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Esta invención se refiere a ana miera sustancia fi 
Biológicamente activa, la esterastina, que es activa para in 

la actividad ensimática da la esterasa.Eata invención 
se refiere tambi&Ot a en recese para la producción de esteras 

5̂  tina y más particularmente a an proceso para la producción de 
esterastina por cultivo de un microorganismo, ana especie del 
genero Streptomyces ea. an medio de cultivo para producir y — 
acumular la esterastina y recuperar después la esterastina d& 
cultivo, Esta invención se refiere además a una droga inmuno 

i&* supreaora que comprende esterastina como ingrediente activo.
Nosotros, los presente inventores, descubrimos re­

cientemente que ama sustancia activa contra la esterase está 
presente en el cultivo obtenido cultivando un microorganismo 
que es aislado de ana muestra de tierra recogida en el campo 

Í5* de Bieeibutsu Eagaku Kenkyu-sho en 3hinagav?a-ku, Tokio, Ja­
pón y que fuá designada gtreptomycco SD4-C1. Conseguimos ais 
lar esta sustancia a partir de dicho cultivo. Como resultado 
de la investigación, esta sustancia resultó ser una sustancia 
nueva llamada ahora esterastina. Efectuamos una investigacjdh. 

20. intensiva para ver ai la esterastina es útil como medidina - 
para edĝ n fin. So consecuencia, hemos descubierto ahora que 
la esterastina és activa para reducir el admero de las célu­
las que forman el anticuerpo humoral y también para suprimir 
la inmunidad eelülar.Coiao la esterastina es una sustancia de 

25. muy baja tonicidad, esté sustancia es un compae&o fisiológi­
camente activo que puede usarse con seguridad como droga para 
tratar muchas de las enfermedades mortales ocasionadas por — 
las reacciones inmunes, por ejemplo, la dermatitis, alérgica 
de contacto, lupus Biatómico er&tematoso,anemia hemoH&a aa!& 

10. inmune, periarterltls nudosa, miastenia gravis, artritis, reu



2.

matismo y esclerosis mAltiple y que puede usarse como droga 
inmuna-supreslva en las operaciones qairdxgicaa de trasplante 
de un árgano interno tal como el corazón, rinda y salscalo. - 
Se espera también que la esteraatina resalé ótil cono agen- 

5* te anti-inflamatorio, porque inhibe la activación del siste­
ma accesorio debido a la actividad inhibidora de la esterase 
que presenta la esteraátina.

Realizamos una investigación sistemática para bus­
car una sustancia fisiológicamente activa que sea inhibidora 

10+ de la descomposición del aceito de p-nitrofenilo por la es­
teraos, y datante esta investigacidn descubrimos la esteras- 
tina en el caldo de fermentación del microorganismo antes — 
mencionado como se ha indicado más arriba.

la posterior investigacidn de la estarastina reve­
is* la que esta sustancia tiene la estructura química mostrada - 

más adelante*
Be acuerdo con esta invención se proporciona# por 

consiguiente# un nuevo compuesto# la estarastina de la fórmu 
la siguiente:

20. CH3 (<3*2 ̂  ̂CIICÍIgCH-CĤ (mí3?̂  +̂
o o— L[ ^ 0eo
CHUSCOCĤ
OHgCORHg

25+
La estarastina es una sustancia incolora y pulvarg 

lenta que as de naturaleza neutra y muestra actividad para - 
inhibir la acción de la esterasa y que presenta las siguien­
tes propiedades fíaico-quiaicas caraetaristicas:

30* (a) tener un punto de fusión de 38*9583 y una acti-
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vidad éptica específica 4-113 (c 1, cloroformo),
W  ser soluble en piridina, dimetilsulfóxido, meta 

etanol, acetona, acetad de etilo, acetato de butilo, - 
cloroformo y benceno pero escasamente soluble en agua, ¿tea?

5* de petróleo y hexano,
(o} dar un peso molecular de 506 medido por espec­

trometría de masa,
(d) dar un análisis elementalt C 67,04%, H $,21 %,

B 5,%  % y O 17,90 %,
(e) mostrar un pico de absorción ^  & 230 nm 

3 ^  22^) en espectro de absorción ultra-violeta (en 95 % 
de metanol),

(f} mostrar bandea de absorción características a
+ 1730, 1645, 4610, 1545, 4445, 4175# 

4% 4325# 4260, 1225, 448$, 4445, 4040, 4020, 975, 920, 900, 880, 
840, 840, y 690 om*̂  en espectro de absorción infrarojo nodu 
Usada en bromuro de. potasio, y

(g) mostrar el espectro de absorción de resonancia 
magnética naa&ear mostrado en la figura 1 de los dibu jos que 

20, se acompasa.
De acuerdo con esta invención, se proporciona tam­

bién un proceso para la producción de eeterastina, que consiga 
te en cultivar una capa productora de esteras tina del género 
Streptomyoas bajo condiciones aerobias en un medio de cultivo 

25+ apropiado para la misma que contiene fuentes de carbono y ni 
trógeno asimilables, durante un período de tiempo suficiente 
para producir y acumular la eeterastina en el medio do culti­
vo, y recuperar la esteras tina del cultivô

Da cepa de ̂jtreptomyces productora de eeterastina — 
30, puede ser, por ejemplo, la Streptomvces MD4-C1 eomo se ba men
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clonado anteriormente* Esta cepa ED4-C1 fuá depositada el 25 
de eeptiaE&re de 1976 un deposito japones autorizad dd 
"Fermentation Research lostitute, Agency of Industrial Soian 
oe and Technology", Inage, Chiba*City, Japón, bajo el námero 

3. de depósito FBBK*y 3721. Beta cepa ND4-Q1 fuá depositada ttgg 
biáa el 20 de septiembre de 1977 en la (bleooión Americana - 
de Cultivo de Tipos, MarylMd, bajo el nómero ABRO
31336*

Ras oaraoteristioas cultural eo y taxomÓmioaa de la 
10* sepe MD4-C1 son descritas s continuación*

1#- Ortología miorosoóoioa*
La cepa ND4-C1 tiene micelios de sustratos ramifica 

dos a partir de los cuales ss desarrollan bifes aéreas en for 
ma da espirales abiertas* No ss observa ramificación en ver* 

13# ticilo* Isa eadenae de esporas maduras llevan uaualmente m&e 
de 10 esporas cónicas. las esporas tienen asnalmente un taa& 
8o de aproximadamente 0,6*0,8 por 0,8*1̂ 2 mieras y tienen ana 
superficie lisa*
2*** Caraoteiieticaa del crecimiento con varios medies de oul- 

20* tivo*
la designación de colores entre corchetes ̂  mog 

oionsda a continuación sigue al patrón de calores dado en ol 
"Color Harmony Manual" publicado per Container Corporation ** 
of Amepioa*

25# (1) Con sucrosa-sgar de nitrato (incubado a 2?e C)$
Crecimiento incoloro, lleva hilas arpeas de color rojo grisá 
ooo ge, Rose Cray^ a odor gris rojizo ¿**5 ge, Rosewc^ 
No se observa pigmento eoluble*

(2) Con gluooaa-agar de esparraguina (incubado a 
3C* 2?e C)$ Crecimiento inodoro, lleva hifas aéreas de odor ma*



rrón rojizo claro ec, Dusty Pcachy a color gris pardus­
co brillante ̂ 3 fe* Silver Crâ JT̂  NO se observa pigmento — 
soluble*

(3) COR glloerina-agar do esparraguina (medio ISP 
5*̂ na 5# incubado a 2?c 8)g

El Crecimiento de incoloro a amarillo claro lleva hifas aéreas 
da ador dance a color blanco rosado después da Aproximada- 
mê ta 14 dina da incubación* No se observa pigmento soluble.

