -á-
r-t tO t s -4* tO

O
to tí\ to sOtT\

W tsCO
t-
to

r-s

3
t—t

E-<

¿
0) 3  ¡3&—- +3-rt O h0
O O s  a
A

O
Q)
3
A

3

t 3  -rt*3 3a 8 ^
O ^ A  
3  3  3-CHACO

3
i+
¿3
a
OE5

3 t, M g  o  M
3  3
3  3H
-rt O
o  o

O
O to so Q

Os o t s H*
r-t t o r-) O t o

r-t H v s

!>-
O o O O

to -á* -d- <r\
tO r-t r-t to

^  3
] t ^  3

-rt 3 ) t ^ —- h . ,  -rt
á  3 r-t -H 3 t t t H  ¡ t o

- 3 S 3 r-t -rt r-t t ! - 3  r-t ró -3
H  u +3 3  H * r t t 8 -rtr-t'r-t + 3 - 3 - 3  8
*rl -rt 3 r - t  o +3r-t O + 3 - r t a 3 A A O
+3 a 8  -3  -rt - 3 - H 3 3  A  O ¿ 3 0 0 3
3  O -rt+3 3 -3+3 r-t - r lO  3 ! 3 i + H
O 3 0  3  0 H  3  ¿ ) - O P ) H ¡ E 5 A A ¿ 3
3 H ) O 3 t o o ) AJO * - 0  0  0
- r t¿3 ¡a; 3  H ¡a; s  3 BS O O . ) 3  3 3
a  O —-r t¿0 —rt *r! 3 - 3  3  3 t - 3 - 3 - 3
3  3  
t

s  a  a  3  
t 3  3 - r t

3 H H 3
< § § - 3

tO to to o rr\ 3  3  o

t
3 r-t o
3 3  3
+3 -3+3 a o t o
o o  o US Lf\

A +3 -3- -á-

Os 0̂ to
tot+s r-í

3  \ —
3  3 h 0 H
- p - w o a  
o  o  g  

A

3  t t
! -6 3  -r(

-rt }L)H—'
+3 13+3^(0 
3  3 H  O (OH-rtO^ 
U 13 +3

a [  ' O
3  O 3<-t }> .  
rt AH 3-rt ¿3 3  

0 + 3 * ^ ^

t —
O 3

H  ^,3t 3k) H 
3.r)H  
o  o  3  
3 3  
O E< 3

3]
+3
-r) 3  M  O 
3  H

rtC3+3H+)'—
!

-r)
H
3
r-t
3

H  o

3  -rt 
Et +3
*a
o

¡B¡

3  3
A  3  3ot 

-rt -rt ^
E< O

O o O fS H-
O -á- H- ¡—i tsLf\ VS t o r-t
r-¡ H H H H

t o to toO Os Os t o r-t

OI to CO to t-\

CQ O o o o
O' -3- -3- - 3

to to to to

O o O O o

-3 es to to to

o
3

t
to t t

t
ts
r-t O

3 to r t  O -  t 3
+3 H O -  o - 3 fr\— 3
3 t 3 r-t 3 r-t 3 -—r-t A
O H 3 t 3 t A t-rtO
3 -rt +3 r-t +3 r-t O -  AEr
-rt +3 3 -rt 3 *3 Pr 3  O A

0) O +3 O +3 A t 3  O
a  3 3  3 3  O H A 3

*H *3*rl -rt -rt -rt 3 -rtO-rt
13

* ?§
H ^ H-rt +3 3  8

: 3 - r t 8
CQ S¡-rt Bt-rt ¡B¡ 8 ¿3 8 -3

-H -H *̂r) t 8-c)
H B¡ 3 ! z : - c ¡B¡

H to ts -3- vs

43



Ta
bl

a 
3 

(c
on

t

i '—t

T3T3'3-P'6R. 3 3rG- 
0  0  3  3  (3+3-PO
<3 H —  
o  3  3  M) +)-r)+)g O O O'—A +9
3O 3 h&*̂  4̂ -3 O bOo o g gA  —
o0]a)(i.

