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N PROCEDBMmMPO PARA LA PREPARARON DE NUEVOS ANTIBIOTICOS
EN LA NANEM a”MOICA USUAL", a favor do la Myst* mita
SCHEMCO dONIoiIIa"V rr “lkaagaaae 2, LUCERNE, SUIZA.

B3HONIA DESCRIPTIVA

La presente invencion se relaciona con nuevos antibidticos y con
métodos para su preparacion nicrobioldgica, asi cono para su concentracion,
aislacion y purificacion.

e acuerdo con la presente invencion, se suministra nuevos anti-

5. bidticos mediante la fermentacidon de ciertas especies del genero Microno-
nospora (orden 4ctinomycetales), a saber Micromonospora purpurea. M ecLi-
nosPora. y M. halophytica (inclusive sU3 fiutantes y variantes) (el temi-
no "frutantes", tal cono se le utiliza aqui, incluye los Rutantes naturales
y artificiales, por ejemplo frutantes producidos a partir de los micro-or-

ion ganismos descriptos, mediante agentes de nutacion tales cono radiacion de
alta frecuencia (rayos X, radiacion ultravioleta), actin6fagos y mostazas
nitrogenadas), o de micro-organismos equivalentes, hasta que se hayan for-

4001 ondo productos antibiéticanente activos, y por aislacion de las fracciones

FI/EM antlbioticaoente activas con respecto al subestrato asi obtenido. Dichas
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fracciones pueden separarse adicilonalnmente, y se puedé transforngr los an=
tibidticos, as{ obtenidos, & sus derivades usuale s tales'como sus sa)es con
dcidos, sus derivados N- y/o O-acilados y sus productos de reaccidn con
oonpuestos de adleion de bisulfito de aldehidos .y cetonas.

En particular, la presente invencidh se ;{elaciona con a.ntibiciti-
cos basicos y con la preparacich de estos ilbtinos a partir de especies de
Micrononospora apropiadas, nfentras que los mds inportantemente representa-
tivos de dichos antibicticos bdsicos se denoninan s adelante “gentanici-
na' y "antibigticos coproducidos con gentanicina®; adends de lo que so de-
nonina nds adelante "los entibidticos del grupo B-451" y "los antibidticos
del grupo SP-30M, y su preparacicn. |

Cultivos de los organisros vivientes han sido depositados y cons-
tituidos on parte de la coleccioh de cultivo de reserva del United States
Departnent of Agriculture, Northern Utilizatlon Research and Developrient
Division, Peorias, Illinois, de dc;nde se los puede obtensr bajo sus respece
tivas 1ldentificaciones NRRL..

Micro-orzanisnos Profe;idos

De los nicro-organisrios que se ha comprobado que son itiles para
la preparacidn de gentamicina y sus antibicticos coproducides, uno do o~
1los ha sido denoninado Micrononosporn purpurea nesp., (que en lo que si-
gue se denonina M. purpurea), habiéndosele asignado el ndnero NRRL 2953,

y fué originalnente aislado de una puestra de barro de parque en Syracuse,
New York. - M. purpurea se caracteriza por un fino nicelio qus tiens tar-
ninonnedio un didnetro de 0,5 Js bo produce un verdadero nicelio aéreo;

produce espoeros sinples que tienen un didnetro te'Jzni_no nedio de 1,0 )1, en
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los extremos de espordforos simples; no es fijo a los dcidos; es gract po
sitivo; diglere ciertos tipos de protefnas y alniddn; es asrdbico, crecien-
do blen entre 22 y 37 9C pero no a 46 2C J nds. Son t{picos la forma de
colonia y el color ansranjado en la nayorfa de los nedios de agar organi-
cos ricos. En otros medios de agar, de reducido contenido de nitrdgeno, el
color do la colonia es entre pirpura rojizo y pdrpura. Aunque este piguen-
to plrpura rojizo es caracter{stico del recicn aislado del suelo, puede
perderse temporaria o pernanenteusnte en las cepas que se obtlenen nedian=
te repotidas alslaciohes y transferencias.

Otra especie, esencialmente equivalonte al M. purpures en la
produccidn de antibicticos, ha sido denoninada Micromenospora echinospora

.ne 8pe {que en lo quo sigue se denonima M, gchinospors). Esta espacie fud

alslada de una tmestra de lodo .eh Janesville, Nueva York, habidndosele a-
signado el ninero NRRL 2985. El M., echinospora, cuando crece en un nedio
que consisto en 0,05 % de extracto de levadura (Difco), 1 % de dextrosa y
0,1 % de carbonato de caleio en agua destilada e incubado sobre un sacudi-~
dor rotativo a 28 9C durants 30 afes, se caracteriza por un nicelio largo,
racificado, regular y sin tabiques, que tione un diduetro de aproxinada~
nente 0,5 p. El creciniento es de color pldrpura. Son producidoa abundante-
nente esporos individualnente ocomo ensanchanientos terninales de la punta
hifal. Tanto los esporos cono los esporoforos tienen caracteristicanente
forna de clavas. El esporo naduro os mAs bien esférico teniendo un did-
uetro de aproxitmdawents 1,0 a 1,5 Pe Mediante microscopia de contraste

de fase (X 1000) los esporos tiensn aspscto de paredes asperas, Las micro-

graffes electronicas indican que la aspereza se debs a espinas que scbre-



salen regulanaente oas alla de la superficie da los esporos, alcanzando o-
oasionalmente una longitud de 0,2 ™ (en este medio de caldo bajo las condi-
ciones mencionadas nmés arriba, M purpurea parece no producir esporos). M
echinos pora digiere ciertos tipos de proteinas y almidén, es aerébico y cre-
ce también en buenas condiciones en la gam de 22 a 37 aC pero no por enci-
na da aproximadamente 50 ac. Puede producirse un pigmento difusible purpura
cuando crece en un nedio que consiste en 0,3 %de extraoto de carne de va-
ca, 0,5 %de triptosa, 0,1 %de dextrosa, 2,A %da almidén soluble, 0,$ %
do extracto de levadura, 0,1 %do carbonato de calcio y 1,5 %de agar, to-
do ello en agua corriente, sacudiendo a 28 ac durante 30 dias. Esta carac-
teristica de pignento difusiblo puede perderse tenporarianente en las co-
pas obtenidas por aistincion y transferencia repetidas (el M purpurea, en
el nedio dascripto inmediatamente fias arriba, no produce por lo general es-
te pignento difusiblo).

Un nicro-organisno, que se ha conprobado que es util para la pre-
paracién de los antibidéticos del grupo R-A51, ha sido denominado Micromo-
nosoora carbonacea n.sp, (que en lo que sigue so denonina M carbonacoa).
habiéndoselo asignado el ndnaro NRRL 2972, y fue originalmente aislado de
una nuestra de suelo obtenida en Olean, Nueva York, U.S.A. El M. carbonacea
se caracteriza por el desarrollo de areas de color negro carb6n de acumu-
lacién de esporos sobre una colonia nicelial vegetativa por lo denas a f-
ranjada cuando crece sobre 0,5 %de extracto de levadura, 1 %de dextrosa,
0,1 %de CaCO®N 1,5 %de agar e incubado durante 20 dias a 28 oc. Los es-
poros de M carbonacea tienden a ser entre oblongos y elipsoidales y las

dimensiones medias del esporo maduro es 1,0 X 1,5 ~u Los esporos completa-
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nente naduros, cuando se los observa microscopicanente con lus transnitida,
son de color oscuroe. Aparecen esporoforos en grandes concefitraciones en
areas particulares del nicelio vegetativo nas bien que al azar a través de
toda la longitud nicelial. Fl nicello vegetativo nornalmente parece no des-
conponerse en elenentos polinorficos (fragmentos), conservando en canmbio su
integridad hasta autdlisis eventual. El incelio vegetativo tiene térnino
nedio 0,6 J de didnetro, no es fijo a los dcidos y es gran positivo. El or-
ganisno digiere clertos tipos de protelnas y alaidon, os aerdbico, y cre-
ce bien entre 16 y 37 ¢C, pero no a 50 26 ¢ nds, Aungue la foma de la co-
lonia y el color anaranjado (con noteado negro pardusco) son t{picos del
recién alslado del suelo, las caracter{sticas pueden perderse temporatia o
permanentenente on las cepas obtenidas por alslaciones y transferenclas re-
petidas.

Un nicro-orgenisno qus se ha conprobado que e8 util para la pro-
paracion do los antibidticos del grupo SP~30, ha sido denoninado Microno-
nospora halophytiice neeps (que en 1o que sigue se donomina M. halophytica),
habiéndosele aéignado el ndnero NRRL 2998, y fud originalmente aislado do
un lodoldcl fondo de un charco salino en Siracusa, Nueva York. El M, ha-
lophytica sc caractoriza por un largo nicelio ramificado que ticne un did-
netro de aproximadsmente 0;5 u y abundante esporulacidn. Los esporos son

ontre elipsoidales y esfdricos y tienon como término medio 1,2 Jon el

didnetro mayors En los gultivos mds antiguos, aparecen con paredes lisas y
de color oscuro, Los esporsg resultan nacer al azar a lo largo do la longle
tud micelial sobre espordforoe cortos o largos; ocasionalmente son sesilos.