(# Con alddón-agar da salas inorgánicas (medio - 
10*. ISP no 4, in(Kíbado a 278 C)g

El orccieiantc incoloro lleva hifas aéreas da color gris par 
Rasco brillante ¿"3 fê  Silvia? Graŷ Z a color gris rosado* Be 
se observe pigmento soluble*

(3) Con agar de tirosina (medio ISP ns ?, incubado a
t5* a?*s^t

El crecimiento amarillo claro lleva hifas aéreas de odor — 
Heneo rosado a color gris rojizo ¿*5 ga, RosewoodJ?'* No se — 
observa pigmento soluble.

(ó) Con agar nutriente (incubado a 2?s C)$
20. Crecimiento amarillo doro* No se forman Mfoo ni se observa 

pigmento soluble.
(?) Con extracte de levadars-agar de extracto de iw=a 

ta (medio ISP na 2, incubado a 2?c C):
El crecimiento de soler marrón amarillento claro a marrón ama 

25+ rillento lleva Mías aéreas de color gris pardusco brillante 
a ceder gris rosado ig* Rose TaupeĴ * No se observa pSg*— 
monto soluble*

(8) Con agar de harina de avena (medio ISP nV 3% &s- 
cubado a 2?s C):

3Q* El crecimiento incoloro a amarillo claro o amarillo oscuro -

5*.



lleva hifas aérese de color rojo grisáceo ¿[*"6 ge, Roce gpayy 
a odor gris rojizo ̂*"5 ge, Rosevood a $ ig, Rose Taupey. - 
No ce observa pigmento soluble.

(9) Con gliocrina-agar do nitrato (incubado a 27*C)v 
5* El crecimiento de amarillo claro a zarria amarillento alago

Z**3 ie, camal a 4 ie, Cork &my lleva Misa aireas de odor 
blanco a blanco pardusco.

(10) Con agar do almidón (incubado a 27* C)x
El crecimiento inodoro lleva Misa aéreas do color blanco - 

10* pardusco a odor gris pardusco daro ¿"5 de, Pussyeillow 
Crayy. Bo se observa pigmento solude.

(11) Con Calcio-agar de mda^ ̂ incubado a 37* c)r 
El crecimiento incoloro lleva hifas aéreas de odor blanco a 
odor marrón ro jizo pálido ¿"5 ec, Risty Feady a odor gris

15+ rojizo ¿"5 ge, Rosewoô y, No se observa pigmento soluble.
(12) Con oddoaa (incubado a 27* C)*

El crecimiento es inodoro. 1̂  ae forman hifas aéreas ni se - 
observa pigmento soluble.

(13) Con pa juelas de gelatina#
20, Con medio do gdatina com&a (incubado a 20* C), d  crecimien­

to es incoloro oca desarrolle do hifas aéreas de odor blanco 
y con producción de pigmento sduble de odor marrón. Con me­
dio de giuoosa-paptcna-galatinn (incubado a 27* C) se obtiene 
un crecimiento de odor amarillo claro a marrón amarillento ** 

25. claro con ligero desarrollo de hifas aéreas de odor blanco y 
con producción de pigmento sduble de odor marrón oscuro,

(14) Con leche desastada (incubado a 37* C)#
El crecimiento de inodoro a amarillo darc lleva hifas lige­
ramente aéreas de color danoo. El pigmento sduble esté muy 

30. débilmente teBido de marrón a partir dd 19* lia de la incuM

-6*
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ciÓn.
3.*- Proniodades fisiológicas.

(1) Temperatura para el crecimiento.
Se examinó el crecimiento con almldón-agar de lêgL 

5# dora (comprendiendo 1 % de almidón soluble, 0 ,2 % de extrae 
^  de lavadura y 3,0 % de agar, pH 7,0-7,2) a 20a C, 24a o, 
27̂  S, 30*̂ 0, 37̂  O y 50s o. La cepa HD4-C1 creció a todas 
las temperaturas ensayadas, excepte a 50c c. La temperatura 
óptima para na buen crecimiento resultó estar comprendida — 

10+ alrededor de los 2?<*37a o.
(2) Licuefacción de la gelatina.
ni medie de gelatina comdn (1$%) no se llenó cuan­

do fuó incubado a 203 o. La gelatina (15%) en medie de gía- 
cosa-peptons-gelatlna comenzó a licuarse a partir de aproad, 
mudamente e& ge dfa de Incubación cuando se Incubó a 27a o, 
y el grado de licuefacción fu$ entonces de medio a debü.

(3) Hidrólisis del almidón.
IR almidón dd, medio de sales inorgdnicas-almidón- 

sgar y del medie de almidón-agar fuó hidrolizado a partir - 
20. de aproximadamente ai 5  ̂día de incubación cuando se incubó 

a 2?3 3, y el grado de hidrólisis fue medio.
(4) Coagulación y peptenizaeión de la leche decan­

tada.
Be comenzó la coagulación de la leche descatada, - 

25* pero la peptonización se Inició a partir de aproximadamente 
d  123 día de incubación cuando se incubó a 373 3. El grado 
de peptonización fuá entonces medie.

(5) Formación de pigmentos meíanoides.
Se observó formación de pigmentos mdanoidos en el 

30+ caldo de triptón-extracto de levadura (medio ISP na 1) y -



COR peptona-extracto de lovadura-agar do Morro (medio ISP 
n* ó) cuando se incubó a 2?* 0. No so observó pigmentación - 
con el agar de tirosina (medio ISP ni 7)*

(6) Utilización do fuentes do carbono para el ore—
5* oimiento.

La utilización do loa Mdratoa de carbono menciona- 
dea más abajo fuá ensayada en M  medio do agar Brldba**eot- 
tlieb (modio ISP na 9) cuando so incubó a 27* 0.

So utilizó gluoosa para el crooimionto, pero no ao 
10. utilizaron L-arabinosa, iiedloea. MTuotoaa, sucrosa, inoŝ  

tol, L-ramncea, raf inosa y D-manitol#
(7) Licuefacción del malato oóloioo.
H  malato cáloico del medio do malato cMoioo-agar 

ae licuó alrededor del crecimiento a partir do aproximadam̂  
15. te el 10* día de incubación cuando ae incubó a 2?* C. El ĝ a 

do de licuefacción fuá de medio a fuerte.
(9) Reducción del nitrato..
No se observó reducción de nitrato en la solución - 

de peptona acuosa conteniendo 1*0 % de nitrato potásico (me- 
20. dio ISP n* 8) * cuando ae incubó a 27* 3*

Resumiendo las propiedades antes mencionadas de la 
cepa BD4-CCL, se observa que esta cepa pertenece el género - 
Streotomyces y que las bifes aérea* forman espirales pero no 
desarrollan verticilo, la superficie de las esporas es lisa 

25. mediante observación microscópica. Con varios medios, el erg 
oimiento tiene un color de incoloro a amarillo Maro o ma­
rrón amarillento Maro, con desarrollo de Mías aéreas da 
lor gris rojizo a odor gris rosado a color gris pardasoo - 
brillante pero sin producir pigmento soluble. La formación ** 

30. de pigmentos melanoides es positiva en M  caldo de triptón-

S+1
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extracto de levadura y en el medio de peptona-extracto de le 
vadura-â r de hierro pero es negativa en el medio de agar — 
de tiroaina. la proteolisis y la hidrólisis del almidón son 
de grado medio*

5*̂ Ochido a las propiedades antes mencionadas* la cepa
ED4-C1 es comparada con las especies análogas conocidas de ** 
Streptcmyces con referencia a laa descripciones del "Interna 
tional StreptOByces Prcject" (ISP). Se comprueba que la cepa 
nŝ -Ol se parece macho a la Strentosvces lavcndulae (véase - 