bOg
3

3 -3 ]T )<-t g o K
0  3  0  

0  0  3 * 3  T)rGA3oO3 ni-S ̂  a o o 3 3

043 m A O 3co
Ot3

i 3OjrG 3 3 *3 -3 A+3 O *3 G3 *3M o a  * 3 O 3 G) g rG 340 ) O 3CG rG *3
A§CG

)Ol-r)3 gA O O G) 3H -3 43 N O 3 3 P *rf ̂a
A  3  d -rtr-ta A*rf*rf ! AO rr\

JrHa
s p a  
0) 3  3  C¡-] ArG 
[ 0 * 3H 3
i -3s a
' . - ^[r̂ r*'3 0\]rG-3 0

.. 3 A3 
O -3 
3  O 
A -3o g

t -3+3G)
r * - i43

j 3

(b i-; (f -± o\-rt TJO3 r-f > r-f 0 o\ 0*r-f (0 0 *rf N CG r-f r3

O to O [>-
to O -g"Ot O CGto 0 3
0 0 OCG tO 0O CG 4C\ -d-r3 r- CG 3
to rr\ 0 Oto O tor3 K. tCG

O )3-r<A go o 3 o -ri rG
^-3
i -3 -3

t
3  <3 
3  
3  ' 3tCG.

rr\ 3 A O
<3 3
G ) 3  3 r —
4)  -r ) 43 bOo o o gA 43-̂

O
CG-3*

to
o-O 33

O-á*¡—t

3 \0) 3 h)W
4 3 -3  0 3o o g gA ^

o-d-3
r*\
CG

OCGO3
Oto

) 3)—.-3 t t3m43-3 3 3-— o3 3 O -3 3 O 33 Ti Ti 3 3 *3 43
^ o[ 
t 3  -3)^¡ <gT3 43̂-*— 3 3 G) 3 m 43 O -riObOGi-ghTj 3 A o > 3 Mr
3-3] —3)0-3 30-3 3 (3 ao o }>\3 3o-3bO O 3 -3 43 g

o  43  ^

i*ri
43-rt*33
< ! 3 -3
33

O to ir\ 0O Cf' O 0

f\ CG f't c\

O O O 0-± -3* -d* -±CG CG CG

G3 0 O O
O O Cl en
i !! ir3 ) rG-3 O S r-fA 3 rG ! ! rGO 3 -33 +3 A r-f r-f O —- OA 3 O *rf *rf a rG 3-3 O 3 +3 A d -3 3M 3 A. 3 0 0 A 3 AO -3
3 g-3 3 -3 -34g -3

O 3 3-3 -3 Ng 3 3

3  O A 3 O A
3443

O3AO3g t i ) O )a-3 i -3
0 CG CG r*s A CG ̂3

) )0 3 3 A O -3o<
t rG 3¡

—- -G if<*\*3¡z;̂-r-3 ! *3Ü5 O
X-303 M 3 O to Ĉ
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tô rt-,' 
- " H  tO < -3 O 3  
-á- p, 3 -Hi . O H\t3 N

3 
3  H o

A 3 H - 3  , . 0 3 H B  
!  O O A O  
\ ] H A O O  

< a * 3  3 H  
t 0  3 A A 4 3

ro

H  
<—[ !—í

osO
t o

LO0404

< O O t - 3
H - 3  3 H " - O O 04 Os4J. 43-" M t o O Os H SO
3  -3  H  O3 0-3 0 3 C3-3tn-!3 43 t o tO 04 t o fO

O H ]  m < 
A 3  0  3  3
8  o  !> 3  4J 3 to t o O t o OO -3 0-3 0 t o t o H- t o H*H  0 43J3MT3 E-t-O -— O 04 04 04 04 04
< 3  ^
3 ^ 0  O H  
O H  > S  
O O - 3 \  
3  3  43 M

O O H O to
O O O t ! B  

CO 43T3 0 - "
H H O 04 O

O>-343
4

H
A 4 t 4 4 3-3 H H H -3 O 3-3 -3 -3 -3 A 3  -33 A A A H -3 43
O o o -3 aH 3 3  3 3 44) 3  3O A  3 A 3 A 3 O t O

*3 O 3 O H O 3 O t o  A
O 3  -3 3 * 3 3  -3 3  3 t -3

-3  *3 -3  -3 -3  H -3 3 m A
3 8 H a  3 a  o a-3 -3  H-g 3  H 3  o 3 S w 3  N 43 -3a 4 O t A 4 3 4 3 4 A
o t o  3 fO-3 t o  O 04 3 ¡z¡ o3 ' 3 t A ' a 4 O - 3

