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momyceticus, una cepa productora de macromimicina, como

~mores, que se aisla del filtrado de caldo de cultivo'de;

Streptomyces macromomyceticus, una cepa productora de ma~

1tojn nam. |

FUNDAMENTOS DE LA IRVENCICON

Los autores de la presente invencidn han obte-

nido vn antibidtico contra tumores purificado, a partir;

de un filtrado de caldo de cultivo de Strentomvees macro-

*
cristales amarillos que tienen evidentemente propiedng§

PR
» phee®
distintas de las de la macromomicina (parente de los Eﬁh

e

UU, ne 3.595.954). -
RESUMEN DE LA INVENCION L

L3
Ky

La presente invencidn se refiere a auvromomicis
na, un nuevo entibidtico contra tumores, y a un procedi-
miento para producirlo. Mis especificamente, la invencidn

se refiere a auromomicina, un nuevo antibidtico contra tu~

cromomicina, en forma de cristales amarillos, y que tiene

evidentemente propiedades distintas de las de la macromo- :

micina y otras sustancias proteicas contra tumoreé; Y a
un procedimiento para producirla.

Los autorés de la presente invencibn obtuvieron
una sustancia activa antibacteriana purificada a partir

de un filtrado de caldo de cultivo de Strentomyces macro-

momyceticus, por una combinscidén de diversos métodos de
purificacidn tales como efecto salino, cromatografia de
intercambio de iones, cromatografia de adsorcitn, y cro-
matografia de filtracién de gel, y la aislaron COMO Crig~
tales amarillos afiadiendo sulfato aménico a esta solucidn.
El espectro de absércién vltravioleta de esta sustancia
activa muestra una absorcién mixima a 270 ~ 295 oy

350 ~v 360 Mp; ¥ aparece un valle a 280 mp y 350 mp en su

S —p
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~~éspec‘tro de dispersidn déptica rotatoria. Esta sustancia
| inhibe fuertemente tanto a bacterias gram-positivas cbmo
gram-negativas, y en cantidades diminutas inhibe el cre-
cimiento de la leucemia L1210, sarcona ascitico 180 y car-
5 | cinoma ascitico de Ehrlich en ratones., Partiendo de este
hecho, se ha hallado que la presente sustancia tiene pro-
pledades claramente diferentes de las de la macromomicina
(patente de los EE,UU. 3.595.954) y otras sustancias de
estructura de polipéptido. Este antibidtico contra tumo-
10 .res, en forma de polipéptido de alto peso molecular, bLa
sido identificado como una sustancia nueva, y ha sido de-
nominado auromomicina.

El microorganismo usado ea la preparacidn dsl
co?puesto de la presente invencidn tiene las mismas pro-
15 piedades microbiolégicas (es decir, en morfologia, profie~
dagesufisiolégicas y condiciones de crecimiento en diver-

sos medios de cultivo) que el Streptomycss macromomyceti-

cus descrito en la patente de los FE.UU, ne 3.595,954, Ha
sido deéésitado en la Coleccidn Americana de cultivos Di-

20 po ¥y ha sido designado como Streptomyces macromomycebticus

ATCC 29816. Por tanto, las cepas usadas en la presente

inveneidn incluyen el Streptomvces macromomyceticus ATCC

29816 y todos sus mutantes. Ademds, las cepas, tal domo
aqui se alude a ellas, incluyen todas las especies perte~

25 necientes al género Streptomyces y sus mutantes que tie-

nen la capacidad de producir auromomicina.
Para producir el presente antibidbtico, el Strep-

bomyces macromomyceticus se cultiva en un medio de culti~

vo que contiene fuentes de nutrientes conocidos que los

30 - microorganismos ordinarios pueden utilizar. Por ejemplo,
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_se pueden usar saciridos disponibles en el comercio, ta-

les como glucosa, glicerina, almidén, deﬁtrina, sacafosa,
maltosa, y otros, y aceites j grasas. Como fuentes de ni-
tfégeno ée pueden usar materiales 6rgénicos tales como
polvo de soja, residuos de semilla de algodédn, extractbn

