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Este invento se refiere a un antibidtico nuevo y
util, denominado terrestatina, y a su produccion. Mas parti-
cularmente, se refiere a procedimientos para su produccidén por
fermentacion, a métodos para su recuperacidén y concentracion
a partir de soluciones impuras que incluyen los caldos de fer-
mentacion, purificacion del mismo, y la produccidén de sus sa-

les. EI invento abarca el antibidtico y sus sales en solucio-
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como concentrados impuros, y en forma pura cris-

Nuestro nuevo antibiético es formado durante el

cultivo,

crita hasta ahora,
Streptomyces rimosus.

guiendo la clave del

de Bergey,

que sigue.

en condiciones controladas,

sexta edicioén,

de una especie, ho des-

de microorganismo, cue hemos denominado
La descripcidén de este organismo, Si-
"Manual of Determinativa Bacteriology™

paginas 929-933* se expone en lo

Las caracteristicas de cultivo de esta esnecie,

proxima al S.
basadas en el
bulada. (Los

Standards and

albus, pero diferente en diversos particulares,
nimero aislado S3279* se dan abajo en forma ta-
son los de "Color

colores, donde se escribe R,

Nomenclatura, de Ridgway). Las lecturas se ba-

san en seis tubos o placas.

Color
- Micelio Pig-

) Magnitud aareo mento )
Medio y esporas soluble Observaciones
Placas de moderado Entre blan- Amari- Colonia plana:
glucosa-  a bueno, co y Pallid [llento borde irregular,
agar-as- principal- Quaker Drab muy des-  superficie lisa;
paragina mente su- jRy~" vardo esporulacion li-

mergido gera, micelio

aéreo ligero, re-
verso proximo al
Yellow Ochar (R)
en el centro, Co-
lonial Buff (R)en
el borde; espira-
les muy numerosajs
conidios en cade-
nas, 0,6-0,7 x 08-
1,4, cilindricos
cortos- Placas

de dilucién: co-
lonias esencial-
mente todas si-
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Gelatina

Lechada
de tor-
nasol
(285)

(3?%)

Glucosa-
agar

Agar _
nutri-
cio.

Masa de -
patata

Malato
de cal-
pio.

Placas
de fé-
cula.

moderad o

Bueno,
pelicula
gruesa.

Muy bueno

Moderado,
seco su-
perficie
agrietada

por el cre-

cimiento

continuado

de hifas
vegeta-
tivas.

Escaso

Moderado,
arrugado.

Escaso,
plano.

Escaso,
delgado.

194

Blanco Ninguno

Blanco Parte in-

gri- ferior del

saceo tubo mas
clara que
el control

Blanco- Parte su-

grisaceo perior
dél liqui-
do casi
negra.

mas cla- Pardo

ro que amari-

Pallid l1lento.

Mouse

Gray (R)

Sin mi- Amari-

celio l1lento

aéreo, muy des-

ceroso. vaido.

Blancuz- Pardo li-

co a Pa- geramen-

Ilid te ama-

Quaker rillento.

Drab (R)

Sin micelio Nin-

aereo; guno.

colo-

nia cer-

ca del

Mars Ye-

Tlow IR).

Muy poco Ninguno.

micelio

aéreo; co

lonia cer-

ca del

Light

Cinnamon

Drab 1R).

434

m[lares.
aisladas,
sas, de sistemas

dispersos de gran-

des aglomerados
de espirales;
terreo.

Liquefaccidon moderada.

Sin hidrélisis o
peptonizaciéon. pH
inalterado.

Sin hidroélisis o
peptonizacion. pH
alterado de 6.1 a
6.6-7.02.

Reverso cerca del
zinc-Orange (R) v
Ochraceous Orange
IR]1

Reverso cerca de
gamuza y Honey Ye-
IHow (R).-

Micelio cerco de
Ochraceous Tawny

Q).

Ligera hidrolisis.

Colonias
escamo-

olor



10

15

20

25

30

35

40

45

A™ar sin-
tetico.

Celulosa

de Emer-
son

Caldo de
nitrato
de dex-
trosa.

Esta especie difiere del S.

ninguno.

ninguno.

Moderado
a bueno;
aspero
superfi-
cié hen-
dida en
muchos
trocitos
even-
tual-
mente.

modera-
do con
una pe-
licula.

194434

Blanco a Amarillento
Pallid palido ®R)
Quaker pardo.
Drab (R):

colonia

en masa

cerca del

Honey Yel-

low a Zinc

Orange u

Ochraceous

Orante R) =

Amarillo.

S. albus (Rossi Doria emend.
Krainsky) Waksman y Henrici

1. Micelio aéreo abundante.

2. Micelio™aéreo blanco.

Reverso cerca
del Zinc-Orante-

Reduccioén del
nitrato de dé-
bil "a fuerte
en tubos dife-
rentes.

albus en lo siguiente:

rimosus

1. Micelio aéreo escaso.

2. Micelio aéreo no blan-

COo puro sino cerca de
Pallid Quaker Drab (R).

3. No hay mencién de agrietamien-
to de colonia.

4. Leche peptonizada después de
coagulacion.

5. Sobre agar sintético,

creci-

miento abundante y extendido.

6 . Gl.!:1,™ aebre patata,

blan-

. Cuando ocurre un creci-

miento vigoroso, las
colonias se agrietan

al principio circunfe-
rencialmente, luego so-
bre toda la superficie,
de modo que la capa es-
porifera resulta agrie-
tada en trocitos que se
separan entre si por
crecimiento continua-
do hacia arriba de las
hifas subyacentes.

Leche no hiarolizeda 0O
peptonizada.

No hay crecimiento so-
bre agar sintético.

El micelio estd proxi-
mo al Ochraceous Tatv-

ny (R).
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El nombre especifico, ¢e rimosus, que significa agrietado, se
eligidé para hacer referencia al aspecto agrietado, fisurado,
de algunas colonias.