4 < 5! S¡ ¡2! ̂ E5 A 5 !  A
0  3  3A O -30) Os O H 04 t oM - 3 O 0  
W  3

H 04 04 04 04

52 - 376555



43
a
o
o

CA
3H

433
n

O
43
G )
3 H  3  
H  H  t í  O

t o \o
7

- a
g < n  > —

H  O -H'íR 
T3rWt<43 —

to  
'—f CO

04
O
04 CA

G 3  3r -4
3 T 3 P 3  

CE! 43 O

)
G H  
3  3  3 - - ^ 04 04 Ch
43-W43&0 o\ )—j
o  o  o  g

A  43 — co
04

O
¡A - a

to
CA
r-f
04

G
P

o
te

c
ia

(m
e

g
/

m
g

) - a
\0
CA
04

O
to
CA
CA 1

2
0

1

1
3

0
0

o  —'w 60 3 S A —

3 tH o e  x 
3 0 3 3 H u -tí 

*0 43 3
3  ¿  

3  3 c  A P > H 3  
¿3 CHOCO B3-H)
t O C B s ;
^  O

!O H
o c a # - - '
43 H  43 bO O O O S 
A  43 —

G
3  ca hO*** 
43 .[-)0< -<
o  o  g  g

A  —

) 3 o —̂-rrot-o m
43  <-) 3) t oG t í H P ^ P  c3ta4-)43r-4 43 
O  t í

O H ]  C 3 [  
A p  3  3  
g  O O P  43 P  
3  > O H O  

- w m - r t  43 60*3 E-< -3  43 —  3

CA

¡A
OH

' ] \ H
-w) ]B  H H{ 3 3 
OHH G P A*r4 *r4 
P O A O 

H P O H  A A p g  — í A O . t - ' O O  fcAO CH \)3-r4 43
t -<j g  oC A * G 3 G

- a

3H

\o
CA
\o
- a

to
o
cA

3-
H

H [  *d!

3
p H  G 
3  H  *r4 -r-t 
A-W A  O 
H A  O H 
A o p g

—  P A O  
t A  O 3 [cA. ' G H Xt-'-r<43 
< o  g  o 

cA G 3  G
Ch
- a
to
\oH

3
CA

(A

O
o

,  I íh\.H
O H 3  3 

<H-r)r-) 0 
P A 'r í'r )  
O O A O 
S P O H  

—  A p g  
' t A O 

.CA—' 0  3  
, O G H  JG-W43 ' -w g o cA H 3 o

< 4 ¡

to

3-

Os
en
H

- a
Ch

04

\0
\oH

<

í
*w 
M-
o  
p

*o 3 O
rG ¡ ! '—t *r4
< -W -r4 g

cA A  A  O 
—  0 0 3  

' P P H  CAAA33

\G
to
H

04
04

04
O

(A

-á- -a -aCO \o 0̂CQ 04 04

4 G < ^G'OH H 3 H t í  Ô g 
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6.2.70

Ejemplo 3

A un medio que tenía una composición de 6,4% 

í de jalea de mijo, 0,5% de glucosa, 3 ,5% de polvo de soja,

; 0,75% de liquido de maceración de maíz, 0,3% de cloruro 

. sódico, 0,1% de fosfato potásico secundario, 0,05% de sul­

fato de cinco, 0,01% de sulfato de cobre, 0,2% de nitrato 

i sódico, 0,01% de silicio y 0,01% de Toho nS 1 (marca re- 

gistrada de un agente tensoactivo manufacturado por Toho 

t Chemical Industry Ltd.), se añadió 1,3-diaminopropano en 

; una proporción de 2 mg/ml, para ajustar el pH del medio 

- a 6,5* Se cargaron 12 litros del medio así tratado en un 

fermentador de vidrio de 20 litros , y fuá esterilizado. Se 

! inocularon en este medio 300 mi de un liquido de cultivo 

; de Streptomyces verticillus (ATCCNS 15003), que había sido' 

i sometido a cultivo con agitación durante 43 horas, en un 

. medio de la misma composición antes mencionada, y fué cul-. 