I A
de carne, peptona, levadura seca, extracto de levadura,.
liquido de maceracidn de maiz, polvo de cacahuete, céééiu
na y casaminodcido, y sales aménicas, sales de nitrafqry
urea., ©Si se desea, se pueden afladir sales inorgdnicas ta-
les como cloruro sédico, cloruro potdsico, fosfatos y sa-
les de metal pesado. También se pueden afladir aceites de
silicona, aceite de soja, y sustancias contra la forméqién
de éspuma del tipo de polialcohilenglicol, como sé désee,
para inhibir la formacidn de espuma durante la fermenta~
citn., Ia esterilizacién del medio de cultivo se efeotia
por e;terilizacién ordinaria con vapor de agua. Tras la
esterilizacién, el pH adecuado del medio de cultivo es 5
a 8. El cultivo aerobio sumergido es muy adééuado COmo
método de cultivo, igual que sucede en la produccidn de
antibidticos llevsda generalmente a la préctica. El cﬁI~
tivo se efectla a 20 a 359C, pero usualmente son deseables
temperaturas de 25 a 3690. Segun este método, la produc-
cidén de auromomicina alcanza una ooncentfacién méximé,en
2 a 4 dias, en cultivo agitadory cultivo sumergido airea-
do. '

Le. auromomicina se determina por un método de

placa cilindrica, usando Sarcina lutea PCT 1001. Un agar

nutriente para una capa de siembra Yy una capa de hase con-

- tiene 0,6% de peptona, 0,3% de extracto de levadura, 0,15%

de extracto de carne, 0,1% de glucosa y 1,5% de. agar, y
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_su pl se sjusta a 6,7, El medio de agar para la capa de

base (16 ml) se dispone en cada placa Petri con un diéme-
tpo interior de aproximadamente 90 mm, y sobre él se ex-
tienden 8 ml del agar inoculado como capa de siembra. _El
agar inoculado se prepara mezclando 0,5 ml de suspension
de un microorganismo con 100 ml del agar nutriente uéédé
para la capa de siembra. s

Ta auromomicina producida por el cultivo esta
presente principalmente en la porcién liquida, y el 14 quin~
do de culbivo que coantiene auromomicina se separa de lcs
s6lidos de las células por un método conocido, tal como
filtracién o separacidn centrifuga. Segin se requiera,
se puede afladir perdxido de hidrdgeno para mantener bﬁica;
do de cultivo en estado aerobio durante la separacidn del
liquidé de cultivo. Se afiade al filtrado resultante un
agent; conocido de separacidn por efecto salino, tal cono
sulfato aménicd. El precipitado que contiene auromomici-
na, que se obtiene por efectb salino, se separa por centri
fugacidén, o se recoge por filtraeidn tras afiadir un coad-
yuvante de filtracidén, tal como tierra de diatomeas.

Para facilitar la recuperacién del precipitado
obtenido por efecto salino, se puede afladir un coagulante
tal como sulfato férrico, cloruro férricb o sulfato de
aluminio. Cuando la adicidn del coagulante tiene como ne~
sultado un cambio drdstico del pH de la solucién, se pue-
de afiadir inmediatamente antes de la adicidn del coagulan-
te un agente neutralizador tal como carbonato sédico, car-
bonato célcico, fosfato monosddico o fosfato disbédico, pa=-|

ra mantener el pH de la solucidn a 5 a 8.

El precipitado resulitente se disuelve en agua o




10

15

20

.25

01098

Hoja nam. 5

|_un tampén adecuado, tal como tampén tris-HC1 o un tampén
de fosfato,
;La separacidn por efecto salino se puede repe-

tirv ]'