Ha de entenderse que para la produccién de nuestro
nuevo antibidtico no deseamos limitarnos nosotros mismos a es-
te organismo particular o a organismos que respondan plenamen-
te a la anterior descripcidon que se da simplemente para Ffines
ilustrativos. Deseamos especialmente incluir el uso de orga-
nismos que sean variaciones producidas a partir del organismo
descrito por agentes de mutacién tales como la radiacion X, la
radiacion ultra-violeta, las mostazas de nitrogeno, etc.

La terrestacina comparte con los antibidéticos pro-
ducidos por otros Streptomyces la propiedad de tener un amplio
espectro antibiodtico, particularmente entre las bacterias Gram-
negativas. Entre los organismos cuyo crecimiento es impedido
por concentraciones muy bajas del nuevo antibidtico estan los
siguientes:

Aerobacter aerogenes, Aerobacter aerogenes resistentes a la es-
treptomicina, Salmonella paratyphi A, Salmonella paratvphi A
resistente a la estreptomicina, Salmonella paratyphi B, Salmo-
nella paratyphi B resistente al cloramfenicol, Escherichia co-
li, Pseudomonas aeruginosa, Staphilococcus albus, Staphyloco-
ccus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus mycoides. Eberthella
typhosa, Shigella paradysenterlae. Klebsiella pneumonias y Sal-
monella pullorum.

La tabla siguiente muestra los espectros compara-
tivos de diversos preparados de estreptomicina, estreptotrici-

na, cloramfenicol y aureomicina y del nuevo antibidtico del pre-
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ssnte invento. La potencie de los diversos preparados anti-

bidticos usados estd exprssada de dos modos: (1) unidades de

dilucidn de E. coli y/o (2) unidades de2 cloranfenicol por mi-
1{gramo. Por unldades ée dilucibdn de B. coli (CDU)} por mili-
gramo, entendemos el volimen mfximo de caldo nutricio en milf-
litroé al cual puede diluirse un miligramo del preparado anti-
bidtico (que puede ser de grados variables de pureza) y, cuan-

do se inocula con dilucidn lO"’6 de un cultivo de 18 -horas de

E. coli cultivado en las mismas condiciones, todavia no mues-

tra erecimiento bacteriano azl finsl de 18 horas de incubacidn
a 372. Por unidades de cloramfenicol (U.Cloro.) por miligra-
mo guersmos dar a entender el resultado de un andlisis que uss

como organismo de ensayc Klebsiells pneumoniae, PCI 602 y, co-

mo medio de snsayo, caldo de ensayo de antibibticosdel Balti-

more Biological Laboratory preparado de acusrdo con la férmu-

la de la Food & Drug Administration para el caldo de ensayo

turbidimétrico de la estreptomicina. El m&todo de ensayo es
el de J. R. licilahan (J. Biol. Chem., Vol. 153, piginas 249-258,
Abril 1944) usando como patrdn cloramfenicoi cristalizado a
10 megrs. por litro.
" _Tabla I
Concentraciones de preparado antibidtico por milflitro de sgar

nutricio requeridas para impedir el crecimiento bacteriano so-
bre_la_superficie de discos de Petri.

S T L G TR B R S G 0 i St e (. S W TS T B B e e e . A W R G e T W O D G e G S Gt e e T G G e e e A T S Gy A W e S s SO

Terrestacina 1 aureomicina 2 cloram- 3 estrep- 4 es-
' fenicol. totricina trep-

tomi~
. cina
CDU ecloro CbU (Cloro GCDU cloro ChU CDU
__________ Der. U/mer. _ mgr. u/mgr. mgr. u/mgr. mer.  mgr.
20 65 . 3840 7500 1000 1000 2200 4000
CDU Clorou. CDU Gloro u. CDU clarou. CDU cpu
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E.typhosa 544 1-2 6

4-1o 7.5 1-5 <5 2.6 1$-20
Ps.aeruginosa
173 20-40<65 " 192-384 375-750 100-1000 loo 220-2200 200
S.Paradysen-
. - teriae 131! 1 4 A 75 < 05 <s -6 4
K.pneumoniae
132 2 7 2 0-5-1.0 <5 1 <2
S.paratyphi A
2-5 6-65 38-192 75-375  5-10 10 2-6 20-40
S.pullorum
136 2-5 6-65 38 75 lo 10 6 40-200
S.paratyphi
139 2-5 6-63 33-192 75-375 5-10 5 22-110  20-40
E.coli 21 2-5 6-65 19-38 37 10 10 6 20-40
A_aerogenes
0-2-1.0 2 <0.5 <(4 05 < 5 2-6 2-4
*Prcteus Sp.
1 20-40 130-390 384-3840 750- 10 10 6-11 4-12

Monilia al-

bicans8 >>60 33-190 ”~31.000 >22DCO >3.000 3>LO00 22-100 ~12.000
S.aureus 5 1-2 4-5 0.5 4 5-10 10 6-11 2-4
S.albps 5 1 4 38-192 75 5-10 10 6-11 2-2
B. spbtillis J>60 >65 38-192 757 1-5 < 5 22-110 12
B.mycoidesliB 0.i? 0.6 <(0.5 < 4 1-5 < 5 110-220 12-20
B.subtilis
0.24.0 0~-3 <4 1-5 <5 1-2 < 2
lrerrestacina Material impuro preparado como
en el ejemplo 1l de esta soli-
citud, filtrandose el produc-
to precipitado a pH $, volvién-
dose a suspender en agua y se-
candose a partir del estado
5 congelado.
Aureomicifia Hidrocloruro cristalizado.
~Cloramfenicol Cristalizado
AEstreptotricina Sulfato de estreptotricina (ex
heliantato cristaliza-do, 800 p.
de estreptomicina/mgr).
~Estreptomicina Sulfato de estreptomicina, 750 p.

estr./mgr.