Bl nicelio vegetativo no se descompone normalments en clementos polimdrfi-~
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bla I, se caracteriza por buen crecimiento dentro de la gama de pH de 6,8 a

7,8+ Sus colonias sobre numerosos medios de agar natural son inicialmente

anaranjades pero toman clerto tons de color castafio con la edad (20 dfas)s

el castafio claro (cansla), castafio anaranjado y castafio, son variantes com

munes de color. La oolonia raramehte toma color castafio oseuro y huhca he—

gro, Dichos micro-organismos muestran abundante esporulacion, particularmen-

te on las colonicas més antiguas de color castafio, Por 1o general se pro-

duce un pigmento difusible de color castafio rojizo, sobre un agar eompussto

de 0,5 % de extracto de levadura y 1 % de cualquiera de los siguientes azi-

cares: galactosa, lactosa, levulosa, mannosa, rafinosa y trehalosa,

TABLA I

Texonom{s Comparativa do Especies Micromonospora
Parte A; Fl medio contiens 0,1 % de Amina N7 Tipo A, 1 % de dextrosa, 1.5 %

Organismo

M. purpureg
NREL 2953

M. earbonac
NRRL 2972

de agar
Cbge

_ Macrogcopicas

ne

Miorogeopicas

No hey micellio séreo; colonia
levemente levantada, alomada,
cerosa; crecimlento regularsg
no se producen pigmentos difg
sibles, Color: Superficie: v}
no oscuro g7PI, castafio roji~
zo oscuro 44; Reverso: vino
g7PC, rojo oscuro 16,

No hay micello aéreo; colonia
plana himeda; creclmiento re-
gular; no se produce plgmento
difusible, Color; Superflecie:
periferia anaranjado brillan-
te giNA, anaranjado vivo 48,
centro negro—-castafio; Reverso
periferia anaranjedo brillan-
te g4NA, anaranjado vivo 48,
centro negro~castafio,

Micello largo, ramificado,
regular, no tableado, diama-
tro 0,5 p; pocos espordforos
y esporos presentes, esporos
de 1,0 p de didnetro.

Micello largo, ramificado,
ragular, no tabicado, didme~
tro 0,6 p, color oscuro; es=
poros abundantes, oblongos a
elipsoidales, 1,0 X 1,5 P,
nacen en racimos de esporo-
foros,
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Crecimiento §pti-

réoico

Tempera~ Buen creci~ Buen crecimien- Buen crecimien- _
tura miento & to a 16-37°C, to a 18+40°C, mo entre 30 y
22-37°C, no no hay creci~  no hay ereci-~  35°C.
hay creci~ miento a 50°C miento a 50°C
miento a
47°¢
Creecimien~ Aerébico Aerébico Aerdbico Aerdbico
to aerébi~
co O an=
aerdbico
Medio en~- : ‘
sayado M. fusca M, parva M, globosa M, coerulea
Glucosa Crecimiento Crecimiento (recimiento Crecimiento
vigoroso, Pig- pobre pobre pobre
mento solubles
Color:anaran ja~
de, cembia a cas-
tafio profundo,
con capa de ©8pO-
ros negra grisd-
cea o castalia,
Geletina Licuacién débil Licuzcién Licuacién Licuzcidn ré~
' pida
Leche Digerids lenta~ Inalterada Coagulada " Se puede coa--
mente; no coagu- y peptoniza~  gular; difes-
da - tién muy leve
Sucrosa Invertida No inverti-~ Invertida Invertida
. da
Almidén  Hidrolizado Hidrolizado  Hidrelizado Hidrolizzdo
Celulose Ateceda en leve No se descom— No se Cescom- No se descom-
medide pone pone pone
Reduc— Variable No hay reduc~ Nitritos pro. pq hay reduc-
cién ni- cién ducidos cibn
treto '
"Tempera- - - - -
tura
Crecimien~ Aerébico Aerédbico Aerédbico Aerdbico
to zerbbi-~
co 0 anac-



Las propiedades de M. echinosoora son idénticas con res-
pecto a estos medios.

En las Tablas 111-A y 111-B, se compara al crecimiento y color

de la colonia de las nuevas especias de la presente invencién en diversos

medios, con los manifestados por tres especies actualmente disponibles de

Micromonospora. Los medios utilizados son aquellos comunmente empleados pa-

ra determinaciones con Streptomyces. El color de la colonia se identifica

mediante los dos sistemas utilizados para los datos de la Tabla |I. Ademas

de los contenidos de la Tabla 111-A, se llevé a cabo una observacién de co-

lonia de M. haloohvtica en glucosa-extracto de levadura-agar de Waksman,

con el siguiente resultado:

jo ladrillo g$NG, castafio fuerte 55.

crecimiento bueno} colonia plegada; color ro-

TABLA 111-A
M purpurea M. echinoscora M. carbonacea
Medio "NRBL 2953 -"NRRL.2985 ** NRRL 2972
Agar de Crecimiento:bueno. Crecimiento: bueno. Crecimiento: bueno;
Bennett Color: terracota Color: castafio pro colonia levantada y
mMBPE, anaranjado fundo g 7i/2PL,cas alomada. Color: ana-
castafo-54, tafio rojizo grisa- ranjado brillante
ceo oscuro-4.7. g5NA, anaranjado vivo
48 (negro castafio no-
teado) (™).
Agar de Crecimiento:bueno. Crecimiento: bueno. Crecimiento: regular;
Emerson Color: anaranjado  Color: rojo teja colonia levantada.
tostado g5NC, ana  g5NE, castafio fuer Color: terracota g5PB,
ranjado rojizo te 55. castario fuerte 55.(**)
fuerte 35.
Pasta de Crecimiento: bueno. Crecimiento: regu-  Crecimiento: bueno;
tomate- Color: anaranjado lar. Color: anaran colonia alomada. Co-
harina de  tostado g5NC, ana- jado empolvado lor: anaranjado en
avena—agar ranjado rojizo fue& g4LC, anaranjado la periferia g5LA,

te 35.

moderado 53.

anaranjado fuerte 50,
centro negly castafo.
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Glucosa~Ag
paragina~
agar

Glucosa=Ex
tracto de

levadura=

agor

ﬂeg;o

Agay de
Bannett

hgar de
Buerson

Pasta de
tomat e~
harina

do ave=.
na=agar

Crecimiento: regu

-1l -

lar. Color: duraz
no brillante g5I4,
anaran jodo rojizo

moderado 37.

Crocimicnto: bue~
no, Color: casta=-
Ao profundo g5PL,
cagtaflo oscuro 59

Mohalophytlca
NRRL_ 2996

57«

Crocimiento:

regular; colg
nia plegada,

cahvolutada.

Color: cobre

g5LC, anaran-
Jjado ocastafio

5bpe

Crecimiento:

bueno; colo~

nia mis plega
da. Color: cg
bre giLC, ang
ranjado castg,
fio 54

Crecimiento: -
bueno, colo=
nla plegada,
Colors terrp
cota en la
perifeorin
g5PE, casta-
fio fuerte 55,
centro castg
fio claro
g4NC, castaw
fio fueite 554
*)

Crecimionto:
bueno, Color:
terracota on
dla perdforia
g5PE, castailo
fasrte 55m,-
centro: casta

‘fio chocolate

g4PN, castaiio
oscuro 59, -

Creoimiento:
buens,. Color:
dulcamara
g5PC, anorane
Jjado profundo
51,

Crecimiento:
buaho, Color:
terracota en
1ln poriferka
g5PB, castae:
fio fuerto 55,
centros cage
tafio chocola
to 4PN, cas~
tafio oscuro

594

Crecimiento;

Crecimiento:; buonosg
colonila granular al
menada. Color: arce
g4LB, castafio claro

pobre.

Crecimiontos pobre.

Crecimiento: regular;
colonis alomada. Com
Lor: cnaranjado berme-
Jo g4lNC, anaranjado

profundo 51.
I_"l.. fugca M.. 8D
NRRL B-943 ATCC 10026
Crecimiento:s  Crecimicnto: bue
bueno. Color: no. Color: torrg
terracota cota en la peri-
giPE, castafio ferla g5PE, cos-—
fuerte 55. taiio fuerte 55,
centro: castaiio
especia 3PL,cas-
tafio amarillento
oscuro 78,
Crecimiontos  Crecimiontos bug
busno. Color: no. Golor: castg
tangerino fic avena g4PI,’
g5PA, aharan=" castafio fuerte
Jado vivo, 55¢
Crecimiontos Crecimiento: roe=

regular, Co-
lor: Qurazno
brillante

g5IA, anarapn
Jado rojizo
moderado 37«

gular, '‘Color:
durazho brillan-
te g514, snaran-~
jado rojlzo modg
rado 37,



L

19,

a5,

Glucosa-
asparagl~-
na-agar

Glucosa~
extracto
de leva=~
dura=agar

Madio

Rodaja de
patata

Rodaja de
zanghoria

Agar de
sucrosa=-
nitrato
(agar ‘de
Czapek)

‘Agar de

tirosina
(obsorvg
ciones a
log 2, 7
v 14 dfas;
segun Goz
don &
Smith, J.
Bact. 69:
147)

Crecimientos
rogular & po=
bre; colonia
plana, Color:
anaranjado
84LA’ anarane
Jado fuerte
50,

Crecimiento:
bueno; colo=-
nia plegadas
Color: castg
fio especia

claro giLG,

castafio modeg

rado 58,

o)

Crecimiento:
bueno, Color:
terracota
g5PE, castafio
fuerte 55

Crecimiento:
bueno. Color:
castafio pro=
fundo g{PL,
castafio osey
o 590

Crecimiento:
rogular, Co-
lor: anaran-
Jado solar
g5LA, anaran
jado fuerte
50

Crecimiento:
busno. Color:
terracota
g5PE, castafio
fuerte 55,

0,1 % de CaC0; agregado al medio.

Crecimiento: po
bré.

Crecimiento:
bueno. Color:
castafio avena
giPI, castaflo
fuerte 55,

Mo purpuresa
NRRL_2952

Crecimiento: py-
bre.

Crecimiento: po.
bre.

Crecimiento: po.
bre,

Crecimiento: re-
gular. Color:
pigmento no dify
sible.

iy -B

M. carbonsces
NERL_2072

Cregimiento: regu-
lar,

Crecimiento: po-
bre,

Sin creoimiento.

Crecimiento: regu=
lar, Color: pigmen
to no difusible.

Crecimiento: pobre.
Crecimiento: pobre.