! iTras separar la sal uéando un tubo de celoﬁén 0
ultrafilfracién, o directamente, la solucidn acuosa que-
contiene auromomicina se pasa por una resina intercaﬁbig-
dora de iones conocida, tal como los tipos Cl de resines
intercambiadoras de iones del tipo de base fuerte, tqlég
como Dowex 1 o Amberlite IRA-400, o tipos Cl de resinég
intercambiadoras de iones del tipo de base débil, tales
como Amberlite IR-45 o Amberlite IRA-93, o un adsorbéh?é
conocido tal como carbdn activado, hidroxiapatito, oiéu;
percell de alto flujo, para causar la adsorcidn de mﬁéhas
de la§ impurezas, permitiendo asi el paso de la aurohdmi—
cina, ILa solucidn resultante que contiene auromomicina
se concentra por ultrafiltracidn, etec, y se purifica por
filtracidn de gel, por ejemplp por cromatografiarcon Se-
phadex G-50 o Sephadex.G-75. Tuego se hace que la auro-
momicina se absorba en Sephadex intercambiador de iones.o
celulosa intercambiadora de iones, y se eluye con una sal
neutra tal como cloruro sédico, o un tampén adecuado tal
como un tampdn tris-HCl o un tampén fosfato, con lo Que se
puede purificar mds la auromomicina. 7

' Los presentes autores han hallado que ademds de
los métodos frecuentemente usados antes de ghora para la
purificacién de proteinas, tales como efecto saliﬁo, £il-
tracién de gel o intercambio de iones, como se ha descri-
To antes, la llamade cromatografia hidréfuga usando Octil

-Sephalose CL-4B (marca registrada de un producto de Phar-
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_macia Company) o Fenil-Sephalose CL-4B (marca registrada

de un producto de Pharmacia Company) es un método eficaz
para la purificacién de auromomicina. Se afade una sal
tal como sulfato amdnico o cloruro sbdico a la solucién
que contiene aufomomioina, en una concentracidn alta,ehb
el intervalo que no cause la precipitacién de la auromo-
micina. Tras disolver, la solucidn obtenida se pasa por
una columna rellena con Octil-Sephalose CL-4B o Fenii~$éﬂ
phalose CL-4B, para causar la adsorcién de la auromomici~
na. DLa columna se eluye con una soiucién acuosa de sul-
fato ambnico que tiene la misma concentracidn, y gradual-
mente con soluciones acuosas de sulfato aménico que vigw
nen menores concentraciones de sulfato aménico. Alterna~
tivamente, la-COlumna se puede eluir con una solucidn de
sulfato aﬁénico gue conbiene un disolvente organico tal
como'ﬁétanol, etanol o etilenglicol, o con agua que con-
tiene cualguiera de estos disolventes organicos., Utili~
zando la diferencia de poder de adsorcidn de la resina de
esta manera, se pueden separar proteinas impuras que no
han podido ser separadas por métodos usuales de purifica-
cién, tales como efecto salino, intercambio de iones, etc,
y obtener una fraccidn que contiene auromomicina en gran
concentracibén. ILa cromatografia hidrdfuga se puede apli-
car a un filtrado del caldo de fermentacidn de auromomici-
na, a una solucidn en.cualquier etapa de un procedimiento
de purificacidén por una combinacién de efecto salino, fil-
tracion de gel, intercambio de iones, etc, o a una solu-~
cién.acuosa de un polvo purificado obtenido por esos méto-
dos de purificacidn. Cuando se aplica este método a una

solucién que contiene auromomicina en una etapa temprana

JRpT——.
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L de la purificacién, que contiene cantidades grandes de

- proteinas impuras, se elimina la mayoria de las proteinas

- cacidn extremadamente grande., Tras este Lratamiento se

bio de iones, etc.

-tales amarillos afladiendo un agente conocido de efecto sa-

A plco en electroforaSLS de punto isceléetrico usando LAB

[fajn noam. ‘?

impuras, que tienen una afinidad diferente para la resi-

na. Por tanbto, este mébodo tiene una eficacia de purifi-

puede obtener auromomicina muy pura por purlflca01on adl—

cional de la fraccidén que contiene auromomicina, por una

combinacidn de efecto salino, filtracién de gel, intercam-

Cuando hay sales contenldaa en la solucidn que
contiene auromomicina purificada que se obLlene finalmen~
te, las sales se pueden eliminar por cromatografia coa Se-
phadex G-25 y Sephadex G-50, ultrafiltracién, didlisis,

etc, para obtener una solucidn acuosa que solo contisne |

la auromomicina purificada.