Es de interés adicional la actividad puesta en evi-
dencia contra una serie de microorganismos cuando se emplea la
forma cristalizada del antibidtico. La tabla siguiente da los
resultados obtenidos. Se apreciaré que cualquiera variaciones
entre los resultados con el material impuro y el producto cris-
talizado pueden atribuirse a las impurezas presentes en el ma-
terial bruto.

Tabla 11

Peso de terrestacina en forma cristalizada que determina la
inhibicion completa del organismo de ensayo.

Especie mcgr./ml.
A. aerogenes 1.0
Klebsiella pneumonias 3.0
E. coli 5.0
E. typhosa 3.0
S. paratyphii A 1.0
S. paratyphii B 1.0
S. paradysenteriae 1.0
S. pullorum 10.0
B. subtilis (FDA 219) 3.0
S. albus 1.0
S. aureus 1.0
M. albicans 1000

Otro método para distinguir la terrestacina de o-
tros en por su accién sobre cepas de bacterias hechas resis-
tentes a diversos antibiéticos por transferencia en serie a
caldos que contienen concentraciones progresivamente mayores

de los antibidéticos con relaciéon a la cepa original que es sen-
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sible a todos los antibidticos. En el experimento siguiente
un disco estéril de 12mm. de papel de Ffiltro se sumergidé en
un caldo de cultivo del antibidético y se colocé en el centro
sobre la superficie de una placa de agar nutricio. Del disco
se rayaron cultivos de A. aerogenes 1) sensible a cloramfeni-
col, estreptomicina y estreptotricina, 2) resistente a estrep-
timicina, 3) resistente a estreptotricina, 4) realstente a clo-
ramfenicol. Después de 18 horas de incubacién a 37°, se mos-

traron zonas de inhibicién contra todos los cultivos, salvo

aqual™que era resistente al cloramfenicol, distinguiendo asi el

nuevo antibidtico de la estreptomicina y la estreptotricina.
El nuevo antibidtico se distinguidé luego del cloramfenicol por
analisis polarigrafico en el cual no se mostré la semi-onda
caracteristica del cloramfenicol (a pH 4.3) apr. -0.83 voltios
contra la masa de mercurio, pero standardizada interiormente).
La toxicidad de la terrestacina puede estimarse
con relacién a otros antibidticos por las consideraciones si-
guientes: Un preparado del nuevo antibiético, que dié en el
analisis 235 u. de cloramfenicol/mgr. y 2.000 u. de estrepto-
micina/mgr., resultdé tener un LDp de 3.5 mgrs. cuando se in-
yectd por via intravenosa en un raton de 20 grs., equivalen-
te a 0.893 H3gr* de cloramfenicol y 7 mgr. de estreptomicina.
Estos antibiodticos tienen un LDp para un ratén de 20 grs. res-
pectivamente de 0.6 mgrs. y 2.5 mgrs. La forma cristalizada
del nuevo antibidtico usada en via intravenosa tiene un LDp
de 3*0 mgrs. por ratén de 20 grs. y un LDj-p de 4 mgrs. por ra-
tén de.20 grs. En otros ensayos se ha comprobado que el LDM

intravenoso para el hidroclo-ruro del nuevo antibidtico es equi-
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valente a 103 mgrs. del conpuesto amfétero cristalizado por
Kg. de peso corporal en ratones, al paso que el LD™p es equi-
valente a 192 mgrs. por Kgr. Es evidente que las impurezas
presentes en el antibidtico impuro usado en lo que antecede
tienen aproximadamente la misma toxicidad que el antibidtico
mismo.

ia terrestacina puede distinguirse de la aureomi-
cina por su modelo de extraccion con disolvente. Una soluciodn
de aureomicina a pH de 2.0,-6,5 o 9.0 extraida mediante eter,
n-butanol, acetato de etilo, metil isobutil cetona, benceno o
cloroformo pierde su actividad, al paso que una solucién del
nuevo antibidtico puede extraerse solo con n-butanol. Analo-

gamente, difiere la estabilidad al calor de los dos antibié6-

ticos.
Tabla 111
% de actividad original.
100B durante 15 minutos. 25* durante una hora

2E- Terrestacina Aureomicina Terrestacina

2.0 40 80 100

6.5 50 <. 25 100

9.0 80 < 25 100

El comportamiento de diversos antibidticos sobre
cromatogramas en papel, usando dos sistemas disolventes dife
rentes, operacién a 28B durante 24 horas, se compard usando

B. subtilis como organismo de ensayo.
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z
Table IV
. Valores RF
Sistema
Agua qnturada con n~-butanol

+ 2% de acido p-toluenosulfonico
+ 2% de piperidina, ' Agua saturade conn-butanol
Terrestacinsa
extendida 0,0-0.5 extendido 0.0-0,1°
eaureomicina - extendlda 0.0-1.0 | extendido 0,0-0.5
cloramfenicol - 1.0 1.0
estreptomicina A - 0.2 o 0.0
Eatreptotricina - 0.03 : . 0.0