i tivado a 27^0, con agitación a de 350 a 370 rpm, durante 

120 horas, mientras se introducía, por minuto, aire en - 

; volumen igual al del medio. Se filtraron 7,7 litros del 

' líquüo de cultivo, y el filtrado (5,6 litros, potencia 

} 148,5 mcg/ml, potencia total 831,6 mg) fué sometido a ex- 

' tracción y purificado de la misma manera que en el ejemplo 

' 1 , obteniéndose 230 mg de clorhidrato de bleomicina (po- 

; tencia 734,8 mcg/mg, potencia total 169 mg). El rendí- 

¡ miento a partir del filtrado de cultivo fué 20,3%. Este

i clorhidrato fué analizado según el método de CM-Sephadex, ; 
! ;
hallándose que contenía 84,5% de 3-aminopropilaminobleo- ¡
micina. Se disolvieron 200 mg del clorhidrato en 10 mi de -

i ¡
¡ agua destilada, y la solución fué cargada en una columna '

- 3 6 - 376555 ^
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6 .2 . 7 0

de $0 mi de volumen, rellena de CM-Sephadex suspendido en 

formiato amónico acuoso 0,02N, y luego fue revelada y 

eluida con solución acuosa de formiato amónico 0,1N, obte 

niéndose una fracción que contenía 3-aminopropilamino- 

bleomicina. Esta fracción fué hecha pasar por y adsorbi­

da en una columna rellena de 10 mi de carbono activo, fué 

lavada con agua, y luego fué eluida mediante acetona 

y solución acuosa de ácido clorhídrico 0,02N (1:1 en 

volumen). Subsiguientemente, la fracción eluato activo 

resultante fué concentrada a sequedad, obteniéndose 50 mg 

de clorhidrato de 3-aminopropilaminobleomicina (potencia 

1934 mcg/mg, potencia total 96,7 mg)* El rendimiento a 

partir del clorhidrato antes mencionado fué 65,S%.

Esta sustancia fué hidrolizada con ácido clor­

hídrico 6N, fué introducida en una solución de sosa cáus­

tica al 10%, y luego fué sometida a cromatografía de gas, 

usando una columna rellena de Fluropack SO (marca regis­

trada) revestido de Silicone SF 96 (marca registrada), con 

lo que se detectó un pico de 1 ,3-diaminopropano.

Se disolvieron en 5 mi de metanol 30 mg del 

clorhidrato de 3-aminopropilaminobleomicina así obtenido 

(potencia 1934 mcg/mg, potencia total 5S ,02 mg), y se 

introdujo sulfuro de hidrógeno gaseoso en la solución 

resultante, durante 30 min, depositándose un precipitado 

de sulfuro de cobre. Este precipitado fué recuperado por 

filtración y fué lavado con metanol. Después, el liquido 

de lavado y el filtrado fueron reunidos, y la mezcla fué 

i concentrada a sequedad, obteniéndose 25 mg de clorhidrato 

' de 3-aminopropilaminobleomicina exento de cobre (potencia 

! 1650 mcg/mg, potencia total 46,35 mg). El rendimiento a

! -37- 576555



partir de la sustancia que contiene cobre fué 79,7%.

Se disolvieron 20 mg de este clorhidrato de 

3-aminopropilaminobleomicina exento de cobre (potencia 

1650 mcg/mg, potencia total 37 mg), en 2 mi de agua desti- 

5 lada, se cargó en una columna rellena de 3 mi de la resi­

na intercambiadora de aniones Amberlite IRA-400 (marca re­

gistrada de la resina intercambiadora de iones, del tipo 

de ácido sulfúrico, manufacturado por Rohm and Haas Co.), 

y luego fué eluido con agua destilada, y el eluído fué 

10 concentrado a sequedad, obteniéndose 15,5 mg de sulfato

de 3-aminopropilaminobleomicina exento de cobre (poten­

cia 1830 mcg/mg, potencia total 28,68 mg). El rendimiento 

a partir del clorhidrato exento de cobre fué 77,5%.

De la misma manera que antes, se efectuaron 

15 experimentos en un fermentador de vidrio, usando como adi­

tivos unos compuestos amino tales como los expuestos en 

la tabla 4. Las condiciones empleadas y los resultados 

obtenidos se muestran en la tabla 4.