! La repeticidén de los diversos procedimientos

cromatpgféficos antes descritos es 0til para eliminar can-
tidades diminubtas de impurezas. .

Iiofilizando la solucidn que contiene auromomi-
c¢ina, obtenida pbr purificacidn mediante diversas combina—
ciones de los métodos antepiéres, se puede obtener un pol-

vo amarillo, Alternativamente, se pueden precipitar cris-

lino, tal como sulfato aménico, a la solucidn de auromomi-
cina, y dejando reposar la mezcla en sitio oscuro fric.

Se demuestra que la auromomicina resultante es
una sustancia homogénea por una solé banda en electrofore—
sis en disco de gel de poliacrilamida, un solo pico niti-

do en crormatografia en columa con Sephadeh G-50, un solo
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[_Ampholine 8101 (el pH del anfolito vehiculo estd compren-

Hojn pam. §

dido entreyi y 8), y un solo pico'en una pauta de sedimen-
tacidén de andlisis ultracentrifugo. A continuacién se des-
cribirédn %as caracteristicas de la auromomicina.
1. ' Caracteristicas: .

!Se obtiene como cristales amarilleos tipo pléca.
Es débilmente 4cida a un punto isoeléctrico de pH 5,4. Es
fécilmente soluble en agua, pero apenas soluble en disol-
ventes orgénicos tales como metanol, ebtanol, acetona y
acetato de etilo.
2. Punto de fusién (punto de descomposicidn):

o muestra punto de fusidn ni punto de descom-

posicidn definidos. Se oscurece y carboniza con formac:dn

de espuma, y se carboniza completamentve a 2602C.

3. Rotacién Optica:
[§L7%O medida en solucidn acuosa al 1% es ~2802 |
4, Espectro de absorcidn ultravioleta:

Como se muestra en la Iigura 1, el espectro mues

: o
tre un méximo de absorcién ultravioleta a 273 mn (Eigm
13,3) y 357 mp (Eiém 4,6) en solucidn acucsa, a 2’70’\'2’711-l

o .
mp (Eigm 14,0) ¥ 340 mp (Ei%m 5,9) en solucion en hidrd-!

xido sbdico 0,01N, y 272 mp (E}ﬁfm 13,2) y 35 m (E}fm
4,4) en solucidn en dcido clorhidrico 0,01N. En cualguie~
ra de esas soluciones, el espectro de absorcidn uitravio-
leta tiene una meseta en 290 mp.
5. Espectro de absorcién infrarroja:

El espectro de absorcidn infrarroja de la auro-
momicina, medido en una tableta de bromuro potdsico, se
muestra en la Figura 2. Los nimercs de onda (cm"l) a los

que hay bandas principales de absoreidn son 3300, 2980,
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1650, 1540, 1460, 1400 vy 1240, Se muestra una ligera ab
| sorcién a 3100, 1160, 1100 y 930 om™t,

.10,  PFérmula molecular:

. en la Tabla 1. EL valor analitico de la cistina es él ob~

tioje nim, 9

~

6., Espectro de dispersién éptica rotatoria:

EL especvro de dispersidn opulca rotatoria de
la auromomicina, medido en solucién acuosa (2 mg/ml), se
miestra en la Figurs 3. Se muestra un valle a 280 mp y
350 mt. ' '

7. Reacciones de color:

La auromomicina decolora una solucibén de perman—
ganato potésico, es positiva en las reaccilones de Folin-
-Lowry, xantoproteica, Ehrlich, biuretry ninhidrina, y es
negativa en las reacciones de fenol dcido sulfirico, anbtro
na, orcina, Elson-Morgan y Molisch. |

8. = Peso molecular:
!

El peso molecular es 12 500, como se demuestra

por el hecho de que en un metodo de filtracién de gel ~-

usando Sephadex G~50 se eluye en la misma fraccibn que el
citocromo C (peso molecular 12.500).