Este invento abarca un procedimiento para culti-
var uns nueva, y hasta ahpra no descrita, especie de niecroor-
genismo,, 5. rimosus, con preferencia a 24-30%, en condicio-
nes sumsrgidas de agitecidn y aireacibn, sobre medios consis-
tentes en una fuente de carbohidratos, tales como azlicares,

almiddn, glicerol; una fuente de nitrdgeno orgénico, tal como

harina de habas de soja; gluten de trigo, harina de semills

de algodbn, lactalbimina, una digestidn enzimftica de casei-
nghriptons; una fuenté de sustancias de crecimiento, tal como
solubles de desfileria, extracto de levadura; sales ninerales,
tales como cloruro de sodio, fosfato de potasio, sulfato de
magnesio, nitrato de sodio; un agente tampbn, tal como carbo-
nato de calcio; y aceite vegetal, Uné vez terminado el cul-~
tive, el micelio se separa dsl caldo que ahora contlene el
antibi8tico, y el antibidtico se recupera del caldo por ex-
traccibn con disolventes orgdnicos a un pH adeguado, o adsor-

btendo el antibidtico desde el caldo sobre carbdn activado v

- 1l1 -~
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eluyéndolo desde el carbon por medio de disolventes organicos
0 agua a un pH adecuado, o0 por otros medios bien conocidos en
la técnica. EI nuevo antibidético producido como se ha dicho,
posee propiedades unicas y valiosas que lo distinguen de to-
dos los antibidticos conocidos y anteriormente descritos.
Puede obtenerse inéculo empleando un cultivo en
tubos inclinados o botellas de Roux inooulado con S. rimosus.
tedios sélidos adecuados para este cultivo inicial son la lac-
tosa de buey o el agar de Emerson. Este cultivo se usa para
inocular matraces agitados o depdsitos de inéculo sumergido;
o alternativamente, los depdsitos de indculo se inoculan des-
de los matraces agitados. Cualquier crecimiento en matraz
agitado habra alcanzado generalmente su maximo en 4 dias, al
paso que el inéculo en depositos de inoculo sumergido estaran
usualmente en el periodo mas favorable en 2 dias. Desde el
depdsito da inéculo el caldo que contiene el microorganismo
es forzado dentro del fermentador en condiciones completamen-
te asépticas, y el crecimiento se continda durante otro pe-
riodo de 2 dias. En todo momento, la aireacidon se mantiene
en los depésitos insuflando aire estéril a través de un in-
yector en la proporcién de 1/2 - 2 volimenes de aire libre
por volumen de caldo por minuto. Si se experimentan dificul-
tades para impedir la subida*de la espuma dentro del depési-
to, pueden afadirse agentes anti-espumantas tales como acei-
tes vegetales o animales para fragmentar la espuma. Mientras
el caldo es agitado a una velocidad que depende del tipo de
agitador, se mantienen condiciones completamente asépticas y

la temperatura del caldo agitado se conserva entre 24 y 30S.

12
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La terrestacina puede recuperarse por diversos pro-
cedimientos diferentes del caldo de fermentacion en el cual se
ha formado. EI micelio del caldo de fermentacidn debe separar-
se primero, y se ha comprobado que estos se realiza mejor ha-
ciando la mezcla acida, con preferencia por debajo de pH 4, vy
separando luego por filtracion el micelio. Si este ajuste del
pHno se hace, parte del antibidtico queda en el micelio.

La terrestacina puede recuperarse en forma purifi-
cada tratando el caldo de fermentacion filtrado con carbdon ac-
tivado a pH cercano a la neutralidad. El antibidtico puede
eluirse del adsorbente por medio de agua saturada con un al-
cohol parcialmente miscible con agua, tal como butanol, y a-
justarse a un pH de 1-5 con un acido, tal como el clorhidri-
co. Después de separar por Ffiltracién el adsorbente eluido,
el pH del filtrado puede ajustarse a pH 6-9 y al antibidtico
s6lido puede recuperarse secando desde el estado congelado
bajo vacio. Mejor que secando el filtrado, el antibidtico
puede extraerse del mismo es butanol después de ajustar a un
pH de 9 aproximadamente. EIl extracto en butanol puede ser
luego concentrado pare obtener antibiético purificado o el ex-
tracto en butanol puede a su vez extraerse con un acido acuo-
so, tal como clorhidrico diluido. Después de separacion de
la fase acuosa, su pH puede ajustarse a 6-9 P°r la adicién de
una base o por tratamiento con un material de permutacion
anioénica, tal como Amberlite IR4 (un producto de la Resinous
Products Division de Rohm and Haas Company).

Mejor que adsorber el antibidético del caldo fil-

trado sobre un adsorbente so6lido, el antibidtico puede ser ex-

- 13 -
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traido dal mismo en ci?rtos disolventes a un pH basico, con
preferencia aproximadamente 9* “Los disolventes que pueden
usarse incluyen butanol, alcohol amilico y fenilcelulosa. Se
ha comprobado también que el antibidético puede extraerse a un
pH acido, con preferencia por debajo de 3)5"* La fenilcelulo-
sa puede usarse para esto Ffinalidad. Después da extraer el
antibiotico del caldo filtrado a pH 9 con butanol, el disol-
vente puede concentrarse bajo vacio a una fraccién de su vo-
lumen original. Al extraer el concentrado en butanol con aci-
do diluido, separacion de las fases, y ajuste de la fase acuo-
sa a pH 6-7, el antibidtico so6lido se separa. Este producto
puede filtrarse y secarse, después de lo cual tiene una poten-
cia de aproximadamente 600 microgramos de antibidtico puro por
miligramo.

A fin de medir la potencia de los productos puri-
ficados, el antibidtico puro en forma cristalizada preparado
como luego se describe, se toma como patrén, con una potencia
designada como 1000 microgramos por miligramo (mcgr./mgr.).

El ensayo usa como organismo de prueba Klebsiella pneumonias
PCl 602, y como medio de ensayo caldo de ensayo de antibidti-
cos del Baltimere BludLogical Laboratory. preparado segun la for-
mula de la Food and Drug Administration para el caldo de ensa-
yo tubidimétrico de la estreptomicina. 31 método de ensayo es
el de J. R. McMahan @. Biol. Chem., Vol. 153, paginas 249-258,
Abril 1944)_. Puede usarse también cloramfenicol cristalizado
como patrén para la comparacion, y se comprueba que cada mili-
gramo de antibiodtico cristalizado del invento tiene el equiva-

lente en potencia de 313 - mgrs. de cloramfenicol cristalizado.
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La terrestacina cristalizada puede obtenerse des-
de el material sélido amorfo, tal como el producido por el pro-
ceso de recuperacion antes detallado (potencia de unos 600-
650 mcgrs./mgr.). Esto se consigue ajustando el material bru-
to en agua a pH 2,8 con un acido, tal como al clorhidrico, fil-
trando la solu-cion resultante, y evaporando parcialmente la
solucién bajo vacio. Los cristales que se separan se filtran,
se lavan yée secan. Dan en el analisis 850-900 mcgrs./mgr.