6.2.70 - 58 -
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Ejemplo 4

Un medio que contenía 4,0% de polvo de soga,

1,0% de extracto de levadura, 0,3% de cloruro sódico,

5 1,0% de aceite de soga, 0,0007% de sulfato de cobre-5HgO,

0,0001% de sulfato de hiero^HgO, 0,0008% de cloruro de 

manganeso-4NgO y 0,0002% de sulfato de cinc^H^O, fue agus 

tado a pH 7,0. Cada porción de 120 mi de este medio fuá 

cargada separadamente en un matraz Sakaguchi de 500 mi,

10 y luego fuó esterilizada. Se inoculó en el medio una cepa 

MA 267-A^ aislada en 1965 del terreno de Musashino-cho, 

Saitama-ken, Japón, que había sido identificada como una 

variante de Streptomyces verticillus ATTC 21678, y que - 

produce específicamente bleomicina Ag. Además se aüadío 

15 fosfato de espermidina, que había sido sometido a un tra 

tamiento de esterilización con filtro Millipore (marca re 

gistrada), de manera que la cantidad del mismo resultó ser 

0,5 mg/ml, y la cepa fuá cultivada a 27SC durante 7 días, 

con agitación a 130 rmp. Se recogieron y filtraron 5,2 li 

20 tros de los líquidos de cultivo, y el filtrado (4,5 litros, 

potencia 196 mcg/ml, potencia total 253 mg) fuá sometido a 

extracción y purificado de la misma manera que en el egem 

pío 1, obteniéndose 137 mg de un polvo crudo de clorhidra 

to de bleomicina A^ (potencia 1846 mcg/mg, potencia total 

25 253). El rendimiento a partir del líquido de cultivo fué

28,8%. Este polvo crudo fuá sometido a cromatografía usan 

do una columna rellena de 25 mi de Sephadex G-50, y fué 

eluído con agua destilada. Las resultantes fracciones acti 

vas, coloreadas en azul, fueron recogidas y concentradas 

30 a sequedad,con lo que se obtuvieron 53,5 mg de un polvo

376555
- 6 0 -
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azul (potencia 2613 mcg/mg, potencia total 140 mg), y solo 

se produjo bleomicina A^. El rendimiento a partir del pol­

vo crudo fué 55,4%' La extinción (E^cm) a 293 1% ,  del pro­

ducto asi obtenido, fué 116, y la espermidina de la cadena 

5 secundaria del mismo fué detectada cuando se sometió a

cromatografía de gas un hidrolizado del producto con áci­
do clorhídrico 6N.

Esta solicitud que corresponde a las pre­

sentadas en Japón, el día 15 de febrero de I.969, bajo el 

0 NS 10774/69 y el día 4 de noviembre de I.969, bajo el NS

37539/69, se acoge a los beneficios del articulo 51 del 
vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

15

20

25

Z 30

6.2.70

R E I V I N D I C A C I O N E S -

Los puntos de invención propia y nueva 

que se presentan para que sean objeto de esta Solicitud 

de Patente de Invención en España, por VEINTE años, son 

los siguientes:

1.- Procedimiento para producir bleomi-

cinas antibióticas inoculando y cultivando aerobiamente,

en un medio que contiene una fuente de nutriente, una

cepa productora de bleomicina perteneciente a los acti-

nomicetos, donde el cultivo se efectúa en presencia de
!

un compuesto amino que tiene al menos un grupo -C-CHg-NHg 

y al menos un grupo básico elegido de los grupos amino, 

imino, guanidino, amidino y sulfonio, y compuestos cícli­

cos que contienen nitrógeno, o en presencia de un compues­

to convertible, en el liquido de cultivo, en un compuesto 

amino tal como los antes mencionados, produciendo asi se-

"" 376555
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lectivamente un componente de bleomicina conocido o nuevo, 

correspondiente a dicho compuesto amino o a un compuesto 

amino derivado del compuesto antes mencionado, y luego se! 

recupera la bleomicina conocida o nueva, del medio de cul i 
tivo, por medios conocidos.

!
2.- Procedimiento según la reivindicación 

1, donde el compuesto amino esta representado por cualquier 
ra de las fórmulas generales:

(1) NHg-CHg-X-N
/"

(2) NHg-CHg-X-N

'IT

(3) NHg-CHg-X- ,̂ (4) NHg-CHg-X-N: *7 *

-ir

(5) NHg-CHg-X'

donde X = -

R^ R^ R6'

-(C^)^-N-tCH ) 2-. 
* !7

y
 ̂ R? Á<5' ¿6

(?H2)^-N-(?H,)^-N-Í?H2^3-

R7 ¿6' ^7'R6"

/ y  , f

í/
.7

6^.70
NH

-  62 -
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0R9t)!
R-*-, 1^= H, gruplo alcohilo, -(CH^)^4-H, *(CHg)^4' -OR^',

< !
Rá g'

- Q -  R*°' ., - U
¿3"

68"'

3 4 5R . R . R = grupo alcohilo

10"R , -C-NH,H <<-
NH.