10*̂ d  "Journal of Systematic Bactericlogy" yol* 18, pag* i38 - 
(1968) * rotorenciado en le que signe por literatura ns 1; y 
la obra de Waksman titulada "The Actinonycetes" val* 2, pag* 
234, referenciâ  en lo que signe por Literatura n& 2) y — 
Streptosyces svidinü (vóaae el "Journal of Systematic Pacto 

15* riology" vd* 22* pag* 276 (1972), referonoiado por Literata 
ra na 3; y "Antimícrob. 4g* Ohemothor*" pág. 20 (1963) refe- 
renciado por Literatura ns 4 en lo que sigue) * Estas dos cepo 
cies conocidas fueron obtenidas realmente y comparadas direo 
tásente con la cepa KD4-C1* Un resumen de los resultados de 

20* la comparación aparece en la tabla que sigue*

/  * ^ a-
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Como se verá por la tabla que precede, la cepa HD4— 
Ol ea muy similar a la Strentoaprcea lavándolas ISP $069 y - 
Streetomycea avidinii ISP 352$, Entre las copea productoras 
de antibiótico ÍSD-235, la Streptomroes avidlnii ea distinta 

5, de la Streptomvoes lavendulas porque la primera produce Mfas 
aéreas que tienen un tinte de gris. En lo que respecta a loe 
resultados de las comparaciones que preceden y las desoripoi& 
cas de las Literaturas na 1 y n* 3, la diferencia en el color 
de las hifae aéreas no es tan significativa que permita día­

lo. tingnir la Streptomyoes avidinî  de la Streptomyoes lavendu—  
las. Sólo se encuentra diferencias mée notables entre estas — 
dos especies en lo que respecta a la formación o no formación 
de pigmentos melanoide y a la coagulación de la leche. No obg, 
tanto, estas dos especies se consideran muy estrechamente re- 

15. lacionadas entre si, ya que las diferencias antes mencionadas 
no constituyen un factor decisivo para distinguir una especie 
de ctra del género Streotosareea*

La cepa MD4-& demostró producir un antibiótico cono 
cido, estreptomicina, y la cepa JB&é-Cl es muy ooincidente — 

20. con la Strectonnrcea lavendulaa asento que se diferencian ana 
de otra en la formación de pigmento melanoide. Por otra parte 
la oepa HD4-C! es coincidente con la Strcptcnyoea avidinii en 
todos los aspectos con la excepción de que la primera no efec 
tóa la coagulación do la laohq,

25. En vista de lo que precede, se juzga que la cepa -
MD4-01 perteneoe a un gnjqpo de Streetomyoes lavendulae, y la 
cepa MD4-C1 es designada ahora por- S^ep^a^ces^endulae ^ 
ND4-C1+

La mutación de aatinomieetos ocurre frecuentemente - 
30. en condiciones ya sea artificiales o bien espontáneaŝ  Por -



13.

consiguiente, la Streptomyoes lavendulae MD4-CL usada de - 
acuerdo con esta invención incluya también todas sus matantes. 
Igualmente, esta invención cubre al uso de todas las cepas — 
del género StreDtcmvCes que producen eateraetina.

5. La cstercctina puado ser producida por cultivo aeM
bio de esporas o mioelioe de una cepa productora de esteras- 
tina del género Stroutonnrces tal como la cepa Strentoscrcés 
 ̂WD4-Q1 (identificada por FEBM 3723 o ATCC. Na 31336). Al - 
llevar a cabo d  proceso de esta invención, so inocula una - 

10. cantidad do esperas o micelios de una cepa productora de es- 
terastlna en un medio de cultivo apropiado para la misma que 
comprende fuentes dé carbono y nitrógeno asimilables y luego 
se incuba bago condiciones aerobias, preferiblemente bago - 
condiciones aerobias sumergidas, con él fin de que la esté—  

15. raatina se produzca y acumulé en el caldo de cultivo. General 
mente, puede usarse los constituyentes nutrientes de los me­
dios de cultivo normalmente empleados para el cultivo de aoti 
nomicetos ordinarios con el proceso de esta invención. Por - 
ejemplo, son dtües como fuentes de oarbono los siguientes — 

20. productos disponibles comorcialmente: glicerina, glucosa, - 
lactosa, sucrosa, almidón, maltosa, melazas y otros hidratos 
de oarbono asi como grasa y aceite. Como fuente de nitrógeno 
puede usarse los siguientes productos disponibles comercial­
mente: peptona, extracto de oame, harina de semilla de algo 

25. dón (por ejemplo Iharma-̂ edia), harina do cacahuete, harina 
dé soga, extracto do levadura, N-Z amina, caseína, L-asparra 
guiña, nitrato sódico, nitrato amónico, sulfato amónico y ai 
milarca. Además, puede emplearse cloruro sódico, fosfatos, - 
carbonato cálclco, sulfato de magnesio y otras sales inorgá- 

3G. nicas para el aditivo de sal en el medio de cultivô  Se puede



aSadir también otras salea metálicas y diversas sales metá 
lioas pesadas en cantidades de' trazas, si se desea, siempre 
que sean utilizadas per la cepa productora de esteras tina y 
no resulten perjudiciales para la producción de esterastioa.

5. Puede emplearse en el proceso de esta invención cualquiera 
de los materiales nutrientes que son conocidos para el cul­
tivo de aotinomioetos, siempre que sean asimilables por la 
cepa productora de esterastina para la producción de esteras 
tina.

10. Particularmente, se prefiere la glicerina como faen
te de carbono y la harina de semilla de algodón, L-asparra- 
guina y similares son preferidas como fuente de nitrógeno. - 
Se prefiere utilizar un medio de cultivó que comprenda t,$% 
de glicerina, 1,5% de harina de semilla de algodón, 0,2% de 

15. L-asparraguina y 0,3% de cloruro sódico.
Para la producción de esterastlna en gran escala, — 

se prefiere el cultivo liquido. Puede emplearse para el cul­
tivo cualquier temperatura a la que la cepa productora de es 
terastina sea capaz de crecer y producir eateraatina, pero — 

20. una temperatura de incubación particularmente preferida es - 
del orden de 25 a 35* 0. Se continda el cultivo durante un - 
periodo de tiempo suficiente para producir y acumular ana — 
cantidad suficiente de eateraatina en el medio o caldo de — 
cultivo. Por ejemplo, la producción y acumulación de esterag 

25. tina dbanzó un valor máximo al final de la incubación per es 
pació de 2 a 4 dias cuando se preparó y esterilizó un medio 
de cultivo que comprendía 1,5% de glicerina, 1,5% de harina 
de semilla de algodón, 0,2% de L-asparraguina y 0,3% de clo­
ruro sódico (pH 7 ,4 ), seguido de la inoeulaoión con esporas 

30. y micelios recogidos de un cultivo en declive de la cepa —

14.



15.

KD4-C1 y por cultivo con agitación a2?a C baje condiciones 
aerobias.