En otro procedimiento para obtener la terrestaci-
na cristalizada, el antibidético bruto que da en el- analisis
670 mcgrs./mgr., se disuelve en acido clorhidrico diluido a
pH 2,5. La solucidén acuosa se filtra y trata con cloruro de
sodio y poco mas de la mitad de su volumen de alcohol hutii-
co. Después de agitar la mezcla vigorosamente, el solido que
se separa se Filtra, Se vuelve a disolver en metanol, y se
afade un pequefio volumen de agua. Después de guardar duran-
te la noche en una nevera, los cristales formados se filtran,
se lavan y se secan. El material cristalizado obtenido de es-
te modo da en el analisis aproximadamente 860 mcgrs/mgr. y
consiste en la base antibiodotico combinada con cloruro de cal-
cio.

Otro método de obtener terrestacina cristalizada
consiste en someter material amorfo que dé en el analisis a-
proximadamente 650 mcgrs/mgr. a una distribucién en contra-
corriente en la forma propuesta por Craig (J. Biol. Chem. 155.
51% (1946). EIl sistema disolvente usado es agua ajustada a
pH 3 con &acido clorhidrico y alcohol butilico. La fase acuo-

sa de tubos seleccionados ee evapord bajo vacio para obtener
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cristales prismaticos blancos del antibidtico, que dieron en
el analisis unos $50 mcgrs/mgr.

Pueden prepararse varias sales de terrestacina,

*la mayoria simplemente afadiendo el acido deseado, mineral u
organico, al antibidtico en agua hasta que se obtenga una so-
lucion clara. Las sales soOlidas pueden prepararse ajustando
el pH de tal solucidén de sal del antibidtico a un punto justa-
mente por debajo de aquel al cual el antibiético comenzaria a
separarse (aproximadamente 2 ,5). La solucién puede secarse
luego, por ejemplo, sometiendo la solucidén congelada a vacio.
Las sales acidas cristalizadas del antibidtico se obtienen por
evaporacion de una solucién de la sal en agua a un pH bajo.
Los acidos minerales que pueden usarse son el clorhidrico, el
sulfurico y el fosforico. Los &cidos organicos que pueden u-
sarse son el citrico, el tartarico, el gluconico, etc. Como
quiera que el antibidtico es anfétero, pueden prepararse las
sales de diversos elementos metalicos con el antibiético, en
particular, las salas metédlicas alcalinas del antibidtico se
forman tratando una suspension acuosa del antibidético con un
hidroxido alcalino. Las sales metalicas solidas del antibio6-
tico sé obtienen por evaporacidon de una solucidén acuosa del an-
tibidético al pH adecuado.

Pueden usarse otros métodos diversos para purifi-
car la terrestacina. Esta puede extractarse del caldo de fer-
mentacion filtrado, como sal, con uno de un grupo de &cidos
sulfOnicos organicos. Puede precipitarse desde dichas solucio-
nes acuosas acidas del material bruto con &cido picrico. EIl

antibiodtico puede también precipitarse de una solucién dilui-

16
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da del material bruto por medio de un &cido arilazosulfoénico

a un pH bajo, por ejemplo, Orante 1l a pH2. EI antibidtico
puede recuperarse de la sal del colorante por reactivos tales
como el cloruro de bario, que precipita la sal de bario del co-
lorante dejando una solucidén del antibidtico, que puede secar-
se. Que otras sales metalicas permitirian también este efec-
to, es evidente. La potencia y color del antibidético impuro
pueden mejorarse disolviéndolo en acido mineral diluido y afa-
diendo solucién de -naftalen-sulfonato de amonio. EI pre-
cipitado de color oscuro es filtrado y el pH del filtrado es
elevado para obtener un precipitado del antibidtico de color,
y potencia mejorados.

La terrestacina cristaliza en diversas formas, de-
pendiendo del procedimiento usado en su preparacién. Una de
estas formas consiste en gruesas placas exagonales y una se-
gunda forma en gruesas agujas. Los indices de refraccién de
la primera de estas formas son == 1*636 + 0,004,” = 1,648 +
0,004, *f<mayor de 1,700. La rotacion o¢ptica de una solucidén
del compuesto cristalizado puro en metanol disminuye rapida-
mente al reposar a la temperatura ambiente. Si la rotacion
especifica == lee poco después de preparar la solucidén, tiene
el valor siguiente (0,5% en metanol). La adi-
cion de cloruro de calcio a la solucién motanélica determina
un marcado cambio de la rotacidén especifica, a un gran valor
negativo. La combinacidon cristalizada del antibidético y cloru-
ro de calcio tiene también una gran rotacidén especifica nega-
tiva en metanol. La rotacion especifica en acido clorhidrico

diluido es 25 < -196* (0,5% en acido clorhidrico N/10).
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Cuando el espectro de absorcidén de ultravioleta
de una nuestra de la terrestacina cristalizada se determina
(espectrofotémetro de cuarzo de Beckmann - modele DU) en so-
lucion acuosa diluida, M/10 en fosfato dihidrogenado de pota-
sio (pH 4,5) en celdas de 1 centimetro, se encuentran los si-

guientes ma-ximos:

°© 3532 " p - 277
" 275,00 " = 299
" 247,5 " =236
Cuando el espectro de absorcion de ultravioleta del antibio-
tico se determina en acido fosférico diluido a pH 1,7, los si-
guientes son los maximos:
E *352,5mu =277
" * " 267.5 " = 379
la. terrestacina es un compuesto anfétero que contie-
ne grupos débilmente basicos y débilmente &cidos. Contiene
los elementos carbono, hidrégeno, nitrégeno y oxigeno. Los
analisis quimicos de material cristalizado dieron en promedio
53.05% de carbono, 5.91% de hidrégeno, 5,64% de nitrégeno, y
35,4% de oxigeno (por diferencia). EI material esta exento de
cenizas. Tiene un punto de fusidén de aproximadamente 185%,
con alguna descomposicidn que ocurre a esa temperatura. ES so-
luble en metanol, etanol, acetona y glicol propilénico, en agua
en la medida de 0,25 grs. por mi. a 25*, y es insoluble en éter
y éter de petréleo.
La terrestacina cristalizada mezclada en aceite mi-
neral muestra muchas bandas caracteristicas de absorcidén en el
infra-rojo. Entre estas estan las frecuen cias siguientes (en

reciprocos de centimetros): 3460, 3350, 1590, 1318, 1280, 1242,

_18_
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1122, 1090, 1076, 1054, 1031, 1012, 938, 663, 839, 772, 705,
679. Esta determinacion so hizo sobro una mezcla de aceite mi-
neral con el material.

Las propiedades anteriores muestran que la terres-
tacina es distintamente diferente de cualquiera de los anti-

biéticos conocidos.

Los ejemplos siguientes se dan como ilustraciones
de la forma en la cual la terrestacina puede ser formada, re-
cuperada, concentrada, purificada y, finalmente, convertida a
la forma pura cristalizada. La terrestacina cristalizada y
las sales cristalizadas de la terrestacina son de valor parti-
cular a causa de su gran pureza y eficacia. Los ejemplos da-
dos 1o son a titulo meramente ilustrativo y no han de inter-
pretarse como limitadores del inventdé. Se usé en todos ellos
una cepa de StrePtomyces rimosus designada como numero aisla-
do S3279.

Ejemplo 1

Formacidon y Recuperacién de terrestacina.

Medio:

Harina de habas de soja . . . . . . . . 10 gramos.
Cerelosa . . . . . . o o o o o o o o . 10 "
Solubles de destileria ... ¢ -. 0,5 "
Cloruro de sodio . . . . . . ... ...... 5 '
Agua destilada, hasta ................ 1.000 mi.

ElI pH se ajusté a 7 con hidréxido de sodio y se
afladié carbonato de calcio en proporcién de | gr/l.

Por-ciones de 500 mi. del citado medio se afiadie-
ron a matraces de Fernbach que se esteriliza-ron luego a 121*
durante 30 minutos. Al enfriar, los matraces se inocularon

con una suspension del cultivo de S. rimosus obtenido de la

- 19 -
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superficie de cultivos inclinados en agar-lactosa de buey y
los matraces se agitaron durante 4 dias a 28* sobre un agita-
dor rotativo con un desplazamiento de 51 mm. a cada rpm. de
200. Al final de este periodo, el caldo resulté contener
640 CDU/mI. y 400 unidades de cloramfenicol/ml. EI micelio
se separo del caldo por filtracién, y el ultimo se ajustd a
PH 9. ElI antibidético se extrajo del caldo con n-butanol, y
cuando se observo el espectro de absorcidén de ultravioleta so-
bre la solucion en butanol del antibidtico, se descubrieron

10 crestas en la curva de absorciéon a 383 y 270 milimiorones.
Ejemplo 11

Formacidén y recuperacidén de terre-stacina&ruta.

Medio;
Harina de habas de soja . . . . . . . . . . . 30 ors,
* " 15 Fécula de matz . . & e e 5 t
N-&-amina B (digestién enzimética de caseina 1 n
Nitrato de sodioO. - .. ... oo 3 "
Agua del grifo, hasta .......... - = = - - . 1.000 mi.
El pH se ajusté a 7 gramos de carbonato de calcio
20 se afadieron a cada litro.

Porciones de dos litros de tal medio se pusieron

en varios jarros de vidrio de 4 litros, que tenian agitadores

e inyectores para la admision de aire estéril. Los aparatos

y el medio se esterilizaron a 121* durante una hora. Después

25 de enfriar, se inocularon con 50 mi. de una suspension de S.
rimosus. Después de 40 hora-s de agitacién a+1800 rpm., el

caldo resultdé tener 1600 u. de cloramfenicol/ml. y 1280-2560

CDU/ml .

Siete litros de caldo preparado como arriba se

30 describe se separaron del micelio por filtracion y se ajusté
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a pH 7. Se siiadieron setenta gramos de Norit 4 (un carbén ac-

btivado) vy el conjunto se agit5 g la temperatura ambients duran-

te una hora. Kl caldo agotado se separd del carbdn que ahora
contiene el antibidtico, por filtracibn, yla torta se lavé con
agua destilzda, EL antibi8tico se eluyd del carbdn activado
con un litro de agua destilada saturada de n~butancl y se ajus-
t8 a pH 1,5 con &cido clorhfdrico. Bl eluato se ajusté a pH

9 y se extrajo con un litro de n-butanol. La capa de butanol
se separ8 de la fase acuosa ¥ se extrajo con fcido clorhfdri-
co normal 1/10 normal. La capa acuosa Acida se separd del bu-
tanol y se llevd de nuevo a pH 5 agltando con Amberlite IR-&4
(une resina de permutacién i8nica). La resina de permtacidn
18nica se separd de la solucidn del antibidtico por filtracidn,
y la §ltima se secd por congelacidn dendo 2 grs. de un polvo
amorfo pardo-amarillento. Este preparsdo did en el anfilisis
255 unidades de cloramfenicol/mgr. y 2.000 unidades de estrep-
tomicina/mgr.