Crecimiento: regular a
pobre (plana). Colors
castafio avena g4PI,
castafio fuerte 55,

Creoimiento: regular,
(levemente levantada
y alomada)s Color: sin
reaccion,



B»

304

25,

804

2%+

dgar de
peptona-
hierro
(observg
ciones a
los 2, 7

y 14 dfes)

Pdrpura -
bromocre=
0 1l~=lache

Madio

Rodaja do
patata

Rodaja de
2ahghoria,

Agar de
suorosa=
nitrato
(agar de
Czapek)

Agar de
tirosina
(observy
clopes a
los 2, 7
¥ 14 diag
segun Gop
don &
Smith, J.
Bacts 69:

147)

Crocimiento: bue-
no. CoJ;ors gin
reaceion.

Crecimiento: bue~
no, Digestidn. Cg
lor: sin camblo
pH.

M. chalcen

ATCC 12452

Crecimiento: bue-
no. Color; rojo
pajizo gbPG, case
tafio rojizo mode~-
rado 430

Crecimiento: buae
no. Color: casta=
fio chocolate g4PN,
castafio oseuro 59,

Sin crecimlento,

Crecimisntos bue~
no, Color: pigmep
to dkfusible ne-
g0

- 16 =

Crecimientos regu .
. lar. Cglor: sin.

reacclon,

Crecimiento: regy
lar. Digestion
pareial,

M. fusca
NRRL B-9/3
Crecimiento: bue=-
no. Color: dulca-

myra g5PC, anaraf
Jedo profundo 51.

Crecimiento: po-
bre .

Sin crecimiento,

Crecimiento: regu~
lar. Color: pigmen
to no difusible,

Crecimiento: regular.
Color: sin reacoldn,

i sp.
ATCC 10026

Crecimienﬁo bueno. Co-

-lors dulcamara g5PC,
eranjado profundo 51.

Crecimiento:regular,
Color: anaranjedo tos=
tado g5NC, anaranjado

" rojizo fuerte 35,

Sin crecimiento.

Crecimiento: pobre.
Color: pigmento no di-
fusible.



By

30,

Ade

0,

25,

Agar de
peptona=
hierro
(obaervg
ciones a
103 2’ 7
y 14 dfes)

Pérpura
bromocre~
sol=leche

Crecimiento: bue=~
no. CoJ;orz sin
reaccion.,

Crecmientoz‘ bue~
no. Digestion. Co
lort sin cambilo

pH.

-17 -

Crecimiento: regu
lar. Cglor: sin
reaccion,

Crecimiento: regu
lar. Digestidn,
Cojor: sin cambio
pH,

Crecimiento: regular.
Color: sin reaccion,

Crecimiento: bueno. Di=-
gestion. Color: sin cam
bio mo

/

Los micro-organismos de la presente invencion son capaces de uti-

lizar diversas fuontes de carbono y nitrdgeno.

. En la Tabla IV, se compara su utilizacidn de carbono con la de

cisrtas espocies conocidas de Micromonospora mediante una estimacion visual

del creoimlento sobre placas de agar en medios que consisten en 0,5 % de

oxtracto do lovadura Difco (un producto do Difco Laboratories Inc., Do~

troit, Michigan), 1,5 % de agar y 1 % dol respectivo carbohidrato do cnsaw-

yo, todo ollo on agua destilada.

Carbohidrg
to de ensg

yo usedo
Arabinosa

Celulosa
Glacosa

Galactosa

Lactosa

Levulosa

Mepur Msech=
purea inospo -
NRRL ra NRRL
2953. 2985
bueno bueno
pobre  pobre
buaho  bueno
regu- regular
lar

pobre  pobre
pobre  pobre

TABLA IV
Me car~ M,halg
bonacea phytica

NRRL NRRL
72 2098
bueno bueno

- pobre

bueno bueho
bueno bueno
bueno bueno
bueno bueno

M.ohal M.fug

cea ca Mespo
ATCC NRRL ATCC
JA245  B943 10026
" bueno bueno  bueno
pobre pobre  pobre
bueno bueno  bueno
bueno bueno  regular
regular pobre pobre
regular pobre polre



Mannosa regu- regular bueno bueno bhueno bueno  bueno
lar
Rafinosa pobre pobre pobre crece pobre = pobre pobre
) hasta
cierto
grado
- Ramnosa pobre  bueno pobre pobre pobre potre  pobre
Almidda busno  bueno busno bueno bueno  bueno bueno
Suorosa bueno  bueno bueno busno bueno bueno bueno
Xilosa bueno  bueno bueno bueno bueno pobre  pobre
” Inositol pobre  pobre pobre pobre pobre pobre  pobre
I} N ’ !
Mannitol pobre  pobre pobre pobre pobre  bueno bueno
Sorbitol pobre  pobre pobre pobre pobre  pobre pobre
Testigo ‘pobre  pobre pobre pobre pobro pobre  pobre
0,5 % ox-
tracto do
o, lovadura
15,

Ademis de los contenidos de la Tabla IV, s3 determina la utiliza~
cidn del carbono del M. halophytica en igual manera, eon los siguientes
componentes carbohldrato: melibiosa, trehalosa, adonitiol, dulcitol y ribo-
saj con las dos primeras do ollas, se observa buen cre iimiento pero un cre-

& cimicnﬁo solamente pobre con las tros (ltimas.

En la Tabla V, se oompara la utilizacidn de n:.trogeno de los mi~
cro-organismos de la prosente invencidn con la de otras ispecies de Micro-
monospora por estimacion visual del crecimiento sohre pl:oas de agar en un
medio que consiste en 1 % do glucosa, 1,5 % de agar y la .’uento particular
de nitrdgeno utilizada (su concontracidn como la indicada), todo ollo en g

gua dostilada. La clave de color usada en la Tabla V estd ie acuerdo con
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i# Indinado papa le Tabla I.

&U.S

da levada
ya Rifen

. % de
amina NZ

Tipo A

i % de

1% da

EX/**

oadio

(1)

Oreoialeato* 7
na. Oolor: roje

taja apNK. oae”
8o fuerte $5*

Crecimiento: bue-
no. Calor: bor¢so”

M S -"r

aea aneara 47#

urooimionto: re¢gh
lar; i Calor:

zafias
neo oeouro 47.

Crecimiento: ragu
na rejiao #piaa-
eea aneara 47.

robre a ein oreoi
mienta.

robre a oin creci
mienta.
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PABLA Y

Creoiaieato: ©
lar, colonia le”®
ventada y alaafida*

en JKperaiWie
a%A, anaranjado

cmoimlonto: raza
lar: Mienla l#y

yantada y alenada.

W JSM I

toado a*g** oaaM
80). n

Creoiaieato: aa*

crooimiento: pe-

Sin eraeiadeato

Sin oreoiai™nt?

Mienla levantada y

Wa%l\/}\?au ado Ng;/o o#

PP*

crecimiento!

cmclmloatO! pbbro.

uraciatante: potra.
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20.
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SxLioa
de levada
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17 de

1 %de
Mide
glulMelco

1 % d#
treta de
eedle

1%de "
trate de
astéalo

M,
-& 3

& N ss —
crooladente! bM oreetaloato: oroelaleate: bueoo. Ce-
de. Odiar! roja* ao. Oeler: lor! 4hAa*aMnra. g$PC$

pjrlee ¢dPO, eea jado
tese rojizo n¥4S adera
— 41, 30.

N wwoajéde piefaede pl.

oeeteae leerte 33.
5%.

orooiaieuto: OreciBiiaatoi pebre CbfeelaAeate: pebre.

oreelmleato.“‘\qe?-' Croeialeateipebre Oreelaleate! pebre.
lar. Colar: caete

BMISS

be eeouro ?0.

sin oreelmleato. ala orooleleate. slr- oreolaloato.

Nd ereeialoato. Sia ereelaleato. 81la oroeinieato.

1) lea aetee pera”. eehlaoeoor™ eea Idjatleea e eetee.

8e ha aenoloaado eée arriba q” oe eweldere eoMpreadido deatre

del oeneopto Imveatlvo de la preaeate Inveaelda, el ueo de amtaatee de lee

mwvee eepeeiee de le proeeato lavoacida paré la predacdda de eatlbl4tI®

ooe. eoeo eel temblda el ueo de euo varlaatee. Ejeaplea eepeelfleee de ee-

tee verlaatea. que difieren de lee eepeelee deoorlptee ea detellee aeae-

rea talee eeao propladadea meafeldgloae e blequinleee, oca lee algalenteo:

dea verleatee de

deaedaedee ©# MblaeeBera ver. gggBM&M!
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¥y M. echinospora var. pallida; y una variante de M, garbonacea, que se de-
nomina M, carbonacea var. aurantisecg. Cultivos de ellos hap sido tambidn
depositados y forman parte de la coleccidn de cultivos de reserva del Unie
ted States Department of Agriculture, Northern Utilization Research and De-
velopment Division, Peoria, Illinois, donde se encusentran disponibles bajo
sus respectivas identificaciones NRRL, a saber NRRL 295, NRRL 2996 y NRRL
2997, respectivamente, Estas variantes fueron también originalmente aisla-
das a partir do muestras de lodo cerca de Jamesville, New York, y de suelo
de Olean, Nueva York, rospectivamente, siendo taxondmicamonte las mismas
que M, ach‘inoggorg 0 M. carbongces, respectivamente, pero con las siguien-
tos diferoncias: |

Mo ech;nosgora' var. .ferruginea no rcduce los nitratos; crece
bien sobre ribosa (tanto M. gghinogpors como M, gechinogpora var. pallida
crccen pobremente sobre ostas pentosa); sus colonias tienden a ser rojizas
o de color castafio amarillonto (volvidndose ocasionalmente de color rojizo
a castafio plrpura por emvojecimiento), cncontrindose ocasionalmente pigmenw—
tos de eolor castafio en el micelio. Lé osporulacién es por lo general pobre,
aunqué an clortos medios (por cjemplo pasta do tomates - agar de harina de
avena mds 0,1 % do carbonato de sodio) on cultivos viejos, se ha encontra=
do esporos y esporoforos que tienen la caractor{stica pared dspora. En es-
te Ultimo medio, y sobre agar de Bennett, el crecimiento es bueno y la co=
lonia os plegada; el eolor os rojo-caoba g6 /2 PI, castafio rojizo oscuro
41,

M. ochinospora var. pollida no alcanza & producir una pigmenta=-

cidn micclial pdrpura oscuro sobre medio do agar. Su color do colonia sow



15,

20,

3.

bre la mayor:fa da los medios de agar varfa en una gema desde anaranjado pd-
1ido a canela claro ("café con leche'). Sobre agar de Bennstt y pasta de
tomates = agar de harina de avena més 0,1 % de carbonato de sodio, el cre~
cimlento resulta bueno; la colonia es plegada. El color de la colonia sobre
el primer medio es damasco giGA, anaranjado claro 52 ; en este ultimo mew
dio, la periferia es del color mencionado més arriba mientras que el cen~
tro se vuelve negro.