Puede realizarse el ensaye de la octerastina deter 
Binando la actividad de la esteras tina para inhibir la este 

5. rasa de acuerdo coa una modificación del método de Yasanori 
Kobayashi descrito en ana literatura japonesa titulada "Sei 

%&+ 36 y p̂ g* 335 (1964). Asi puóa, se disuelve un 
preparado de lipasa cruda, comeroialmente disponible, obte­
nido a partir de páncreas dd cerdo, a una concentración — 

10% del 0,5% (en paso) en ana solución tempanada con fosfato <- 
0,05 K (pH 7,9) conteniendo 0,2% de "Tritom M00" (un nom­
bre comercial de un emulsionante consistente en un alquil  ̂
nü&tar de pclietilenglicol, un producto de Rohm A Haas Coi 
ES*3U*)* Se meẑ La entre ai 0 ,03 d  de esta soluoidn de li- 

15* pasa, 2,92 mi de adunda tamponada con fosfato 0,05 B (pH 
7,0) y 0,025 mi de una soluoidn que contiene una muestra de 
eateraatina a ansiar, y la mezcla resultante (2,975 mi) es 
calentada a 20& 0 durante 3 minutos y luego se le agregan — 
0,025 mi de una solución que contiene 10 mg/̂tl de acetato - 

29* de p-nitrcfenilc en metanol para iniciar la reacción dal 
acetato de p-nitrofenilo con la lipasa. Doapuós de efectuar 
la reacción a 2000 durante 30 minutes, se mide la absorben­
cia (a) a 400 am de la sanción de reacción resultante* Por 
otra parte, se mide del mismo modo que antes la absórbasela 

25, (b) a 400 nm de una solución de reacción de control obtenida
a partir de un ensayo testigo usando una solución tamponada 
con fosfato 9,05 H que no contenia esterastina. se calcula 
el grado (%) de inhibición para la esterase de acuerdo con - 
la siguiente ecuación̂

# . . * / * * *



$6*

(b-a)
Inhibición (%) * .—  x toa

b
De acuerdo oon este método de ensayo* el polvo ia* 

5. coloro de esterastina (el producto del ejemplo ? mostrado - 
más adelanto) tenía una actividad tal que su XD$p* es decir 
la dosis que da una inhibición del 5 0 % a la eataraea se ele 
vó a 0*0002 mogylxl.

La esteras tina puede ser producida perfectamente - 
10. por un mÓtodo de cultivo en tanque así como por un método - 

de cultivo oon agitación. Por ejemplo* se dispuso en un tan 
que de fermentación de 570 1. de capacidad 250-300 1. de ua 
medio de cultivo liquido que comprendía 1*5% de PhaBHa-atedia 

1%  de glicerina, 0*3 % de cloruro sódico y 0*2 % de L-as- 
15. parraguina y luego se esterilizaron* y posteriormente se ing 

ouló eL medio oon un cultivo en declive de la cepa H84-81 a 
un tamaKo de inóculo del 10% Centras se hacia pasar aire - 
estéril a una cadencia de 250-300 1/minuto dentro del medio 
que fue agitado por un agitador que giraba a 200 r.p.m. La 

20. temperatura de incubación fuó da 273 0. En este experimento* 
la producción de esterastina alcanzó un valor máximo al fi­
nal de las 48-72 horas de incubación.

La esterastina producida cató presente en el salde 
de f ermentaoiÓn y en los micelios de la cepa MD4-31. Para la 

25. recuperación de la esterastina a partir del cultivo de la ** 
cepa KD4-Ü, se puede filtrar el caldo de fermentación y la 
torta de filtro comprendiendo los micelios que contienen es 
teraatiaa puede ser extraída con un disolvente orgánico mig 
oíble con d  agua tal oomo metanol* etanol y acetonâ  Para 

30. recuperar la esterastina de los micelios* la torta de mica-



1?*

líos puede ser extraída dos veces con un volumen 5—10 veces 
mayor de metanol de manera que pueda transferirse la este­
ras tina de les miĉ Lios a la fase de metanol* El extracte — 
metanólieo resultante puede ser concentrado hasta la acqpe- 

,5* dad bajo presión reducida y el residuo puede ser extraído - 
con un disolvente orgánico que sea altamente capaz de discl 
ver la esterastina, per ejemplo cloroformo, acetona, bence­
no, acetato de butilo y acetato de etilo# Cuando se trata un 
gran volámen de la torta de mió el ios, es conveniente extraer 

10* la torta de micelios con metanol, concentrar el extracto me 
tandiles hasta la sequedad baje presión reducida, extraer - 
el residuo resultante con cloroformo u otro disolvente orgá 
niee, concentrar el extracto resultante hasta la sequedad — 
bajo presida reducida y tratar el polvo crudo resultante de 

15* esterastina con acetato de butilo y agua de acuerde con un 
método conocido de distribación del disolvente de manera que 
pueda extraerse la esterastina en la fase de acetato de buti 
le con una pureza elevada*

Paca recuperar la aaterastlna del caldo de. fermen- 
20, tacidn, el caldo de fermentación que oontiene los micelios 

como tales es concentrado hasta la sequedad bajo presión are 
ducida, y luego se extrae Oí residuo sólido con un disolven 
te orgánico que es altamente capaz de disolver la esterasti 
na, por ejemplo metanol, etanol, dimetilsulfÓxido, acetona, 

2$, acetato de butilo y cloroformo, de manera que se extraiga la 
esterastina en este disolvente orgánico* Cuando hay que re­
cuperar la esterastina de un gran volámen de filtrado del — 
caldo de fermentación, es conveniente extraer si filtrado — 
del caldo con un disolvente orgánico no mis oíble oon el agua 

30* que sea altamente capaz de disolver la esterastina, per oje&
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pío, acetato de butilo y disolver de este modo la esterasti­
na en la fase del disolvente orgánico (por ejemplo acetato - 
de butilo). Cuando se extrae dos vocee el caldo de fermenta­
ción con aproximadamente medio vdómea de acetato de butilo# 

5̂  ea usual que ana cantidad austancialmente completa de este-— 
rastina presente en el filtrado dd caldo de fermentación <* 
pueda ser transferida y disuelta en la fase de acetato de bu 
tilo* Puede realisarse también la extracción y purificación 
de la esterastina de acuerdo con un método conocido de dis—  

10# tribuoión en contracorriente usando dos disolventes que di­
suelvan la esterastina pero que no sean miscibles entre si* 
Cuando se concentra el extracto de esterastina en acetato de 
butilo asi obtenido basta la sequedad bajo presión reducida# 
se obtiene un polvo crudo que comprende esterastina#

15. También es posible recuperar la esterastina con un
rendimiento favorable a partir de una solución que contiene 
esterastina disnelta en la misma# por tratamiento de dicha - 
solución con un absorbente para realizar la adsorción de la 
esterastina y tratando después el adsorbente de un modo apro 

20# piado para Resorber la esterastina del mismo# Como adsorben­
te apropiado para tal fin se puede usar un adsorbente org&^ 
oo tal como Amberlite XAD (ana resina altamente porosa, no - 
iónica, un producto de Rohm & Haas Co*, EE.UP*) y un adsor­
bente inorgánico tai como carbón activo, alúmina, sílice y - 

25. silicato de mgneeio (Frorigil) * Por ejemplo, la esterastina 
puede ser adsorbida por la gel de sílice y elaida da la mía­
me usando cloroformo-metanol (80 ! 1 en volámen). Cuando se 
somete un polvo crudo de esterastina, que fuó obtenido por - 
la extracción de los micelios de la cepa ED4-C1 con metanol, 

30. concentración del extracto metanÓlico hasta la sequedad, ex-



tracción dol residuo con acetato do butilo y concentración — 
3ol extracto Re acetato Re butilo basta la sequedad, a la — 
cromatografía sobre gol Re sílice, seguida por la elución - 
con cloroformo—metano! (80ri), puede obtenerse esterastina — 

%  con un rendimiento del 90 % o más.
Bara la purificación de la esterastina, resulta efi 

cas someter un polvo crudo de esterastina a la cromatografía 
sobre gal de sílice. Por ejemplo, puede obtenerse esterasti- 
aa sustancialmeate pura por tratamiento de un polvo exudo de 

10* esterastina de acuerdo con una cromatografía sobre gol de ai 
lice seco eluida con acetato de etilo como disolvente de re­
velado. la estatastina sustancialmcnta pura asi obtenida pae 
de ser purificada adicionalmente por reprecipitación a par 
tir de un disolvente apropiado o disolventes mezclados tales 

15+ como oloroforioo—éter de petróleo, de tul modo que se pueda — 
aislar la esterastina pura en forma de polvo incoloro. Para 
la purificación de la esterastina, es temblón eficaz recu-,., 
rrgp a la cromatografía con Sephadex LH-20 (un agente de fil 
t3̂ oión de gd, un producto de Bbarmaoia Co., Suecia),