Ejemplo IIT

Formacidn de terrestacina

Medio del indculo:

N-Z-amina-B {(digestidn enzimftica de casefna) 1 %
CerelOS&..c................lﬁ
Extracto de 1levVadura o+ o s o » o« « o« + o« «» 0,5%
GlOI‘UI‘O de Sodio s 2 8 e & 8 6 @ o e« B s 2w » 0’5 %
garbonato de c81ci0 .+ ¢ « o o o e o o o . o 0,1 %

En ascua del grifo y ajustado a pH de 6,7 con KOH.

Se compusieron 1.000 litros del citado medio en
un dep8sito de 1500 litros para indculo y se mantuvieron a
121¢ durante una hora. Despuds de enfriamiento a 289, el me-

dio se inoculd con un litro de uns suspensién de S. rimosus.
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El deposito de aired y agitdé durante un periodo da 25 horas
en cuyo momento se usO para inocular el fermentador.

ElI medio del fermentador se compuso como sigue:

Harina de habas de soja............ .. 3 %
Fécula de ma il zZ - - e e e e eeeeaeas - 0*5 %
N-Z-amina.-B ... ... ... ..... 0,1 %
Nitrato de sodio  ..... ... . ...... 0,3 %
Carbonato de calclio . ... oo e e e e e e e e s 0,5 %
Aceite vegetal . e e e e e e 0,4 %

En agua de grifo, pH ajustado a 7 y esterilizado
manteniéndolo a una temperatura de 12is C durante 1 hora.

Después de enfriamiento a 28*, el medio del fermen-
tador se inoculd con el contenido del depdsito de inéculo des-
crito antes. Al final de 47 horas, el pH habia subido a 8,y
el caldo resulté tener una potencia de 335 unidades de cloram-
fenicol o 280 CDU/mi.
Ejemplo 1V
Recuperacion de terrestacina desde el caldo por adsorcion.

Siete litros de un caldo de fermentacion del antl-
bidtico, filtrado del micelio de fermentacién a un pH menor
de 4, y que di0 en el analisis 190 mcgrs./ml., se ajustaron a
pH 7, y se afadieron 70 grs. de NoritA (un carbdén activado
fabricado por la American Norit Company). Después de agita-
cion durante una hora, el carbon se filtréo y se lavé con agua.
El antibidtico se eluyd del adsorbente por medio de agua sa-
turada con butanol, y se ajusté a pH 1,5 con acido clorhidri-
co. EI eluato se ajustd a pE 9, y luego el antibiético se ex-
trajo en butanol. La fase butanol se raextrajo con un peque-
fio volumen de acido clorhidrico N/10, y el pH de la solucidén
acuosa se ajusté a 5 por medio de Amberlite IR-4 (una resina

sintética de permutacion anidnica manufncturada por Is Resi-
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nous Products- Division de la Ronr< rd Haas Coiopany). El anti-
bidtico se recuperé como solido secando la solucidn acuosa
desde el estado congelado. Pes6 1,5 grs. y dio en el anali-
sis unos 80 mcgrs/mgr.

Ejemplo V

Recuperacién de terrestacina desde el caldo por extraccioén.

Ocho litros de un caldo de fermentacidén del anti-
bidtico se ajustaron a pH 2,5 con acido sulfurico y el mice-
lio se filtr6. EI filtrado contenia 2.400.000 mcgrs. del an-
tibidtico. Se ajustd a pH $ y se extrajo con tres litros de
butanol en diversas porciones y los extractos combinados con-
tentan .1,600,000 mcgrs. del antibidtico. Los extractos en bu-
tanol se concentraron bajo vacio a 650 mi. cuya solucién con-
tenia 2.400 mcgrs/ml. del antibidtico. La solucidon en buta-
nol se extrajo con un litro de acido clorhidrico N/10 en di-
versas porciones, y las fases acuosas combinadas se ajustaron
a PH 7,3 con hidréxido sédico diluido. EIl producto precipita-
do se Filtro y se sec6. Pesaba 1.69 grs. y tenia una poten-
cia de 625 mcgrs/mgr. del antibidtico.

Ejemplo VI
Preparacidon de terrestacina cristalizada.

Se disolvié terrestacina amorfa (20 grs.) que da-
ba 625 mcgrs/mgr. en 400 mis. de agua, afadiendo acido clorhi-
drico hasta que el pH era de 2,5 La solucion filtrada tenia
un volumen de 480 mis. y daba 26.400 mcgrs/ml. Después de la
adicion de 50 grs. de cloruro de sodio y 300 mis. de butanol
hamedo, la mezcla se agité a fondo. EI precipitado sélido se

filtr6o y disolvido en 150 mis. de metanol. La solucbn metan6-
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lica daba 31.000 mcgrs/ml. Al afadir 5 mis. de agua, comenzd
a formarse el antibidtico cristalizado. Se afiadieron otros
20 mis. de agua, y la mezcla se guarddé durante la noche en
una nevera. EIl producto seco, filtrado, pes6 5,8. Did en el
analisis 860rniqgr™hgr.

Ejemplo VH

Preparacion de terrestacina cristalizada por distribucién en
contra-corriente. N

Terrestacina amorfa que daba 640 mcgrs/mgr. se di-
solvié en agua ajustando el pR a 3 aproximadamente con acido
clorhidrico. La solucidon se saturdé con butanol y luego se so-
metié a una distribucidn en contra-corriente con nueve embu-
dos de separacion, usando volumenes iguales de butanol hume-
do y acido clorhidrico diluido (pR 3) saturado con butanol.
Cada una de las fases acuosa y butanol se comprob6é en cuanto
a su potencia y las fases acuosas de los embudos 6 y 7 se se-
leccionaron. Se combinaron estas y se concentraron bajo va-
cio a un pequefio volumen. Los cristales blancos que se sepa-
raron se centrifugaron y lavaron con agua, acetona, y eter,
sucesivamente. EIl producto seco dié 954 mcgrs/mgr.