M. carbonacea vur. gurantiacg ho alcanza a reducir nitratos oca-
slonalmente produce un pigmento difusible emarillo cuando se le hace cro-
cer en uh medio de carbohidrato sobre 12 base mannosa o xilosa; manifissta
uha produccign limitada de espoross El colar de la colania sobre la mayo-
r{a de los medios de agar cs anaranjado, volvidndose castafio enaranjedo por
envejocimiento, La superficie anaranjada contieneo ocasionalmente pequeiins
dreas negres, que consisten casi entevamente de esporos do color oscuro, y
estdn principalmente compuostas do micelio vegetativo. Sobre agar do Be—
nnet, el crecimiento do la variante es bueno; la colonia se levanta; el cg
lor de esta Ultimn os anaranjado tostado g5NC, anaranjado rojizo fuerte 35.
SoW pasta de tomates ~ agar de harina de avena, con un contenido de cor-
bonato de sodio de 0,1 %, ol crecimiento os regular; la colania se lsvan~
ta; el color de esta dltima s dulcamara g5PC, anaranjado oscuro 5le

Las variantes enumoradas son equivalentes a las especies descrip
tas mds arribe para los fines de producir antibidticos en general, y en
particular gentamicina o R-451l, respectivamente,

Formoidn v 4islaoidn do los Antibidticos

Los nuevos micro-organismos descriptos mds arriba y los otros mi-
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ero-organismos contemplados por el concepto general de la presente inven-
cion, por los métodos de fermentacidon esencialmente como se ha descripto
mes abajo, producen substancias antibidticos* Después de la fermentacién
(incubacién), se encuentra los productos antibiéticos tanto an el micelio
como en el caldo; después de la separacion del caldo con respecto al mice-
lio, se prefiere utilizar cono fuente de productos antibidticos al mioelio
en el caso de M purpurea. M echinospora. y sus variantes; en cambio, se
prefiere utilizar el caldo en el caso de M carbonacea y sus variantes, y
M halophvticp. En todos estos casos se obtiene inicialmente mezclas do an-
tibidticos.

En particular, de acuerdo con estudios de cromatografia sobre pa-
pal, surge que las substancias antibidticos producidas por M purpurea y
M. echinospora y sus equivalentes, comprenden por lo mencs tres componen-
tes. Al componente principal so le asign6é el nombre de gentamieina. Los o-
tros componentes que fueron aislados se denominan BA-3 (Fraccion A) y BA-3
(Fraccion B), respectivamente.

Las substancias antibiéticos producidas por oarbonacea y sus
equivalentes, comprenden por lo menos cinco componentes que en lo que si-
gue se identificaran como R-451A, R-A51B, R45IC, R-451D y R451E, respec-
tivamente, cuya resolucion depende del método empleado. En uno de los sis-
temas de cromatografia por particion, los componentes con regimenes de mi-
gracion similares a A, B, Cy Dson aislados como un grupo que es antibio-
tico e identificado como R-451. R“"$1D resulta ser uno de los componentes
principales de este grupo.

Finalmente resulta que las substancias antibioticas producidas
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por M, halophytica y sus equivalentes comprenden por 1o menos cuatro compo-
nentes. Se identifica el compussto de substanclas antdbidticas producido

por M. halophytica mediante la clave SP-30 y cada uno de los cuatro compo~
nentes mencionados mis arriba con la clave SP=304, SP~30B, SP-30C y SP-30D,

A fin de formar las substancias antibidticas, se hace crecer los °
micro-organismos a una temperatura de aproximadamente 25 a 40 2C bajo condi
clones asrcbicas sumergidas en un medio nutritivo acuoso que contishe una
fuente de carbono y de nitrégenp asimilables. Fuentes apropiadas de carbo-
no son los carbohidratos tales como almidon, dextrina, clertos azidecares y
lo similar, Fuentes apropiadas de nitrogeno son tanto nitrdgeno organico cp
mo inorgénico, de preferencia el primero, tal como harina de soya, peptonas
¥y lo similar.

La fermentacidn se lleva a cabo a un pH comprendido en la gama de
aproximadamente 6 & 8; durante eproximadamente 24 a 48 hr en el caso de M.
purpurea ¥y M. oghinospors, durante aproximadamente €0 a 72 hr en el caso de
M. garbonaces, y durante apro:dmadaménte §6 a 120 hr en el caso de M. halo-
mxﬂgg_. Aproximadamente al término del respectivo perfodo so alcanza la
maxims produccién de antibidtico. Se sopara ahora el micelio con respocto
a) caldo, y se aisla los antibidticos, resultando que se han enriquecido,

Por consigulente, en el caso de M. purpures y M_,_ gchinospors,
puesto que la mayorfa de la actividad reside en el micelio, se separa cste
§ltimo por filtracidn y se doscarta ol filtrado. Los antibidticos as{ pro-
ducidos (que on vista de las condiciones cuantitativas pueden denaminarse
simplemonte "gentamicina cruda'), son separados con raspecto al micelio por

oxtraccidn dcida con deido minersl a un pH de aproximadamsnte 2. Se neutra~
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1iza los extractos acidos hasta un pH de aproximadamente 6 y se los puede
hacer pasar ya sea a través do una resina intorcambladora de ioqos, de pro=
forencia del tipo Amberlite IRC-50, o bien se los precipita por foracidn

do unn sal insoluble, por ejemplo heliantato, Reineckate, dodecilbonconsul-
fonoto (Sal Santomerse S). Ejomplos de resinas del tipo Amorlite aquf em-
pleadas, de intercambio tanto anidnico como catiénico, se encuentran on el
"Handbook of Chemistry and Physica®, 42a Edicion, Chomical Rubber Pu~
blishing Co., Clevoland, Ohio (1960).

Cuando so emplea la "tdcnica con resina", se hace pasar la solu-
cidn moneionada mis arriba de la "gentamicina cruda® (ver mads arriba) a
pH = 6, a travds do la resina intorcambiadora idnica y so cluye la gentamis-
einn cruda a partir de la rosina madiant:a dcido sulfdrico diluido. Se hace
alcalino ol elusto hasta un pH de aproximadamente 10 mediante hidrdxido do
sodio, Despuds de agrogar acctona, se precipitan salos inorgénicas. So a~
justa el licor sobrenadante a pi = 4,5 y se concentra bajo presidn reduci-
da para obtener una solucion concentrada de sulfato de gentamic:lha cruda,
Se agrega mctanol a esta solucién y se precipita el sulfato de gentamiéin.a
cruda.

Cuando se utiliza ol "mgtodo do sal :l.nsolﬁble", se trata ol ex-
tracto micelial neutralizado (pH = 6) por ejemplo con Santomerse S y sc
sopara por filtracidn les sales as{ procipitadas. Se lava el precipitado
con agua y so disuelve on metanol, Se filtra la solucidn metanslica y so
la haco paser entonces a través de una resina intorcambiedora anidnica,
por ejomfilo del tipo Amberlite IRA-4Ol. Se concentra el eluato, se ajusta

8 p = 4,5 con deido sulfdrico, lo cual da por rosultado una solucidn con-

~e



eentradn, esencialmente de sulfato do gentanioinm, Ge obtiens diche sulfe~
to agregando metanol & la solucidn y eeparends por filtracidn 1a eul pree)
pitada, Se ln pusde purificar addoionslmento por reprovipitacidn como uns
sal insolubde seguldo per regeneracidn,

16 gontamioina oruda, tal como @ aislada mediante la téonica aen
rosina, puede usarss ys sea tal como o8y 0 &4 1 pusde dividir adioiensl
sente en la gentemicing mises y sus antibidtioss coproduvidos, ol se Viene
1a intenoifn de preparer solsments gonissioins, esta se lleverd preferenty
mente a oabo median¥e precipitacién freceionads do su sal Sentomsrse § (dg
dsoilbencensulfonato de sodle), |

4 ne deses sislar tanbidn los componentes antividtices coprodu-
cldos BA=3 (Frecoiones A y B), #s los sopars de preferencia & pertir do uns
solucidn metandlics concentreda de gententoins oruds msdisnte el sgregedo
4o acetena (precipitacifn fraccionada) Jie sprovechs la meyer solubilided
de 1a gentanicine en acotons-netsncl en cemparcoién cen RA-3 (Praceidn AYy
BA=3 (Freaceién B)7. Después d¢ imvar con asstens, #s seds ol precipitedo @
ousl consiste ssenciulmonte en una nestla d¢ Bi=3 (Fracciones A y B), Otre
métode para eislar dicha mesols 0on respests & 18 gentamicing ¢s 61 que &~
proveohs 1a mayor seludbilidad do lse sales ds dudesilhencensulfonato de es-
tos dos eonpenentes, on cosparesidn con la de Is yespeotive sal 40 gente-
usioing, Se precipisn la sal de dodsotlbencensulfenste d¢ gentemioina
mediante el agreghde do una solucidn de Santomarss S & uva solusién
de gentamicing eruda, Despuds de filtrar y lavar la torte de filtre
(a 1a oual se pusde trabajar para obtensr gentamicina purifiosds
o una sal de lo misma), se combinan los filtredes gque representen
una solucidén de law sales do dodentil~
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de sistema do la Tabla VI, se omplea selvente descendente; en la Tabla VII

go omplea solventes doscendentes y ascendentes, tal ocomo se indica.

oidn arb. pac

. Sigtem solvente . FelolR . WVM »
I)
Benceno, 10 peve @) )
Eter de petrdleo (30-60 C) (2)3 :

2,5 paVe y o ol 0,28 0,64 0,74
Acetonay, 5 peve 5
Tiempb de revelacida 1,5 hr )

)

Tolueno, R0 p.ve

e

n=butanoly 1,5 peve

Agua destilada, 7,0 p.v.