N: ) = -*(] - -*0 - -*C"-R'
R'

-N_^0,

^6

X^

R

Ñ: =

R?
t
-Ns

^ N - R ^  , - — ^ N - R 7 ,  -(CH^)^-!-

donde n, n^, n^. n^, n^', n̂ -", n̂ -"'
 ̂ i

= un entero de l a g : ¡
n*** = un entero de 0 a 6; R^, R^', R^", R7^ R7 \  R^  ̂ Rg'
R&" Rá"'n9 p9' plO .10' .10" .  ̂ 'n , R , R , K , R , R , R = H, grupos alcohi-,

Y ^  linea de puntos de la formula (por ejemplo -(CHg)^-,

etc.) muestra que un atomo de hidrógeno de una cadena de

- 63 -
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carbono puede estar sustituido, en cualquier posición del 
grupo aleohilo.

6

3.- Procedimiento según la reivindicación 2,
_--R̂ -

donde NH2-CH2-X-N es 1,2-diaminoetano, 1,2-diami-

nopropano, 1,3-diaminopropano, 1,4-diaminobutano, agmatina, 

espermidina, espermina, 1,2-diaminopropano, N-metil-1,3- 
diaminopropano, N-butil-l,3-diaminopropano, N,N-dimetil-

1.2- diaminoetano, N,N-dietil-l,2-diaminoetano, N,N-dimetil-
1.3- diaminopropano, N,N-dietil-l,3-diaminopropano, N-/*3-

(N,N-dimetil)-3-aminopropil_7-l,3-diaminopropano, N,N-bis-
(3-aminopropil)-metilamina, N-(3-amino-l-metil-propil)-1,3- 
diaminopropano, N-(2-hidroxipropil)-l,2-diaminoetano, N-(3- 
hidroxipropil)-1,3-diaminopropano, N-(3-metoxipropil)-lJ- 

diaminopropano, N-bencil-l,3-diaminopropano, N-(l-fenetil)-

1.3- diaminopropano, N-(1-feniletil)-N'-(3-aminopropil)-1,3- 
diaminopropano, N-ciclohexil-l,3-diaminopropano, N-(3-ci- 
clohexilaminopropil)-1,3-diaminopropano, N-butil-N'-3-ami- 
nopropil-l,3-diaminopropano, m-xiléndiamina o p-xilóndiamina.

4-- Procedimiento según la reivindicación 2,

*
NHg-CHg-X-N-— es cloruro de 3-aminopropiltrimetilamo- 

' ̂  R$
nio o bromuro de 3-aminopropiltrimetilamonio.

5<- Procedimiento según la reivindicación 

2, donde NHg-CHg-X-S es bromuro de 3-aminopropil-

dimetilsulfonio, bromuro de 3-acetaminopropildimetilsul-

fonio, cloruro de 3-amino-3-carboxipropildimetilsulfonio 
o cloruro de 3-amino-3-carbamoilpropildimetilsulfonio.

6.- Procedimiento según la reivindicación 

2, donde NH2-CH2-X— N es N-3-aminopropilpirrolidina,

N-3-aminopropilpiperidina, N-3-aminopropilmorfolina, N-2- 

aminoetilpiperazina, N-3-aminopropilpiperazina, N,N-bis-

- 64 -
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7
aminopropilpiperazina, N-(3-pirrolidinopropil)-l,3-diami- 

nopropano, N-(3-piperidinopropil)-l,3-diaminopropano, N-(3- 
morfolinopropil)-l,3-diaminopropano.

7*- Procedimiento según la reivindicación

5 2 , donde NHg-C^-X'^^JN es N-{2-furfuril)-l,3-diaminopro-
pano, 4-piperidilmetilamina ó 2-(4-imidazolil)-etilamina.

á.- Procedimiento para producir bleomici- 
nas antibióticas.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que 

antecede, representado en los dibujos que se acompañan y 
con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de sesenta y cinco ho­
jas escritas a máquina por una sola cara.

Madrid, 7A[M,-
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