29+ las propiedades físico-químicas y biólógicas de la
esterastina de esta invención apurón descritas ahora con más 
detalle en lo que sigue.

la esterastina en forma de polvo incoloro presenta 
un punto de fusión de 90-95* 0 y una actividad óptica especí 

35. fiea ̂ T ^  i 11* (o 1, cloroformo). Análisis elemental#
O 67,04 %, H 9+21 %, n 5+56 % y O 17,90 %, El espectro de ab 
sorción ult̂ violeta de la esterastina en una solución de - 
0,1 Bg/ml de esterastina en metanol aparece en la figura 1 
y muestra un pico de absorción a 230 nm 22,5).
SI espectro de absorción infrarrojo de la esterastina noduli

19+



aada en bromuro potásico está representado en la figura 2 y 
muestra las bandas de absorción características a los siguî t 
tes nómeros de onda /oar*/* 3470, 3350# 2950, 1540# 1730# - 
1645, 1610# 1545, 1415, 1375, 1325# 1260# 1225# 1105# 1115#

5. 1040# 1020, 975# 920# 900, 880, 840# 810 y 690#
21 espectro de resonancia magnética nuclear de la - 

esterastina en deutero-oloroformo medido a 100 K Hz con rê e 
rancia al tetrametileilano como norma intema está represen­
tado en la figura 3#

10+ La espectrometría de masa da la esterastina muestra
un pico iónico molecular a m/e 506# Debido al pico iónico 
locular y a los valores del análisis elemental# es probable 
que la esteraatina tenga la fórzatla empírica Es­
ta fórmula ha sido confinaada por espectrometría de masa de

15. alta resolución (hallador a/e 506# 3364# peso molecular cal­
culado para OggB̂ gKgOg t 506, 3354).

Con referencia a los dibujos que so acompasa#
La figura 1 muestra el espectro de absorción ultra­

violeta da la esteraatina en solución en metanol.
20+ La figura 2 muestra el espectro de absorción infra­

rrojo de la esterastina nodulizada en brozairo potásico.
La figura 3 muestra el espectro de absorción de re­

sonancia magnética nuclear de la esterastina en dentera-do— 
reformo a 100 M Hz.

2$, se hidrolizó la esterastina en ácido clorhídrico 6N
a 1000 o durante 18 horas y el Mdrolizado obtenido fué s<we 
tido a un análisis de aminoácidos# cuando oe detectó ácido 
aspártico. La esterastina es fácilmente soluble en piridina, 
dimetilsulf Óxido, metanol, stand# acetona# acetato de etilo#

30+ acetato de butilo, cloroforme y benceno pero prácticamente -

20.



insoluble es el agua, éter de petróleo y hexano. La esteras ti 
US es positiva a la reacción de Rydon-Smith. a la reacción de 
Dragendorff y a la reacción de vapor de yodo poro es negativa 
a la reacción de Ehj&ich, o la reacción de nlnhidrina y a la 

5* reacción de Salcaguohi.
Sn usa cromatografía de gel do sílice en capa delga­

da sobra "Sel de Sílice (**, la esteras tina da un valor Bf de 
cuando es revelada con eloroformo-metanoâ aguá (10tl!0,05); 

y un valor Rf de 0 .2 cuando es revolada con acetato de etilo. 
1Q* La oéterastina no se mueve en una electroforcsis con papel de 

alto voltaje 3503 voltios. 15 minutos) usando ácido fórmico- 
ácido acótico-agaa (25t75t900).

La esterastir̂  de esta invención presenta toxici 
dad muy baja, según lo demuestra el hecho de que no se ohser— 

15# vó toxicidad alguna cuando so aplicó una dosis de 250 mg/kg - 
(por inyección intraperitoneal) a los ratones con el fin de - 
determinar la toxicidad aguda. Como se ha descrito anterior­
mente, la esterastina a una concentración de 0,0002 mog/ml - 
muestra una inhibición de 50 % (ID50) a la esteraaa del pán—  

20. creas del cerdo. Como sustancias conocidas que inhiben la es­
terase, puedo mencionarse al paradoxon y el flú-orofosfato de 
di-isopropilo, etc., que son compuestos altamente tóxicos. — 
Mientras tanto, la esterastina no es tóxico e inhibo fuerte­
mente la actividad do la esterasa en un grado tal que la esto 

25# rastina a un bajo nivel da 4,1 x 1(7*1% ĝ  una inhibición del 
50 % s la esterase cuando es estimada la mismn usando acetato 
de p-nitrofenilc como sustrato. A este respecto, se confirma 
tambión que la esterastî  es ana sustancia nueva.

Mediante ensayos posteriores, se ha descubierto que 
30* la esterastina ejerce acción sobre la respuesta iTnmMM* en iog

21.
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animales vivos.
Se investigó el ofeoto de la esterastina sobra la - 

respuesta inmune oomo sigue.
(i) Efecto sobra la formación da anticuerpo humoral 

5< Se inmunizaron grupos de dd/X ratones (5 hembras por
grapa, 6-8 semanas de edad) con 10̂  o&Lulas de sangre roja de 
oveja oomo antigeno (bajo la forma do ana suspensión en solu 
oión salina fisiológica) por inyección intravenosa para desa 
rrollar la inmunidad. Al mismo tiempo* se inyectaron por vía 

10. intraperitoneal 1 cg, 2$0 mog, 62,8 aog o 15,6 mcg de esteras 
tina (bajo la forma de ana suspensión en 1% DBSO-salina) por 
ratón, a los diferentes grupos de ratones respectivamente + A 
los 4 días de la inmunización, los ratones tratados fueron - 
sacrificados, el bazo fuá desgarrado y el número de las o&gt 

15+ las forzadoras de anticuerpos presentes en el bazo de cada 
ratón fué enumerado de acuerdo con el método de Jeme (véase 
N.X+ Jeme, A.A. Nordin y o. Beczye "The agar plaque techni- 
que for reoognlzing antibody-produoing calis. Cell-bound An- 
tibodies". ed+ B. Amos y H* Koprowski peinas 109*122, Wis—  

28+ ter Instituto Press, Filadelfla, 1963)# Los resultados de - 
los ensayos así obtenidos se muestran en la tabla 2 que si­
gue*

30.



T A B L A  2
Efecto de le esteraatina sobre la formación de an­

ticuerpos* R&aero de células

23.

5* Antî eno Dosis de esterastina por ratón.
fcreadoras de anti cuerpos bazo

10^ 0 170,000 Í  10,400
a 1 mg 45,300 i  3,300

a M 250 mog 52,000 i  a ,300
a 02 *5 mog 55*000 ±  5*700
a 15.6 mog 173*000 i  19,600

n SRBC significa células de sangre roja de oveja.
. wt S.E. significa error típico.
Por loa resaltados de la tabla anterior, ae ve que 

ÍS* le ádminiatracién de 1 ing a 62,5 mog de esterastina a lea ía 
tenes redase considerablemente el ndmoro de las células fcr 
maderas de anticuerpos,

(2) Efecto sobre la inmunidad por medio de las cé­
lulas.