4

Eter de petroleo (30-60 26) (%))
1’5 p.Va

Tiempo de revelacion 4,5 hr
III)

Bter da petrdleo (60-90 o¢) (%)

)

5 PeVe )
Motanol & p.v. g
Acetato de ebtilo, 5 p.vs g
Agua destilada, 2 p,v, i
)

Tiempo de revelacidn 2 hr

D 0,19 0,42 0,60 oM

0 0,08  0,% 0,60 0,82

1) Pev, = partes por volumen; en los ehsayos origlnales,
2 1 peve = 0,473 1% i
) Estas temperaturas indican gamas de ebulliecion.
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H) Cloruro do oatlleno:tetracloruro da carbono (80:20) saturado
con formamida. So sumerge ol papel cromatografioo, antes dal ubo, en for-
mamida matanodlica al 50 % se soca con papel secante y luego al aire doran-
te 5 min para oliminar el metanol.

EL valor R™ observado diferencia al SP-30 da todos los antibig-
ticos conocidos, incluyendo oleandomicina, novobiooina, penicilina Gy
eritromicina.

En los siguientes ejemplos se ilustran métodos apropiados para
fermentar los micro-organismos preferentemente usados, extractaato las subg,
tancias antibidticas del micelio o el caldo, respectivamente, y resolvién-
dolas en sus componontos principales. En algunos do los ejenplos, se ex-
presa un valor de andlisis del antibiético asi producido, en términos de
unidades por miligramo como indice da actividad. El analisis se efectua mi-
crobioldégicamonto mediante una técnica comin de anélisis por difusion en
agar del tipo a disco (on ol caso do la gontamicina y sus antibidticos co-
producidos, y dal grupo de antibiéticos SP-30) o dol tipo de taza (en el
caso do los antibidticos del grupo R-451) ;comparar Donald C. Grovo y Wi-
Iliam A. Randoll "Assay Mothods of Antibiotics - A Laboratory Manual", Nuo.
va York (1955)/# usando Stmhviococcus aureus (ATCC 6538P) como organismo
do ensayo. So prepara una curva do referencia trazando la respuesta a do-
sis dol antibiético diluido en regulador fosfato a pH ~ 8 en un medio que
consisto en:

Peptona 0,6 %

Dtgesto pancreatico de caseina 0,4 %

Extracto do levadura 0,3 %
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Extracto do carne de vaca 0,15 %
Doxtrosa 0,15 %
Agar 0,5 %
pH 6,6

La susoonsion utilizada dol organismo do ensayo (StaPhvlococcus
aoreus) se normaliza de manera do proveer 20 %do transmisién a 660 mt on
un colorimetro. So determina la potencia do la muestra on baso a la curva
do referencia y so expresa on térmlnos do unidades por miligramo; uma uni-

dad en el "nesayo del tipo a dieco" os la cantidad do substancia de ensa-
yo guc se necesita para producir una zona do inhibicion de 18 mmcon un dis**
co do 13i5mMm o on ol caso dal "ensayo dol tipo a taza" os la cantidad no-
cosaria para producir una zona de inhibicién do 1$ nmmcon un cilindro do

acaro do un diametro oxtorno do 6,5 nm



a. agn%* aa e~Uva iwntaaéd 0O# Wpwtw* a m ****=*

6* 300 mi <m* aantlaaa W *1 da* *4% p**+* ***** Hxkxkxxsx

Extracta & baa***aaEa* 3 *
TUptM * *ox
lastwM * t *
10* ~*4d3a *c*aUa $* 3
~racto deiwada** % 3
Ajgaa eMHdaat* 1*000 a*(1)
<MAWSE* (!
aV) da mal
15$. a&gwtalA'H

Xaalidad da*

a* inaataa* araaaay a*aoaata*4doa &M*ata5dia**37 acaa-
bva aa aaaadiday ac*t*ttv* (300 *RxERx*x 3 da).

$0.
8a tnHMg**y*aa 1aaoMlu* da 25 *1, obtaalda da la praaadaata

atg™daipRMtMMddB, acadaaaa da a**t*a ******* daZM* aadaaaa %
lea aaala* “"ttaaa 500*1 M abanta aaatd!

Extracta da lavad*** W 3
33. 10 3
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Carbonato de calclo . 1l g
~ Agua corrdonte | 1,000 m2
Se incuba lbs frascos y sus contonidos durante 5 dfas a 26 o0
sobre un sacudidor rotativo, Se rodno los contenidos de los frascoss o am-
cildifica una alfcuota del caldo ontoro a pH = 2 con decido sulfirico éN y
sa centrifuga. Se recoge ol caldo sobrenadante y so noutraliza con hidrd-

xido do sodio 6N, Se ensays la alfcuota de caldo noutro con respocto 2 su

‘netivided contra Staphylocpocus aupons mediante la técnlea de difusibn de

agar. Los caldos obtonldos on la manera descripte dan por andlisis 15 a 20
unidades por milflitro do antivibtico.
C) Alalagifn do gentanicina cruda (como gulfato) a partir dol subostrato
do formontagifn

So ajusta ol pH dol caldo entero de la parte B do estc cjomplo
(aproximadamonte 2 1%) a 2 mediante £cido sulfdrico 6N, Sc agita y so fil-
tra usando un awxiliar do filtracién, So ajusta ol pH del filtrado o 7,0
modlanto hidréxido do sodio 6M. Sc hace pasar ol caldo noutro a través de
wa columna do resina intercambiadora do cationos (Amberlite IROm50, 110
g do rosina por M tro do caldo), Sc doscarta el oluato. Se eluye 1la colume
na modiante deido sulfdrico a pH = 2,0, Se noutralize ol oluato con hidrée
xido de sodio 6N a pH = 7, Se concentra la solucibn bajo presién reducida
hasta aproximadamonte 1/10 do su volumen, Se ajusta a pH = 10,0 medisnto
hidréxLldo de sodio 6N (solucién) y se agroga 4 voldmenes do acetona mion=
tras so agita, So enfrfa la mezela y se la filtra, So ajusta ol filtrado a
pH 5,0 medianto 4cido sulfdrico 6N y se concontra bajo presién redusida s

1la tomporatura ambionte hasta que le actividad del concentrado se aproxie



5*

10.

3NH

28

34+

mu a 20,000 unidades por mili31tro, So agrega 10 volémonos do motanal bajo
agitacion y so filtra el sulfato do gontamliciaa precipitado. Se soca bajo
presion roducida, Rondimionto total aproximadamente 100 mg, dando por ana-
lisis 343 unidades par miligramo por difusion en agar contra Stanhvlpao-
CCcus auroua.

D) .da.Jii.scaisAliiM aip,.ia"

So disuelvo 15 g do la sal cruda, obtenida on la manera previa-
mente descripta (que da por analisis aproximadamente 340-450 unidades par
miligramo) en 50 mi de agua. Se hace pasar a travds do una resino intorcaR
biadora de aniones (Amberlite IRA-~O0, forma OH) on una columna do 33 mMm
do diamotro y 61 om de altura. Se lava la columna con 2 It do agua. So cg&
contra el aluato a soquodad baje presion reducida y so disuelve ol residuo
on 50 mi domatanol. Bajo agitacién ce agrega esta solucién a 1 It do aco-
tona. So filtra y so lava ol procipitado con acotona. So ovapora ol fil-
trado a sequedad y ce retoma on $0 mi do motanol. So agroga osta solucion
a 500 mi de 6ter bajo agitacion. So filtra y so lava ol precipitado con
Oter, So ovapora ol filtrado hasta un residuo quo consisto on gontamicino
purificada, aproximadamente 3 g* analisis 961 unidades por miligramo.

EJB1PLO p
EKaBaya.Si*.3.&3., (memela da-&aC.alPRGP A Y B) a oscala do laboratorio

So siguo ol Ejemplo | (partes A a C), Siguiendo ontoncos la pa&
to D dol Ejomplo I, ol agrodado do acetona a la solucion motandlica dol
oluato concentrado produoo la precipitacion do BA-3 (mozcla do las Frac-
ciones Ay B). Después do lavar con acotona y socar, ol precipitado es su-

ficiontcmonte puro para el uso.
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ReeMlaeende #1 CKitivWw liefllleadO 4%$g. MIRHIFOMaeOdO da *1
BMFaa2at*X (parte A)# oea eaeerreapaidl~te ealtlre **g”jaggg&fBHHhO(+
de ana de lee rarlaatee g* eebla”™™aa y gN
rw. peUida), N eignlendo eeenolalseate el preeedlaleate de lee Ejeaple®

Xy/e X# ea podra obtener de manera aballar geRtealelee y/e BA-3 (Fieae™

Sel&MawHare 3? al delprlaevlaeealea# obtealde de la etapa
peeria de gei“aaeida, aeadatme deeaateefraeoee deK Il, ead* aaede
lee oaalee eontiene 300 al dal medie eetaril atlllemée poya la gewlaa”
el&” se meaba loe freeooe y ene ooatealdee doraate 3 dfaa a 88 "0 eebee
na eeeudldev retatlre (280 r.p.m., earywa 3 em). Se yedae lea eeatealdee
da loa fraaeoa. Su agrega 83 mi deleegoadelaceaUee aaiabteatde, meada
nao de relate fraecoe de 2 It, cada cae de lee eeelee eeatleee 300 al da
elgaleate medio!