Ejemplo VIII
Preparacién del hidrocloruro de terrestacina.

La terrestacina de cualquier pureza puede conver-
tirse en el hidrocloruro tratando el material en agua con aci-
do clorhidrico hasta que se obtiene una solucién clara. EIl
pH de la solucién se ajusta luego a un valor cercano a 2,5.

La solucidon se-congela y se seca bajo vacio para dar un pol-
vo Ffacilmente soluble.

ElI modelo de difraccién a los rayos X del hidro-
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cloruro cristalizado pulverizado del antibidtico se ha deter-
minado en una camara de Philips de 57,3 mm. de radio usando
radiacion alfa de cobre K.

Los siguientes son los espaciamientos aproximados
cristalinos en el plano (d en calculados por las lineas mas
intensas registradas en una pelicula fotografica y la intensi-
dad relativa aproximada (I) de estas, usando la linea mas in-

tensa como 1.00.

1 d. A
0,9 10,32
o,e 9,39
0,6 8,30
0,2 5,26
1,0 4,19
0,5 3,92
0,2 3,20

Ejemplo 11X
Preparacian de la sal sadica de terrestacina.

La terrestacina de cualquier pureza puede conver-
tirse en la.sal sadica tratando el material en agua con hidréaxi-
do sadico hasta que el pH esta por encima de 9> La solucian
se congela luego y se seca bajo vacio para dar la sal sadica
seca en forma de polvo soluble en agua.

En los ejemplos que anteceden ha de entenderse que
las composiciones de los medios de cultivo son meramente ilus-
trativas y pueden variarse dentro de limites relativamente am-
plios como, por ejemplo, sustituyendo la harina de habas de so-

ja por lactalbumina, harina de linaza, harina de semillas de
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algoddn, harina de cacahuete, proteina de mafz, gluten de tri-
g0, etc. Andlogamenteflas condiciones de fermentaciln, teles
como agitacibn, proporciones de aireacidn, temperaturas. etc.,
Pueden variarse en medida considerable. Ademfs, a los técni-
cos se les ocurrirfn muchos métodos y variaciones alternativos
de los descritos para recuperar, concentrar y purificar el an-
tibidtico y sus sales. Tal método alternativo de recuperacién
consistirf{a on adsorber el antibidtico directamente del caldo
de'fermentaqi5n sobre resinas de permutacidn idnica.

Nuestro nuevo antibidtico, como puede verse por los
datos que snteceden, es de gran valor en el tratamiento de di-
versas infecciones en hombres y animales. Puede administrar-
se por inyeccidn parenteral, oralmente o téficemente en las for-
mas dosificadas acostumbradas.

Pueden hacerse modificaciones al llevar a cabo es- .
te invento sin apartarse por sllo del espfritu v alcénce del
mismo, y la protec&iﬁn’obtenida solo ha de entenderse limita-
da por el lenguaje expreso de las relvindicaciones anejas.

Esta solicltud, que corresponde a la presenteda
en los Estados Unidos de América, el 28 de Noviembre de 1949,
bajo el Nimero 129.868, se acoge a los beneficios del artfcu-

lo 51 del vigente Estatuto Ley sobre Propiedad Industrial.

- — o 60 S o

- - - — . Pt

Los puntos ds invencidn propia y nue¥a que Se Pre~
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sentan par-a que sean objeto de este Certificado de Adicién,
en Espafiay son los siguientes:

IB. Un procedimiento para producir un antibidti-
co segun la Patente numero 192.461, que comprende cultivar una
cepa de Streptomyces rimosus en una solucidn acuosa de carbohi-
drato, que contiene material nutricio, en condiciones aerobias,
hasta que se comunique a dicha solucidén una actividad antibac-
teriana sustancial, y recuperar luego el antibidtico asi pro-
ducido, del calda de fermentacidon, en forma purificada.

2*. Un procedimiento para producir un antibioti-
co segun la Patente numero 192.461, que comprende cultivar una
cepa de Streptomyces rimosus en un medio de cultive acuoso que
contiene una sustancia favorecedora del crecimiento y manteni-
do en condiciones de crecimiento aerobico sumergido a una tem-
peratura desdo unos 24* g a unos 30" C durante un periodo des-
de unos 2 dias a una semana, Yy recuperar luego el antibidtico
asi producido, del caldo de fermentacion, en forma purificada.

3** Un procedimiento segln se reivindica en los
puntos IB. 6 2B., en el cual la recuperaciéon del antibidtico
incluye la operacidon de adsorcidén sobre carbdn activado.

.4*.  Un procedimiento segun se reivindica en los
puntos IB. 6 23., en el cual la recuperacién del antibidtico
incluye la operacion de extraer el antibidtico en un disolven-
te organico inmiscible con agua en condiciones ligeramente al-
cMin&s*

53* Un procedimiento segun se reivindica en los
puntos IB. 6 23., en el cual la recuperacién del antibidtico

incluye la operacion de extraer el antibidético en un disolven-
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te organico inmiscible con agua en condiciones fuertemente aei.
das.

6B. Un procedimiento segun se reivindica en cual-
quiera de los puntos anteriores, que incluye la operacién de

5 convertir el antibidtico a la forma cristalizada.

7*. Un procedimiento segun se reivindica en cual-
quiera de los puntos anteriores, que incluye la operacién de
formar una sal metdlica o acida del antibidtico.

8*. Mejoras introducidas en el objeto de la Pa-

lo tente prinoipal nimero 1$2.461.
Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede y para los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de veintiocho hojas escritas
a maquina por una sola cara.
Madrid a "*%5 D1C.19S0

P. A.

~de EhabufW
Pcdw

N/L/L.
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