29* Se ensayé al afeóte de la esterastina sobre la in­
munidad celular de acuerdo con una técnica de hipersensibi— 
lidad de tipo retardado (B.T.B.) conocida (véase Lagran 
ge* O.B. Kacbaness y T*E* Miller "J. Brp. Eed."* 139. 1529- 
153$ (1974), usando ratones inmunizados con células da san- 

25. gre roja de oveja como antigeno.
Asi paé&t ce aplicaron 10̂  células de sangre roja 

de oveja suspendidas en 0,05 mi de solución salina fisioló­
gica por inyección subcutánea a un lado de la almohadilla — 
de la pata trasera de los dd/f ratones (5 ratones por grupo, 

3&. barras, 6 semanas de edad) para establecer la hiperaensibi.
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lidad de tipo retardado* Al mismo tiempo que se afectad cata 
inmunización, ae inyectaron por via intraperitcneal i mg/ra- 
tón, 250 mog/mtón, 62,5 mcg/ratón 6 15,6 mog/ratón de este- 
rastina. Cuatro días después, se inyectaron por vía subcutá- 

5. nea 10̂  células de sangre roja de oveja en el otro lado de — 
oada almohadilla de la pata trasera de los ratones de ensayo 
para educir la respuesta a la D+T+H*. 24 horas después de la 
inyección de educción, se midió el espesor (en mm) de la al­
mohadilla de la pata para evaluar 01 grado de hinchamiento — 

10+ ohservado en la almohadilla de la pata que recibió la inyec­
ción de educción de células de sangre roja de oveja* El gra­
do de hinchamiento de la almohadilla de la pata sirvo de me­
dida para estimar la inmunidad celular conseguida* los resu¡l 
tados de ensayo obtenidos se muestran en la tabla 3 que si—  

15. gue.

Efecto de la esterastina sobre el establecimiento — 
de la D+T+H+ a las SRBC en los ratones*

Incremento de espesor de la20. Inmunización por almohadilla -Dosis de est& la inyección de de la pata -Inmunización, cantina* educción* (x 0.1 mm)
10̂  SEBO 0(control) 10̂  SRBC 8.0

M W 1 mg #' 3.8
25. ** * 250 m̂ g # 1.0

M # 62,5 mcg w -e Ó* 2
NOtâ  SRBC significa células de sangre roja de oveja* 
Por los resultados de la tabla que precede, se ve - 

que la administración de 1 mg a 250 de esterastina a los 
+ ratones suprime notablemente el desarrollo de la D+T.H. y por30,
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consiguiente que la esterastina muestra también el efecto su- 
presivo sobre la inmunidad celular.

Hedíante ensayos adicionales# se ha descubierto tam­
bién que la esterastina a una concentración de 10 mcg/ml no 

5.. presenta toxicidad celular para las células cultivadas. SagSn. 
se ha descrito anteriormente $ una dosis do 250 mgyTsg de este­
rastina no da síntoma alguno de toxicidad en el ensayo de es­
timación de la toxicidad aguda en los ratones. Estos y los re 
saltados antes mencionados muestran que la esterastina es %M! 

10* coma droga inmnosupresíva que puede ser utilizada eon eleva­
da seguridad# por la arazén de que la esterastina funciona de 
un modo comple tamente diferente de las drogas inmunosupresivas 
conocida anteriormente# por ejemplo# la 6-mercaptopurina# 
tioparina# ciclofosfand.da y corticoe steroido s cuya toxicidad 

15* celular es clonada y contribuyo a su efecto de supresión de la 
inmunidad en los animales* Por estas razones# la esterastina 
puede ser usada como droga para tratar muchas enfermedades —  
mortales# tales como la dermatitis alérgica de contacto# lu­
puŝ  sísténico orí tomate so# anemia hemoíitica autoinmune# pe- 

2Ú* riarteritis nudosa# miastenia gravis# artritis# reumatismo y 
esclerosis múltiple y puede usarse como agente para suprimir 
el síntoma de rochazopen las operaciones quirúrgicas de tras­
plante de órganos internos tales como el corazón y el riaón.

Be acuerde con esta invención# se proporciona por - 
25* consiguiente una droga insunosupresiva para reducir la res­

puesta inmune en les animales# inclul.dc el hombre# que com­
prende una cantidad eficaz de esterastina como ingrediente - 
activo# en asociación con un transportador farmacéuticamente 
aceptable para el ingrediente activo*

30* La droga inmanosapresiva de esta invención puede -



aer formulada bajo famas convencionales aáministrablea - - 
oralmente talca como tabletas, cápsulas, polvos, soluciones 
y suspensiones, ya sea mezclando una cantidad da esterastina 
con un transportador cálido farmacéuticamente aceptable de ti 

5* po convencional tal como el almidón, sucrosa, talco y cabona- 
to cálcico o bien disolviendo o suspendiendo una cantidad de 
esterastina en un transportador liquide farmacéuticamente - - 
aceptable tal como etanol y agua# la proporción do esterasti- 
na con relación al transportador sólido o liquido puede ser - 

)0* elegida de forma apropiada dependiendo de la forma de la for­
mulación oralmente aSministrable preparada y puede estar com­
prendida anualmente en una relación de 1: 1 al: 100 en peso*

La droga inmuno supreaiva de esta invención puede ser 
formulada taébién en soluciones o suspemiones inyectables por %  

13. solución o suspensión de la esterastina en una prcgnrción aprg 
piada del 0,1 al 10% en peso en una solución salina fisiológica 
a otro vehículo líquido convencional î ecóatieaRante aceptable 
tal como la solución de Ringex&eoü& sin ayuda de un agente de 
dispersión apropiado. La solución o suspensión inyectable asi 

30. preparada puede ser aplicada, por ejemplo por inyección intxg 
venosa, invección intramuscular o inye&eión intraperitoneal.

Se apreciará que la dosificación real preferida de - 
esterastina usada variará de acuerdo con la composición par% 
caler formulada para su administración, el modo de a&ainistrg 

25. ción y la enfermedad particular a tratar. Suchos factores que 
modifican la acción de la droga de esta invención serán teni­
dos en cuenta por el especialista en la materia, por ajeag&e 
la edad, el peso sorporal, el seno, la dieta, el tiempo de ad 
ERHietración, la via de administración, la cadencia de enere- 

30* ción, las combinaciones de drogas, las sensibilidades de rê g

36*
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sida y la gravedad da la enfermedad. En general, puede admi­
nistrarse aproximadamente de 0 ,5 mg/̂ cg a 100 mg/̂ cg de cate_
rastina per día a ana persona adultâ  isa dosificaciones Óp­
timas para un contante determinado de condiciones de un pa—  

5# ciento puedan ser determinada por el especialista en la as­
teria usando ensayes de determinación de dosificación de ti­
po convencional a la vista de las pautas antes indicadas y a 
la vista de las experiencias pasadas obtenidas en la detormi 
nacida de dosificaciones apropiadas de las drogas IniMncoui 

18* presivas anteriormente conocidas tales como Banaipan (6-mercap 
topurina),

Se cree que usando la descripción precedente y sin 
más elaboración, el experto en la materia podrá utilizar el 
concepto de esta invención en su sentido amplio. Las rea 

15* limaciones especificas preferidas que siguen han de ser con­
sideradas, por consiguiente, como meramente ilustrativas de 
esta invención*

SEEHEE8 1

Se inoculó una cantidad determinada de un cultivo — 
20. en dadive de la cepa de Streptomyoes MD4-& (identificada - 

come iT33M? 3723 o ATOO, n3 31336) como cepa productora de — 
esteras tina en 1$ litros de un medio de cultivo que comprendía 
1#? % de glicerlna, 1 ,5 % de harina de semilla de algodón, — 
8 ,2 % de 3—esparraguina y 0 ,3 % de cloruro sódico que se ha- 

25. bía colocado en porciones de 100 cc, en matraces giratorios 
de 588 ce. de capacidad y que habían sido esterilizados per 
calentamiento a 1203 8 durante 20 minutos. Se condujo la in­
cubación durante 10 días consecutivos a 27a 0 y a una veloci 
dad de rotación de 180 r.p.m¡. mientras que oran extraídas - 

30. maestras daL medio incubado a un intervalo de tiempo y cada



muestra fuá ensayada para determinar la actividad da este- 
rastina para observar cómo avanzaba la producción de este- 
raetina durante el periodo de incubación. En el segunde dia 
de inoubación, la producción de esterastina al cansó un ni- 

$. val máximo, y el nivel de la sustancia inhibidora de la ea- 
terase en el medio do incubación fuá mantenida invariable 
basta el $¿ dia de incubación. Posteriormente, el nivel de 
esterastina descendió lentamente. El valor pH del medio in 
cubado varió de 6,8 en el primer dia, a 7,2 en ai segundo 

10. dia, a 7.3 en el tercer dia, a 7.5 en el cuarto dia y a 6.4 
en el quinte dia de incubación y posteriormente fluctuó en 
la gama de 8,0-9,0 despuás del sexto dia da incubación.