9, Andlisis elemental:

Carbono 47,06%, hidrdgeno 6,62%, nitrégeno -- i

14,65%, azufre 3,25%, oxigeno 25,80%. No contiene haldge-!

no ni fdésforo,

4 partir de su peso molecﬁlar calculado por el
resultade de la filtracién de gel, se da como férmula su-
puesta (059H65016NIOS)12~14'

11. Aminodcidos constituyentes:
Se disolvid en &cido clorhidrico 6N y se hidro-

1lizd a 1102C durante 22 horas. Los resultados se muestran
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con hidréxido barico.
Tabla 1

Composicién de aminodcidos

12, Aminodcido terminal en N:

de DNP.

1%, . Estabilidad a la proteasa:

{ioja nom., lo

| _tenido tras oxidacién con idcido perfdrmico, y el valor

analitico del triptéfano es el obhenido tras hidrdlisis

Aminodcido % en peso
Acido aspartico 8,04
Treonina 15,29
Serina 74l
Acido glutamico 8,79
Prolina 4,26
Glicina 10,76
bAlanina 12,14
Cistina 3452
Valina | 14,01
Metionina ' O
Isoleucina 2,99
Leucina 4,7%
Tirosina 1,51
Penilalanina 2,86
Triptofano 2,03
Lisina 54,78
Histidina 2,47
Arginina 0

Se detecta alanina por un método de formacidn

Cuando se hizo reaccionar con tripsina, ol-que-~

notripsina, papaina, termolisina, peptidasa, alcalinopro-
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|_teasa y pronasa, a un.pH de 7,5 a 5020 durante 1 hora, no
se ﬂoté reduccidn de la actividad antibacteriana. -
14, Estabilidad a pH, temperatura y luz:

Es relativamente estable a un intervalo de pH
de 5 a 9, perc pierde répidamentersu actividad en acidéz
fuerte y alcalinidad fuerte, Por reposo a temperéturé am-
biente, su activided disminﬁye_gradualmente. Su actividad
se plerde casi enteramente por exposicién a lugz ultravio-
leta durante varios minuvos. '

15. Accidn antibacteriana:

o n e

Ia Tabla 2 muestra que inhibe fuertemente & ias

PO
-

bacterias gram~positivas y bacterias gram-negativas.™-.-
o  Tabla 2
Espectro antimicrobiano

Minima concentracibdn

Organismo de ensayo inhibidora ( pg/ml)

Staphylococcus aureus 20SP . 0,1
Staphylococcus aureus Smith . 0,1
Micrococcus flavus FDALG | © 0,05
Sercina lutea PCI 1001 0,1
Bacillué anthracis . - ,. O,é
Bacillus subtilis NRRL 558 - 0,2
Bacillus subtilis PCI 219 : ' 0,1
Bacillus cereus - X 0,2
Escherichia coli NIEJ ‘ 3,12
Escherichia coli K-12 : 6,25
~Shigella dysenteriae ’ 1,56
Shig?lla flexmeri 46J8 11811 7 - 6,25
Salmonells enteritidis 189i ' 25
Proteus vulgaris 0X-19 ' f 3,12
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_Proteus rettgeri GN 311 5,25
Proteus rettgeri GN 466 0,78
Serratia marcescens ' 50
Pseudomonaé aeruginosa A3 >100
Klebsiella pneumoniae PCI 602 3,12
Mycobacterium 607 (e) 3,12
Mycobacterium phlei (e) 3,12
Candida albicans 3147 strain (e o) l>lOO

(®) en agar nutriente que contiene 1% de gliceriﬁa"
(8 @) en agar nubtriente que contiene 1% de glucosa
Para los demids se usd agar nutriente.
16, Actividad contra tumores y btoxicidad aguda:

Es eficaz contra el carcinoma ascitico de Ehpw

lich y el sarcoma ascitico 180, en ratones, cuando s¢ ad-

ministra intraperitonealmente durante 5 dias consecutivos,;

i
i

en,dosis de 0,01 a 1,0 mg/kg/dia. 4 una dosis Optima de

0,025 a 0,25 mg/kg/dia, los ratones sobreviven durante mas |
. i

de 60 dias. También es eficaz contra la leucemia L1210 |
en ratones, cuando se administra intraperitonéalmente du~-
fante 5 dias consecutivos, en dosis de 0,03 a 1,0 mg/kg/~
dia, y muestra un aumento méximo de la duracién de vida !
de 148%., Su DLEO en una inyeccidn intravenosa a ratones
es 2,5 a 3,5 mg/kg. |

Es notable, como se ha descrito antes, que la
auromomicina inhibe fuertemente a bacterias gram-positivas
Yy gram-negativas, y en cantidades diminutas tiene activi-
dad contra tumores.