Harlaadeeoya 30 *
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Doxtrosa (cerolosa) 40
Carbonato de calecio R ¥
Agw corricnto 1,000

g

4
ml

Se incuba los frascos y sus contenidos durante 3 a 5 dfas a 28

9C sobre un sacudidor rotativo (280 r.p.m., carrere 5 om)s Se redne y sc

transfiore asdpticamonto ol caldo a un frasco ostéril do fnooulum quo tig

no un brazo lateral (volucn totals aproxinadancnte 10 1t),

C) Btapa do formontacidn on tanaug

~ 8o transficro asdpticamento les 10 1t do inocculum a un forsmonty

dor de 240 1t qua 6bntionc aproximadamonte 185 1t dol slgwlonto modio os=

tordls
Betracto dc bacto=carne 600
Baoto~triptosa | 1.000
Dextrosa (corelosa) 200
Alniadn soluble 44800
Extracto de lovadura 1,000
Anticspumante a bose de silicom & 100
Agua corrionto, c.s. para 200

g

E'mma«

1t

1) 80 utiliz§ ol producto comorcinl "Anti=foanor GE 600
do Goreral Eloctrie Co,, sunqw son tambidn apropin-

dos otros antics pumantos.‘

So ajusta o} fH a 6,9<7,0 antos do la csterilizacidn. Sc foruep

ta aordbicanonsc duranto 20 a 30 hr (hasta quo ol volumen colular os aprg

xinadasonte 10 a 15 %) bajo las siguiontos condicionoss

Tonporatura an 40

Batrada de aire cstéril, aprox. 150  lt/mdn
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Proaién, aproX. 0,5 atm, Por so=
bro 1 pro-
glon atrosfd
rica pormol

Agitacion 180  ropene

So transficro asdpticancnto los contcaldos del foruontador a un

‘tanguo do fornentacicn de 24500 16 quo oontienc aproxtmadascate 1.665 4

do un nddio ostéril que tieno la siguiente conposicddns

Extracto de lovadura 7 kg
Doxtrosa 17 kg
Carbonato de calcio 1,7 kg
Anticapurento 400 ml
Agwa, contidad suficionto para 1,665 1%

S forrenta a 35 90 bajo agltaclén a 120 repess ¥ sc introduce
airo aproximndancnto a 0,5 atns por sobro lao presldn ot;mosféricn nornal
on una omtidad do aproxinadanchto 425 1/min, dwanto 24 a 31 hr,

AL téroino de cste perfodo, la potohcia do los antibidticos asf A
producidos ulcamsa una ndxdna o cresta que poraancce substancialmonto
cons‘i’.an‘bo. Durantce la feracentacion ¢l p pormancee substancialionte eonge
tanto on la gam dec 6,6 8 7y4e Bl volunon do las odlulas alcanza ua valor
constante do 2 a 2,5 nl. La potcnoia dol antibigtico as{ producido os a-
proxinadancnto 25 unidudcs/milﬂltro. “

D) gidn de gon ,_oruda (gonio sulfate tir do 1o foroontu-
¢idn dol tanguo

So agroga 25 kg de axxiliar do £ilt racidn (colito) & 1.850 14
aproxinadancnte do caldo do f&mntacién do 1a parto 0 do csto ojemplo,

y sc filtra. So suspondo cl auxiliar do filtracidn y ol nleolio adhorcn-



to on aproxir:adancnto 370 It do agua, su ajuste ol pH a 2 nodiontc acido
sulfdrico 6Ny so agita durante 13 nin. So filtra y se doscarta la torta
nicclial. Se ajusta ol pH del filtrado a 7*0 agregando hidroxido de sodio
4N. So carga ol filtrado neutralizado en unma ccluona do adsorcién do in-
tercambio catiénico que contieno 18 a 20 It do Aa®rlito IRC-50, bajo su
forma sodio. So doscarta ol Oluato, so lava la rosino con agua y so oluyo
con acido sulfdrico 2N) so redno enténeos los oluatos acidos. So continda
la elucion hasta el pH = 5,0 aproximadamente. Se noutraliza loa oluadoa
asi reunidos hasta aproximadamente pH ¢ 7,5 nodianto hidréxido do sodio
2N. Se concentra hasta aproximadamente 3*7 It bajo presion reducida a una
tonporatura inferior a 45 SC. So lleva el concontrado a pH *=10,3 nodian-
to solucién de hidréxido do sodio 2N. So agroga 3 volUnenos do aeotona,
se ohfria, se filtra los sales precipitadas y so las lava con acetona; so
conbina entonces el filtrado y los lavados. So ajusta ol pH del filtrado
conbinado a 4*5 nediante acido sulfdrico 2N, so concentra bajo presion
ducida a nonos do 45 °C, hasta 100 ni. So agrega 1 It do notanol, so fil-
tra y se doscarta el filtrado. So disuolvo el precipitado (sulfato do gon
tanicina cruda) en suficicnto agua (100 ni) paro producir una solucién al
20 % Se ajusta ol pH a 10,3 nodianto hidréxido do sodio 2Ny so agrega 5
voliumenes do acotona. So enfria, se filtra y so descarta las salos preci-
pitadas. Se ajusta el pH dol filtrado a 4*5 nodianto &cido sulfarico 2N,
y se concentra bajo presién reducida a 30 ni. Se agrega 500 ni de notanol,
so filtra y se lava el precipitado con notanol frio. So soca ol sélido by
jo presién reducida sobro pontdxido do fésforo, para obtoncr aproximada-

mente 20 a 30 g do sulfato do gcntnnicina cruda (actividad: aproxinndanog
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to 500 unidades por miligramo),' que ochsist: substancinlponto cn ol sulfoe
to do gontanieina mezclado cun los sulfatos de BA=3 (Fraecidn 4) y BA=3
(Fraccidn B).

B) Mdtodo o)

Sc filtra ¢l caldo do la.parte- C de cate cjonplo y se suspendo

ol niicolioc cn 350 1t do agua. Bajo agltacidn sc agrega deido sulfidrico &
para ajustar ¢l pH o 2. Sc filtra y se lava cl mdeolioc con agua, Sc conbj
na.ul filtrado y loa lavados. Sc ajusta cl pH a 6,5 rudianto hidréxido do
scdio 4N, Sc ogrega 2 kg do tiorra infuscrin como auxiliar do filtracidn
¥ 750 nl de una solucidn ucuosa al 30 % do Santonorse §-(dodocilbonecn
sulfonato dc sodio)s Sc ngita vigorosauocnto durante 15 nin, sc filtra y sc
lava la tcpta do flltro con aguwa. So soea particlanmte al aire la torta
de filtro y sc suspende ontonces on 40 1t do actanole So agita duranto 10
nin y sa filtra, Sc oxbracta la torta nw vancate con 40 1t do netanol y.
so conbina los cxtractos nmotandlicos, So haco pasar la solucidn nctandli-
ca (aproxinadanonte 100 1) a través dc una colunm do adsoreidn de intep
canbio anicnico que eonticac 5,0 1t de Amborlito 401 S on notanol (rosina
on forna hidroxilada)s Sc lava la colunna con 20 1t do notonole ‘Sc conble
na los cluatos, sc concentra bajo presién reducida hasta aproximadancnte
)0 1t y so filtrae So ajusta ol pH dol filtrado a 7,0 rodinte deid sul~
fdrico 2N, so concontra a 400 ul y sc filtra, So ajusta cl pE del filtra-
do & 4,5 nodianto deido sulfdrico 2Ny so agroga 5 a 10 volfhonos do noty |
nols 8¢ filtra cl sulfato do gentandcina cruda asf{ procipitado, sc lo lam

va con notanol y sc scca a 40-60 9C bajo presidn roducida, ‘Bl readinionto
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o8 aproxinadancnto 56 g (andlisis 625 unidades por oiligranc),

F) Purdfiooeidn do} sulfato do eeateptolan crula als

| So disuclve 55 g do sulfatc do gontanicina eruda, tal couo sc 1o
obtionc de la parto D o ¥ dc cste cjomplo, cn 10 3% dc agua, sc ajusta ol
M a 6,5 nodlantc hidrdxido do sudio M-y se agrega 300 g de awxiliar do
fi],i_;rucién ticrra infusoria, Bajo agitacion sc. agrega ‘250 nl do una Solu~
cién acuosa al 30 % do Santonorso S Sc filtra, -sc lava ol preeipitado

con agua y so scea al airc, So suspende la torta de filtro on 10 1% do o=
tancl, aso aglta y sc filtra, So ropitc la cxtraccidn notandlica do la tore
ta de filtro y sc corbina lco flltrados. Sc haco.pasar los filtrados o tma
vés do una colunna do intereanblo anidnico que comtiono 5°1% do Anborlite

-TRA=40L 8 (forna (H) cn notancl, a un réginen do circulacién de sproxinn=-

danonte 500 n}/nine Sc lava la colunna con 10 1% de notanol ¥y so conbina
los cluatos. Sc concopkre los cluatos conbinados bajo presion rcducida hag
ta 1 1t y so agrega deido sulfdrico diluido hasta quo ostd conpleta la prg
oipitacidn (do acucrdo con una nudificacidn vontajoss, so agrega ol deddo
swfdrico hasta quo se aleanza un pH de 4,5 y lwgo sc agroga, bajo agltaw
oidn, 18 g du carbén pulvorizado activado, so continfa agitando durante 35
nin, sc filtra, sc lava la torta do carboh eon agua, 8o coublna ol f£iltro=
do y los lavados y so agroga & 10 voldnoncs do notanol). So filtra ol sul~
fato do gentanicina as{ formedo y se lc sceae El roncinlento os aproxina-
dancnte 37 g andlisis aproxduadanonto 780 unidades por niligrana.