En el tercer dia de incubación, se filtró la ma­
yor parte del medio incubado con ayuda de un producto da - 

15. filtración (tierra de infusorios, comercialmente disponible 
bago el nombre comercial "Hgrflo-Sapercel*) y se obtuvo un 
filtrado de caldo transparente (12600 mi). Este filtrado de 
caldo fuá ensayado y se descubrió que contenía la sustancia 
inhibidora de la esterase en tal grado que 0,0017 mi de di- 

20. cho filtrado de caldo por mi mostraron un 50 % de inhibi­
ción (IDgo) de la esterase. Este filtrado de caldo fuá mez­
clado con 500 mi de acetato de butilo para extraer la sus­
tancia inhibidora de esterase del mismo. De fase acuosa rae 
tanta fuá extraída nuávamente con 250 mí de acetato de bu% 

25. lo. Loe extractos combinados en acetato de butilo fueron - 
concentrados hasta la sequedad bajo presión reducida para - 
dar 200 mg de un polvo color marrón, La IBg§ de este polvo 
fuá de 0,03 mog/ínl una vez determinada por el mátodo de en­
sayo indicado anteriormente. La eficacia de extracción de - 

30. la sustancia activa del filtrado del caldo por medio de ace

29.



29.

tato de butilo fuá aproximadamente del 80 %,

Se incubó la cepa de Streptomycea KD4—C1 durante 3 
dias asando el medie de cultivo y las mismas condiciones de 

5+ cultivo que en el ejemplo 1* El caldo de fermentación resul­
tante fuá filtrado para retirar la torta de micelios. La tor 
ta de micelios (280 gr) fuó extraída dos yecos con metanol, 
es decir con 1500 mi de metanol y luego con 300 mi de meta- 
nal. Les extractos metanólicos combinados fueron concentra- 

tO. dos Meta la sequedad Laja presión reducida. El residuo sóli 
do obtenido fu# disuelto en 500 mi de agua y la solución acu$) 
sa fu# extraída coa 500 d  y 200 mi de acetato de butilo su 
cesivámsate por este orden, de tal modo que aproximadamente 
90% o más de la esterastína originalmente presente en d  re- 
siduo sólido fuá transferida en solución en la fase de aceta 
te de butilo. Loa extractos de acetato de butilo fueron com­
binados entre ai y concentrados hasta la sequedad bajo pre­
sión reducida paca dar 3 gr de un polvo marrón. Bate polvo - 
tenia una actividad tal que su ID̂ p para la estoraca fue de 

20. 0.0? mcg/ml̂

Se cultivó la cepa de Streptomyces KD4—C1 dorante 3 
dias usando 01 medio de cultivo y las mismas condiciones de 
incubación que en el ejamg&o 1, y el filtrado del caldo de — 

25. fermentación obtenido fuó pasado a través de una
columna de i 1. de Amberlite XAD-4 (una resina adsorbente, - 
un producto de Rohm & Haas Co+, EE.UU.) para adsorber la es- 
terastina por la resina. El efluente que salía de la columna 
de resina no tenía actividad para inhibir la esterasa. La es 

30̂  temática adsorbida fuó recuperada de la resina por elución



30

con 2 1. de metanol. EL oluado metanólico fuó recogido en - 
fracciones do 20 gr., y las fracciones activas fnerón combi- 
nadas entre ai y concentradas hasta la sequedad hago presida 
reducida para dar 160 mg de un polvo crudo da es taras tina - 

5. (IDgo - 0,03 Bog/al.). Rendimiento# más del 90 %.
EJíKPLO 4

Un cultivo de siembra que fue obtenido incubando la 
cepa de Streptomyces MD4-CEL durante 3 dias en el mismo medio 
de cultivo y bajo las mismas condiciones de incubación que - 

10, en el ejemplo 1 fui inoculado en porciones de 400 mi en dos 
fermentadoree de agitación de 30 1. de capacidad cada uno de 
los cuales contenía 15 1. de un medio de cultivo que compren 
día 1,5 % de güoerina, 1,5 % de harina de semilla de algo­
dón, 0,2 % de L-asparraguina y 0,3 % de cloruro sódico que - 

15. habia sido esterilizado. Se condujo entonces el cultivo con 
agitación durante 3 días a 27# 0 a una cadencia de aireación 
de 15 1/minuto y a una velocidad del agitador de 250 r.p.m. * 
De este modo, se obtuvo el caldo de cultivo de una actividad 
tal que su IDgp para la esterasa fuó de 0,0017 ml/ml. los - 

20. dos fermentadoree de agitación dieron en total 30 1. de cal­
do de cultivo. La filtración de este caldo de cultivo dió 760 
gr de la torta de micelio que fue entonces extraída dos ve­
ces con una porción de 4 1* de metano! cada una. Los extrac­
tos metanólicos combinados (81. en total) fueron concentra- 

25. dos basta la sequedad bajo presión reducida para dar 17.5 gr 
de un polvo crudo de estoraetina. Este polvo crudo fuó some­
tido a dos operaciones del método de diatribución de liquido 
usando un litro de agua y un litro de acetato de butilo para 
cada operación. Los extractos de acetato de butilo resultan­

do. tes fueron combinados entre sí (2 1. en total) y concentra—
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dos hasta la sequedad bajo presida reducida para dar 6,5 gr - 
da un polvo crudo de esteras-tina (33}g§ * 0,1 mcg/ísl).

EJEMPLO 5
El polvo crudo (6,5 gr, - 0,1 mcg/ml) obtenido 

5* en el ejemplo 4 fué extraído con 200 mi y luego eon 100 mi do 
cloroformo, los extractes en cloroformo fueren combinados en­
tre ai y concentrados a un valónen de 100 mi bajo presión re­
ducida, La solución concentrada fuó mezclada con 10 gr de gol 
de sílice (disponible comercialmente bajo el nombre comercial 

10+ de "wako-gel 0-100̂ , un producto de Wako Chemicals Co., Japón} 
y la mezda fu& concentrada hasta la sequedad bajo presión re 
decida, de tal modo que la esterastina fue adsorbida por la — 
gol dé sílice. La gol de sílice que contenía la esterastina - 
adsorbida fuó colocada en la parte superior de una columna - 

15+ cromatogréfica de 300 mi de gel de sílice que habla sido laya 
da con cloroformo. Después de lavar toda la columna con 3 li­
tros de cloroforme, se realizó la elución usando un disolven­
te mezclado consistente en elorcformo-metanol (80 t 1 en voló 
man). El eluado fuá recogido en fracciones de 20 gr, y los pi 

20+, eos de la actividad Inhibidora de la eaterasa aparecieron en 
la proximidad de las fracciones nórns. 60 a 160. Estas fraocic 
nes activas fueron concentradas hasta la sequedad bajo presión 
reducida para dar 150 mg de un polvo de color ligeramente ro­
jo. Este polvo mostró una actividad tal que su ID̂ Q para la — 

25+ esterase fuá de 0,0024 mcg/ml.
EJEMPLO 6

EL polvo de odor ligeramente rojo de esterastina - 
(150 mg) obtenido en el ejemplo 5 fuó disuelto en 2 mi de me- 
tanol y posteriormente cronatogmfiado en una columna de 400 