La sustancia de la presente invencidn es muy si-
miler a la macromomicina (patente de los EE,UU, 3,595.954)

entre los antibidticos proteicos contra tumores, pero es
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_una sustancia nueva gue tlene propiedades evidentemente

dj.férentes de las de la macromomicina. Para resaltal; es~
to, se resumen en la Tabla 5 las diferentes caracteristi-
cas entre ellas, en propledades fisicoquimicas y biologi-

CasS.
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' constituyentes de la neocarcinostatina (J.Antibiotics,

- Ser. A, Tokio, 18(2), 68-76 (1965)), un antibiétigo Pro=

- 30 minutos., Se inoculd Streptomvees macromomyceticus en

Hojs nam. 15

Ademds, la auromomicina difiere en aminodcidos

teico tipico contra fumores.

Especificamente, la auromomicina no contiere -
érginina, pero la neocarcincstatina contiéne'argininéréé-
ro no histidina, contenida en la auromomicina. Ademas,
Jla auromomicina muestra claras diferencias en propieqédgs
de la neocarcinostatina tales como punto isoeléctrico (pH
%,5) y actividad antibacteriana (solo inhibe ~bacterias
gram—positiﬁas).

DESCRIPCION DE TAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Se dan ejemplos a continuacidn.
Ejemplo 1 '

Se prepard un medio de cultivo que contenia 1%

delglucosa, 1% de almidén soluble, 1,5% de polvo de soja‘;
(oérne Eéusans producto de Ajinomoto Co., Ltd.), 0,1% de é
fosfato dipotésico, 0,3% de cloruro sédico, 0,1% de sulfaj
to de magnesio, 0,0007% de sulfato de cobre, 0,0001% de |
sulfato ferroso, 0,0008% de cloruro de Manganeso, 0,0062%
de sulfato de cinc j 0,05% de una sustancia contra la for-
macibén de espuma (Disfoam CC~118, producto de Nippon Oils
~and Fats, Co., Itd.). EL pH de este med:io ‘se ajustd a
7,2 usando hidrdéxido sodico al 10%. Cada uho de cuatror
fermentadores de Jjarra, dé 20 litros, se cargaronhcon 18
litros del medio de cultivo y se esterilizaron a 1202C du-
rante 30 minutos. Como cultivo de siembra se pusieron

100 ml del mismo medio de cultivo que antes en un matraz

Sakaguchi de 500 ml, y se esterilizaron a 1202C durante
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el medio esterilizado, a partir de un cultivoe inclinado
en agar, por bucle de platino, y se cultivo a 282C duran-
te 2 dias en un agitador alternativo. Luego se inocula=-

i

ron 90 mlfdel caldo de cultivo de siembra resultante,wen'
oadé uno de los fermentadores de jarra, y la ferment;gién
transeurrid bajo aireacidn de 18 litros de aire estéfiid
por minuto, con agitacidn a 500 rpm, a 2890,'durante,51_
dias. Asi se obtuvieron 16 litros de caldo de fermeﬁta—
cidén por fermentador. Se afiadieron a los caldos de féfé
mentacién 1,3 kg de un coadyuvante de filtracién (Dicali~-
te 4159) en cuatro fermentadores (un total de 64 1itr6$),
y simultineamente se afiadié perédxido de hidrégeno al l5%.