G) Egegggaggén do gentadeina g partiy dol sulfato do gontamicina

Sc disuclvo 10 g do sulfato do gontmicina purdficada (do la

parto F do cate ajoiplo) on 1,500 nl de agua y sc hace pasar la solueidn
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a dravés de una columna do intorcanbio anidnfeo qu: esnticns 100 nl do Anw
berlitc IRA-400 (forna OH). So concontra ol oluato y oo le liofiliza para
obtcnor aproxiiadancnte 6,7 g do gontanicina quoe por ;hélisia da un valor

dc aproxiuadamcate 1,120 unidados por niljgremo.

Se siguc cl Ejonplo I (partcs 4 a G, y luogo D 6 B). Sc sigue
ontcnees la partc F del Ejeuplo IV y sc cooblna ol filtrado'del -proolpita~
do ob tenido por agregadc do la solucion do Santonorsc S, con cl agua do
lavado dc la torta do filtro y se hace pasar a travds de una eolumna do
una resina do intereacbio anidnico reeidn rogenerada ( deo prefcrcxfcia -
berlite IRA~401 S, forun ), Sc conecntra ol aluato hasta 150 nl y ‘so a=~
groga por gotas a 0 voldnenos de acctona bz;jo agitacion,. con 16 cml s
preeipitan los salcs gue, despudg do separar por ﬂltra.cigh, éc lavan don
acctona y sc degeartans So eonpontra ol £11ltrado coubinado de mmrd dc o=
lininar la accctonn, dando por rosultado una solucidn acuosa do BA-B. (‘Frao—
cién'A) y BA-3 (Froecidn B)s Sc ojusta la sclueidn e pH = 4,0 ncdionte €-
eido sulfirico 2N y se filﬁr&..Sc agroga 10 vollnonos de metanol y sc £il=
tra cl prcelpltado ro-aulﬁan'bo,. so lava con uétanol y 80 acea. Bl natcrial
anerfo sceado consiste csoneinlnonte cn los sulfatos de BA=3 (Fraceidn 4)
y Bi=3 (Fraccion B),

EIBELO VT,
Propargetdn do Gontontedpe ¥ Béed (Frocqioncs A y B) Modianto Formentaoidn

A llpvar a cabo la gornimeidn, nonolonada on la parto 4 dol
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B*wi*iv, aBEIMITow3A**\W*** dag. **baanara & da ana da law***
rianlaag, echineerer* var® nallida) *a

A A JBIHASESL. y w1 N<ne)ta yiAMw~tnlc 4%
1+* BJeaplcal\W/a V, aa puede dblarar, daaaneraaiailar, ganlaalaiaa
y/# (Haenioea Ay B), ragpaa™\voaanla.

mntM,0 m

84 diacdra 10 g da *aiiat$ da gcalaaiclna parificada (da la par-
la Fdel BjeawlolV) en tPOOal deegaa, a* adaarbaen la nacer* deaarlp-
taaal* parla 6 del ~Je”lo 1V, y aa ajnal* $1 aléalo a pH* 4,5 aadianla
daida daac”idriaa. oe oenaaalra 1* adacidn a apiadad bajo praaidn rada™.
cid*. se dieualve #1 reaidaa entapa! a* aeland y a# agrega 750 al da +*
calen*, a* reccgaocbre en filtre al darbidraio da genlaaiain* aai pracl-
pilada, aa lava can anciana y a* caca baja praaidn radecida aalra 40y dO
Q2 R rendimicnte aa aprcaiaadnnenla $,$ g; par andlieie da apyadaadMM**

la Ozoaaldadaapav ailigraaa.
WRC3M™ m i

Se diaualve 6,4 g de a’t-fale da gealaaicina arada (plaiida da
acuerde con ya aea laa parlea Bd”~dal gjw la 17) anOSaldeagaa* M
agraga una aolueidn oali*%te (75 30) de 33 g de (naranjado Sanie en *ro-
aciaadaaaaie 300 a 350 al de agen, agil*y aa calléala la acacia a 7$ *0
y co fillra aa calienta, se I*w con agen al M laalala aad proalpilada y
aa aaca baje preatdn reducida aebrw penldalde da fdafara. da raarialaliaa
a parlur de netanei acueac calieala, eblaalA”eaa apreniaadameala 11°4 g
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do agujas do ecolor cnstafio vojlzo, p.f, = 265 9C (doses)s
4ndlisior © 52,7 % H 6,43 % N 13,61 %, 0 19,42.% S 7,64 %

R holinntato asf fornado a partir do sulfato do gantasieina ery
da pucdo contcnor cantidades menorcs de las rosmotivas sales do los anbi-
bidticos coproducidos BA-3 (Fracsifn &) y Ba-3 (Fraccién B), Sin onbargo,
la proparscicn dol heliantato on la mancra dcscripta nds arribe roprosonta
wn purificacitn, pucsto que, por conversidn al clorhidrato (por disolus
cidn an deilo clorhfdrico 2N filtracidn a travds do un locho de carbdn;
conoontracion dol filtrados agrogado do 6 volfuonos do acotonma; y soparas
eidn dol clorhidrato asf preeipitado por f£1ltracidn y secade), 8o pucdo op
tonor un producto quo tienc un valor, por andlisis, do aproximedarsnto 760
unddados por niligranoe

EEMLO IX
P clon do to Gentanic

Sc disuolve 2,2 g dol sulfato dc gentanicinn oruda (ya sca do
las partcs D ¢ E dol Ejomplo IV) cn 22 nd do nguae Se agrega 82 nd do wnn
solucidn geuosa saturada de Sal Roinocksto, bajo agitacidn, So agita la
nogela 2 la tompuratura ambionte durante 1 hr y lucgo so “cja roposar du-
rante 1le noche aproxinadancntc a 5 9Cs So filtra ol procipitado, so lava
con agua onfrinda con hiolo y so soca bajo prosién roducida = bre pontéxim
do dc fdsforos. So rceristalisa la Roinceknto a partir do motancl aowoso cg
licnte, obtohiondo agujos pérpura, pefe = 270 9C (dasca)s
Andlisies © 24,50 % H 4,49 %, N 22,10 %, S5 27,92 %, Cr 9,52 %

La sal Roinockato as{ obtonida puodo contonor cantidadcs mcnoros

do los corrospondicntes salos de antibidticos coproducidos, paro adn so la
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puede Htilioor (wao parifioaoigR, pacato que, per roeoHvereidR al sulfato

(diaolvieadc la ~Maackate en Batane! oocacao$ adaorbloR# cobre aoa roaino
iaterooRbiadora de eaionoa fRert™aontc !“oioa (ARbo”.ito 1R"481 S)$ 00&.
eentrando o! olaato$ ajustando el pMa 4,5 aedisn-te acido aalfarieo diltd”
agr&gandc 5 vclABenea ée "otidB&I$ y filtran# al salgate de goMtaaiei*
aa puriiioadc aaf prooipitaéac), puedo obtener an producto que tiena MR

valar# por aoallaie de apxo™aa&B*aRta W w"idadoa por auigraao.

UMnwiS&i.~..~a.~"s..ag&jSsjglLaalJ iAaiiSmja&~seaiaMgRiaA:
ai#

Se diecelvan 1b,4 gdo ot de gentamiciac (e lapurte y #1
Caspio 1?) an 108 al de agua. Re agrega 3) g de femoidehido”™Maalfito da
aodio ea poroiCRoo de Ii*m o Se agita 6uraate 35 mih, ae agrego tria”
tilemina tacata que el pn at“rnta a 6,8 y as aiguo agitan# darcmte 18 hr,
Se agrega i& moaola de rcaociao a 5 voldacaae de aotonel, y ae enfria a 5
*0. fie filtra y oc lave el prcoipita# con Mtonoi y lat™"P son #tor, So oo™
oa al aire, so obtiene en polvo BMxiO iooolo$0.

So puede obtener en lo aAgai<mté manera na producto do ~ae alto
ealidod. Se diaaelve 300 a da ealAato de gwtamielna (obtenido de acuerdo
oca el MjeBMNo 1V-P) en 1,3 It agua. 8o agrega 366 g do foxanuldobido™
biaolfito de oodio en pequeSaa porelanaa a tmvda do m periddo de 3S miz,
So aguata el pi! a 6,7 atediante 13$ tal de triotili“ixn y ae e”gita & xento
16 hr a le temperatura ambienta. Se agrega lo eoluoldn a 7,5 It de aetaaol
bago agitaeidn. Se filtra el precipita# y ao lora coa Botdoo!. So comMota

01 filtrado y loa lavadas Retandliaoo y es a¢s”e#i a 9,8 It de oootoaa bogo
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agitacidn. So f£iltra ol precipitado, se lava con acotonn y 8o seoa, Bl rop

dinionto es 178 g de un polvo blanco anorfo; la actividad os 580 unidades

por niligrano, _

Andlisis: C 26,44 % H 6,18 %, N 5,54 %, S 14,66 %, N 7,49 % contonido
total de cenizas 22,2 %,

EEMPLO XTI
zgogrgcién de R=451 por Fogmontag;t;g Jde M, carbunicoa -8 _Esecaln do laborae
topdo

4) Bopn do goru;ggciﬁn

Se agroga asdpticamento. un cultivo liofilizmado de Me garbonngon
a un frasco sacudidor do 300 nl'que contiene 100 nl del wodio doscripto on
lo parte 4 do) Bjenplo Is Se incuba el frasco y sus contonidos duraato £
dfas & 37 9C sobre un sacudidor rotativo (280 r.p.n./noin, carrera 5 om)e
B) Btapa do Fornontacion

So transfisre 25 nl del inoculun obtonido de la etopn precoderto
do gorninacidn o cada unc de cuntro frascos de 2 1t ocada uno de los oualos

ocontione 500 nl dol sigulente nodios

Levadura 5 &8
Solubles de pescado l ¢
Licor Jo maceracidn do nafs (seeo) | 1 g
Carbonato de caleio ' -
Iactosa 30 ¢
Agua corriomio 1,000 nl