30+ mi de Saphadex LH-20 que había sido hinchada con mstand. Se
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afectad la duoión asando metanol come tinenta, y el alnado 
fuá recggido en fracciones de 5 gr. Los picos de la actividad 
inhibidora de la cataraña aparecieron en la proximidad de las 
íraocionea ndms. 54 a 66. Estas fracciones activas fueron con 

5. centradas hasta la sequedad bago presida reducida para dar 30 
mg de un polvo de odor amarillo. Beto polvo mostró ana acti­
vidad tal que sn IDg§ para la esteras* fuá de 0,000? mag/ml,

EJBKPLO 7
EL polvo amarillo (30 mg) obtenido en d  ejemplo 6 - 

10. fuá disuelto en 1 mi de acetato de etilo, y la soluoión rest̂  
tanto fuá mezclada con 500 mg de gd de sílice (Vako-gd 
0-200). La mezcla fuá concentrada hasta la sequedad bajo pre­
sión reducida, con el fin de adsorber la esterastina por la - 
masa de gal de sílice. Esta masa de gd de sílice fuá coleca- 

15. da en la parte superior de una columna cromatogcáfica (1 ,2 cm 
de diámetro y 20 c* de altura) de gel de sílice seca, y se - 
realizó la elución con acetato de etilo como eluyente. %  elm 
do fuá recogido en fracciones de 10 gr, y la esterastina apa­
reció solamente en la proximidad de las fracciones ndms. 10 a 

20. 1?. Estas fracciones activas ndms. 10-1? fueron concentradas 
hasta la sequedad bajo presión reducida para dar 7 mg de un - 
polvo incoloro de esterastina, punto de fusión 90-95** Este - 
polvo mostró una actividad tal que su ID30 para la esterase - 
fuá de 0,0002 mog/z&.

25* íPBmao 8
Se cargó un medio de cultivo (300 mi), comprendiendo 

1,5 % de gllcerina, 1,5 % de harina de semilla de algodón, ** 
0 ,3 % de cloruro sódico, 0 ,2 % de L-asparragulna y 0,005 % de 
agente antiespumante (polióxialquileno oomeroialmente dispon̂  

30, ble bajo el sombre comercial de "Adeoanal", un producto de —



AgaM, Denka 8o.. Japón). en un tanque de anere inoxidable de 
5?§ de capacidad y luego se esterilizó per cal entamiento ̂  
n 1283 0 dorante 20 minutos. Can este medie de cultivo esterd 
lizado se inocularon 30 1. de un cultivo de siembra que luó — 

3# obtenido por incubación de la cepa Streptomyoea HD4-.C1 (FERK- 
F 3723) duróte 2 días a 2?a c bago aireación y agitación. El 
medio de cultivo inoculado fuÓ incubado a 27a c dorante 48 bo 

a una cadencia de aireación de 300 l/mlnuto y a n*M* velo— 
cid̂ d dd agitador de 208 r.p̂ s. El caído de fermentación asi 

10* obtenido fuá filtrado para dar 34,2 bg de la torta de filtre 
que contenía los micelios. Esta torta de filtro fuó extraída 
dos veces con 168 i* de etanol cada una. y los extractos ata— 
nólicos combinados fueron concentrados a un vol&nen de ó 1. - 
bâ o presión reducida. La, solución concentrada fuó extraída — 

13* dos veces con 6 1* de acetato de butilo cada una. Los extrac­
tos en acetato da butilo fueron combinados entre si y concen­
trados bago presión reducida para dar 128,2 gr de un polvo — 
crudo* de esterastina. que tenía una actividad correspondiente 
a un valer IDĝ  de 8,08 mog^L.

20. EJB3F&8 Q
H1 polvo crudo de esterastina obtenido en el ejemplo 

8 fuá purificado en el procedimiento siguiente. Este polvo - 
crudo (128.2 gr) fuó disuelto en $00 mi de cloroformo y la so 
lucida resultante fuÓ pasada a través de ana columna de 1,5 

2$. Bg da ge& de sílice (Wako-gaL C-100) para la adsorción de la 
esterastina. La columna de gol de sílice fuó lavada con 10 1. 
de cloroformo y luego con 10 1* de cloroformo-metanol (188 # 1 
en volómen) . seguid por la elución con cloroformo—metanol — 
(88 í 1 en volómen)¡, Las fracciones activas (2500 mil) del dua 

30. do fueren combinadas entre s í  y concentradas hasta la seque—
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dad bajo presión redacida paya dar 4,83 gr de un polvo orado 
do color carrón que tenia una actividad correspondiente a un 
valor IBgo da 0,002 mcg/nl* Bate polvo crudo fuá recogido en 
20 mi de metanol y la solución obtenida fué panada a través 

5+ de ana columna de 2 1* de Sephadex LE-20 que había oído hin­
chada con metanol* Esta oolamna fuá eluida entonces con 4 1.
de metanol. Las fracciones activas del alnado fueron combina 
das entre si y concentradas basta la sequedad bajo presión -
redacida para dar 656 me de un polvo de color ligeramente - 

10* amarillo (DBgp ̂  0,0004 mcg/ml)* Este polvo fué recogido en 
5 mi de acetato de etilo y la solución obtenida fué pasada a 
través de ana columna de 250 gr de gel de sílice (Wako-gal 
3-300) para la adsorción de la esteraBtina* Esta columna de 
gal de sílice faé revelada entonces con acetato de etilo, y 

15* las fracciones activas del dando fueron combinadas entre si 
(1000 mi) y concentradas hasta la sequedad bajo presión redu 
oída, dando 351 Bg de un polvo incoloro de esterastina que - 
tenia ana actividad correspondiente a un valor IDgQ (a la M  
teraea) de 0,0002 mog/ml)*

20* NOTA
La Patente de Invasión que se solicita por veinte 

aSos, para Espada, de acuerdo con la vigente Legislación, de
berd recaer sobren".

PR0C8DBMENT0 PASA LA PBOmCCION DE S3TE-

BA3TIKA", con Prioridad de la solicitad de Patente en Japón nS 
12119/77 de fecha 8 de Febrero de 1977, según las carao taris-



ABI V I N B I E A C I O & R S
1**- Procedimiento para la producción de esteracti- 

na que responde a la fórmula general!

i %co)
CSHHCOSHg 

CHgOONKg
ĉ yo procedimiento coarrendé el cultivo de una cepat produc­
tora do esterastina del gónero Strectomyees balo condiciones 
yae roblas en un medio de cultivo apropiado para la que 
contiene fuentes de carbono y nitrógeno asimilables durante 
un periodo de tiempo suficiente para producir y acumular la 
esterastina en el medio de cultivô  y recuperar la esteras- 
tina del cultivo.

2#- Procedimiento para la producción de esterasti- 
na de acuerdo con la reivindicación t, en el que la cepa pro 
ductora de esterastina es la eepta Stroptomyces HP4-C1 iden­
tificada como PERM-P 3723 ó ATCC. 3 3̂36.

3#— Procedimiento para la producción de e atarasti- 
na de acuerdo con la reivindicación 2* en el que se cultiva 
la cepta de Streptomyces HB4-CI a una temperatura de 27 a *-
3?s C y preferiblemente de 25 a 356 c bajo condiciones aero­
bias.

4.** Procedimiento para la producción de esterasti- 
nâ  de acuerdo con la reivindicación 2, en el que so culti­
va la cepa í de Stpeptomycos MB4-C1 a una temperatura de 25 a 
356 C durante un periodo de 2 a 4 días balo condiciones aero 
bias*

5é- "PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE ESTERAS-

CHCHgCHCHgCH— CH(CRg)gCB^
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36*

Segdn queda sua tanci atinente descrito en la presan­
te Memoria que consta de treinta y sais hojas escritas a má­
quina por una sola cara y acompañada de dlbaios

5* SFMJ9732AI9AN HOJIN BISEIBOTSU
KA3AKC KEBETH? SAI
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