La mezcla se filtrd en un filtro prensa. Durante la il

trecién se afiadié continuamente perdxido de hidrégenc al
15%, en cantidad total de 1,3 iitros. A 53 litros del fiig
trado resulbante se afiadieron 37 kg de sulféto ambénico. ';
Tras disolver, la solucidn se dejd reposar a 52C durante |
4 horaé. Se afiadieron a la solucién 600 ml de una solu-
cién acuosa que contenia 265 g de carbonato sbédico anhi-
dro, e inmediatamente después se afiadieron 600 ml de uﬁa |
solucidén acuosa que contenia 265 g de cloruro férrico hexai
hidratado. El precipitado resultante se recogid continua-
mente por separacién centrifuga a 5°C y 10,000 rpm. Se
disolvieron 2,2 kg del precipitado obtenido en 13 litros
de agua desionizada. La materia insoluble en agua'se eli-
mind por separacidn centrifuga continua a 58C yAlO.OOO
Trpm, obteniendo 12,1 litros de un liquido que sobrenadaba,
que contenia auromomicina. |

-Luego se pasd la solucidn por una columma relle-

na con 3 litros de Amberlite IRA-03 (tipo Cl), proporcio-
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1 7__nandb 13,2 litros de un efluente. EL efluente se concen-
tréga un volumen de 200 ml por ultrafiltracidn, usando
Wltrafiltro UH-1 (prodﬁcto de Toyo Filter Paper Co., Ltd.)
Una materia turbla gque se formb 1iéeramente se elimind

P por separacidn centrifuga a 52C y 10,000 rpm. EL lig%iio
resultante que sobrenadaba se cromatografid en una colﬁm—
ﬁé rellena con 5 litros de Sephadex G~50, usando agua dés~
-ibnizada como revelador, proporcionando 400 ml de un?'se
fraccidn activa. Se afiadid sulfato amémico (80 g) a esta
10 solucién, y tras disolver se pasé la solucibn por una co-
lumna rellena con 300 ml de Octil;Sephalose CL-4B. Ia bo-
luma se eluyd subsiguientemente con una solucién_aduésa
saturada al 35% de sulfato aménico, tras lo cual $e obiu-
vieron 600 ml de una fraccién amarilla que contenia auro-

15 momicina, tras un pico de proteinas impuras. ZEsta frac—

cidn se sometid a eliminacidn total de sales con ultrafil-

tro UH-l. Se pasaron 600 ml de la solucidén de la gue se

w—— e

habian eliminado las sales, por una columna de 300 nl de
DEAE~Sephadex A-25 (tipo OH), y la columna se eluyd con
20 un tampén tris-HCL 0,2M (pH 7,0). Se concentraron 180 ml |
de la fraccidn activae, con ultrafiltro UH-1l, & un volumen
de 70 ml. ITa solucidn se aifadid a una columna rellena
con 2 litros de Sephadeer-BO, ¥ se éromatografié'coﬁ agusa
desionizada como revelador, proporcionando 150 ml de una
25 | fraccién activa. Esta solucidn se concentrd a un volumen
de 20 ml usando ultrafiltro UH-l, ©Se afadieron gradual-
mente al concentrado 2,7 g de sulfato aménico. ILa mezcla
se dejb reposar en sitio oscuro, a 52C, durante 3 a 4 dias
con lo cual precipitaron cfiétales amarillos tipo placa.

20 Las aguas madres eran casi incoloras. ILos cristales se

01098
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_recogieron en un filtro de vidrio, se lavaron con 10 ml

de una solucién acuosa de sulfato aménico al 15%, y se
disolvieron en 10 ml de agua desionizada. Ia solucibn se
pasd por u%a columna reiiena con 200 ml de Sephadex G-25,
prdﬁorcionando 15 ml de una fraccibn activa. ILa fracgién
se 1iofiliz6, proporcionando 430 mg de un polvo amariilé.
El rendimiento de la actividad antibacteriana del polvo
amarillo resultante,4basado en el filtrado del caldo ue

cultivo, fue 3,5%.

Ejemplo 2

De la misma menera que en el Ejemplo 1, el ni-
croorganismo se cultivd en cuabro fermentadores de jarra,
v se obbtuvo un.precipitado del filtrado del caldo de fer-

mentacidn, por efecto salino.

Se pasd una solucidn acuosa del precipitado por :

Amberlite IRA-93 (tipo Cl), y el efluente se concentrd
usando ultrafiltro UH-l. El concentrado se afiadié a una
columna rellena con 5 litros de Sephadex G-50, y se cro-~
matografié con agua desionizada como reveladoxr, proporcio-
nando 380 ml de una fraceidn activa. Se afladid sulfato
amdnico (90 g) a esta fraccidn, de manera que la concen=~
tracién de sulfato aménico era 40% de saburacién. Tras
disolver, la solucibn se pasd por una columna rellené con
400 ml de Fenil-Sephalose CI~4B. Ia columna se eluyd ha-
ciendo fluir en gradiente soluciones acuosaé de suifato
aménico, desde 40% de saturacidén hasta 10% de saturacidn.
Asi se obtuvieron 400 ml de una fraccidn activa. Se con~
centrd hasta 100 ml con ultrafiltro UH-~l., El concentrado
se afladid a una columna rellena con 2,5 litros de Sepha-

dex G-50, y se cromatografid con agua desionizada. La frag

i
i
¥
i
i
:
1
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Lcibdn activa resultante (200 ml) se concentrd con ultrafil-

' tro UH-1, hasta 20 ml. Subsiguientemente, de la misma ma-

del pelvo amarillo resultante, basado en el filtradordbl

tlojn nom. 19

;

nera que en el Ejemplo 1, se afiadid sulfato ambnico para
precipitar cristales amarillos, que se disolvieron en agua
desionizada, Lérsolucién se sometid a eliminacién de_$a~
les con Sephadex G-25. La fraccidn activa resultanté éé
liofilizd, proporcionando 380 ng de un polvo amafillo.

El rendimiento de la activided antibacteriana’

caldo de cultivo, fue 3,3%.

Breve descripeidn de los dibujos

La Figura 1 muestra las curvas espectrales de

absorcién ultravioleta y en la regién visible, de ‘la auro-

mo@icina en solucidén acuosa (linea éonﬁinua), solueidn en |
hidréxido sbdico 0,01N (linea de pﬁntos) y solucidn en i
dcido clorhidrico 0,01N, (linea de puntos y rayas). E

' ' La Figura 2 miestra la curva espectral de absor~;
cidn infrarroja de la auromomiciﬁa, determinada . usando fa—
bleta de bromuro potédsico.

La Figura 3 muestra la curva espectral de dis-

persién optica rotatoria de la auromomicina, en solucién !

acuosa (2 mg/ml). ) : ) ' '

iy
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REIVINDICACIONES

i Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Patan-
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los éue ge
recogen en las reivindicaciones siguientes:

1%.- Un procedimiento para obtener un nuevo

antibidtico antitumoral, la auromomicina, que comprende lag

operaciones de cultivar de forma aerobia un microorganismol
del género Streptomyces macromomyceticus en un medio nu- i
triente asimilable; someter el caldo de cultivo a una se- i
rie dgrtratamientos qﬁe comprenden intercambio de ioﬁes,
filtracién de gel, separacidn por efecto salino y cromatc-
grafia hidréfoba, en donde se hace una solucidn que contie
ne auromomicina, saturada en no mids del 40% con sulfato
ambénico, y esta solucién se aplica sobre una resina hidré-
foba, seguido por elucidn con soluciones de sulfato aménico
acuosas de concentraciones gradientemente decrecientes a
partir de la concentracién en dicha etapa de adsorcidn,
con 1o que se obtienen fracciones de auromomicina antes de
que se eluyan fracciones de macromomicina; y recuperar
auromomicina en forma pura a partir de las fracciones de
auromomicina.

| 2%,.~ Un procedimiento segfin la reivindicacién
1%, en el que la resina hidréfoba es Octil-Sephalose CL-4B
o Fenil-Sephalose CL-4B.

3%, YUN PROCEDIMIENTO PARA OBTENER UN NUEVO
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. ANTIBIOTICO ANTITUMORAL, LA AURCMOMICINA®,
Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede, representado en los dibujos que se acompafian y

con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de veintiuna hojas escri-

tas a miquina por una sola cara.

Maarid, o 1978

P.A,

Oscar de Elzahur:
Po {
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