Se incuba los frascos y sus contenidos durante 2 a 3 dfns a 26

9C sobre un sacudidor rotativo. Se redne los contonidos do los frascos.
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A loa femaatON roldes de la parte B da oato aledla, ce agre®
ge en canillar de flitmoldb (tierra lafaeom) y ae filtra* ae oatmete
el filtrado Redigate acetdte de otilo o o3orofbom&$ eo smatloBo el pn de la
Base aoeocaa a ? e cdc (pesa de prefcRsacia la pra”INO Raible a p~ ™ ?)*
se aoRveatm el extraate beata un aceite rnaMaal per ow”exaeidc del ael™
vento baje proe&dr redcoldit* 3e disuelvo el reofd”io on UK oxooco de olores
ibme y 03 per flitmoldn* Be eerMwtsin baje preolér md~lda la
oelwldb elewfdmiea hasta pogoolio valtsaan y ce agrego, la eolaoldn eooeaa-
Irada, bajo egiteelOn, o 10 vel&BaaaK & Otor éa petréleo (gMaa de obulll®
oida y a 60 "o)* N separe el py”~eipltado per filtrael”™ (puede cor oseo-*
serlo llevar a oabe réopotildas p~cuplt™olonoe o partir de eloro&mie al al
ooalenao ee fbay™ un aoolte # Mes que aa Raterial fUtmble adlldo)*
eeateai“tde diabe precipitada la cayerfa da lea cubcte-ielaa antlbidticec,
sato Raterial as activo eantra at"w”~ao”eaa aaraaa otcMade ce eaaaya aala™
elonec gue eoRtlenoR am eaatldad tajr redaalda ceno 18 g"atl, Rodleato <¢f
adllalo por diibaiOR w dicto*

da acto Bisela*
ada etgma e utlllaa g parlMiesolch par emMate™ifa ea
eelCRna cabro al&alnR* olwste pi~nad.pal so define ocamo ?WS1* y resalto
catar deggovRato dal aec’cesate Ib-4Hs* Be perflo’er”. abtaal™Maa he*
ee al 3*4% aelabla er giny por lo tanto paralte la preparacion do 10mac
or decia esecCffo 0 Thmae aga celubloe del aotdblétios™

N pFoi“ra ana o”lwma <ee adeoroadn oryaate”~rdilea sobre aideica
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que se empaqueta vertiendo wna suspensién de aldmine de calidad cromatogrd=-
fiea (producto comercial No 71,707 de Merck & Co.) en cloroformo-metanol
(311) en una columna de vidrio que tiene un diémetfo interno de aproximadae
mente 51 mm, de manera que la sltura de la aldmina es aproximadamente 6l om,

Se disuelve 10 g del material entibistico orudo, obtenido més a=
rriba, en 50 ml de cloroformo y so agrege lentamente la solucidn a la colune
na, So eluye la columa con cloroformo~metencl(3:1) recogiendo 12 fracciow-
nes de 500 ml cede una, y se continfia entonces la elucdén con metanol-cloe
roformo (3:1) recoglendo otras 37 fracciones adicionales de 500 ml cada una,
Se ensaya las fraccionos secando al aire pequofias muestraes y analizdndoles
con respecto a S$%aphylogocous gurous. Se rodne fracciones sobre la base ae
actividad contra Staphvlococous supeus. La porcién principal del-material
elfido y la actividad mfxima resultan oncontrarse en las fracciones 13 a 30,
Se rofine estas fracolonss, se las cancentra bajo prosién reducide y se pro-
cipita modiante ol agregado a éter de petrdleo. Se filtra y so seca al aire
ol antibibtica precipitado Re451, rendimionto 1,7 g, actividad demostrads
por por lo menos 1 Pg/ml contra §faphylogoocus aurena (ensayo do difusién
sobre disco), |

En la Tabla VIII, so presentoa datos que mwostran las fracciones
particulares rounidas, la manera de aislar ol material antiviftico sélido,
con respocto al oluato, los resultados de ensayo on disco con respecto a
Slaphvlocgecyg aurcug y los valores Rp _pora lag fracclones reunidas en el
sistoma particular empleado. Los valores Ry se calculsn en 1a manora uswal
sigulondo bloautograffa contra Staphylecoceus aureug dol cromatogroms sobre
papel dosarrollado,



A0,

”p

£0,

23,

Prepaxacifn do ReAslpor Fornentaclén do M, Gorbonacog Vars Auwrantilaca .

(3] a
Roomplazando ol cultivo liofilizado de M. garhonggoq on la perte

A dol Ejomplo XI con un corrospondiente ecultivo do Y. garbonafon vor. aurans-
m, y sigulondo osoncialmonto ol procodimionto do dicho ojomplo, €0 poe

daré obtonor do manora simllar ol Bey5l,

A) Etapa do gorminacin
8o agroga agdpticamonto un cultivo liofilizado do Mxpgngm
a8 un frasco sacudidor do 300 m) quo conticnc 100 ml dol siguionte modlo do

crocimionto ostéril:

Extracto do bacto=camo 3 ¢
Triphoso 5 8
Doxtrosa 1l g
Almidén solublo 2% g
Extracto do lovadura 5 8
Carbonato do calcio 1l g
Agua corrionto 1000 ml

So incuba ol frasco y sus contonidos duranto /4 dfas & 35 9% (o
hasta que so obtiono buona gorminacién) sobro un sacudidor rotetivo (280
I'np.m,, carrers 5 om)!

B) Etaga do pro=siombra

A cada wno do tros frescos sacudidoros do 300 ml, cada wio do los
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cuales contiono 100 ml dol modio do crocimionty ostéril momcionado mds arri-
ba, so agroge 5 ml dol primor inoculum obtonidy do la procodonto otapa do
gorminacién, So incuba los frascos y sus contoiidos duranto 72 hr a 30 9C

sobro.cl sagudidor rotatdvo,

.o) W_wa

So transfioro 25 ml dol sogundo inoc ilum, obtonido do la proga=
donto otapa do promgiombra, a cada wno do dioz frascos do 2 1t, cade uno do
los cualos contione 500 ml dol modio de crocimtionto estéril utilizado para
1z gorminacifn, So inecube los frascos y sus ecotitcnidos duranto 72 hr a 302C
sobro un sacudidor rotativo (280 r,p.n., carro'a 5 cm), So rofime los conto-
nidos do los frascos y so transfioro asépticamnto el caldo a un frasco do
inoculun ostéril que tiono un Wrazo latoral (vidlumon total aproximadamonto
5 1t).

D) mm_mmw

So transfioro asdpticamonto los 5 1t 3o inoculum a un formontador
do 130 1% quo conticno 90 1t dol modio do crociiaionto estéril amploado on
la otapa do gorminacién.{ 8o formonta aersblcamerto duranto 20 a 30 hr (hne-
ta quo ol volumon do clulas ompacadas os aproximadamonto 20 a 30 %, sogfa
so detormina contrifugando una muostra do 10 ml -y 2800 r.p.me durento 5 mha)
bajo lag siguiontcs condiclonos:

. Tomnporatura 35 20

Entrada do airo ogtéril, aprox. 153 1t/min

Prosifn, aprox. 0,5 atm, por sobro prosién
atmosfdérica normal

Agitoeibn ' 180 oy
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~ Ouando ol volumon do las odlulas ompagadas aléanza wn nivol do
por 1o monos 2 ml, so transfiore asdpticamonto los oontonf.dos dol formontae
dor & un tanquo do formontacién do 2500 1t quo osntione aproximadamanto
1665 1t dol sigulonto modio ostéril:

Extracto de lovadura 845 kg
Solublos do poseado 1,7 kg
Licor do macoracién do mafz (soco) 1,7 ke
Carbonato do ealeio 1,7 ke
Lactosa 51,0 kg
Mntiospumonto . 500 ml
Agua blanda, aprox, 1665 1t

So formonta a 35 °C miontras so aglta a 120 r.p.m, y so introduco
airo aprox.'lmadm;xonto a 0,5 atm, por oncima do 1a prosisn atmosférica normal
on una cantidud do aproximadamento 425 lt/min duranto 50 a 70 hr, 41 térmi-
no do csto porfodo, la potoncia del entibidtico asf producido alcanza un
mdximo que pormanoco substancialmonto constante, sogln so dotermina por
oxtraceddn do muostras y anflisis eontra Staphylocoqcug aureud.

' Durantc la formontacién, el pH pormanoco substancialmonte en la
gama de 7,0 a 7,3, El volumon do ¢dlulas ompacadas alcanza un valor conse
tanto do aproximadomonte 2,0 ml,

E) jalacifn do Jos substanglos anfibiftless dospuds do fopnpntocifn on ol
Jonquo

S0 agroga 25 kg do awxiliar do £iltracién (Colito) a los 1850 1t,

aproximadsmontc, do ealdo do formontacisn obtonido do la parto D do osto

ojomplo, so agita y so f£iltra, So doscarta la torto micolial, So oxtracta



cuordo con ya soa las partes E o F do osto cjomploy on 38 ml do la faso méa
posada dol sistoma de solvontos on dos fases, So agroga 19 g do la tiorra
infusoria a la solucidn y sc agroga la mozela s8lida a la parto suporior
dol locho do la eolumna y sc comprimo firmomonto, S oluyo gon la faso mfs
8. Uviana del sistomn solvonto on dos fascse
So rocogo los oluntos a razén do 50 ml/min, La cantidad do frace
cionos individuslos os opcianal; poro ostd rolacionsda con ol volumon quo
pucde contoncr la columna (HUV) (ol HUV so dofino como ol volumon ocupado
por la fase mds liviana del sistoma on dos fases on ol volumon dol locho tow
W a1 do 1a columa), En osta columa, ol HUV roprcsenta aproximadamonte 3500
' ml, Sc doscerta ol primor volumon rctonido quo so ha rocogido, luogo so0 cro-
matograffa una mucstra do cada fraceibdn asi rdcogida, sobro papel usando ol
sistoma solvento I (Tabla VI) y so bloautograffa ol papolograma ravolado y
socado con rospocto a Staphylocogeus durous. So combinn 1la fraccioncs do a-
384 cwrdo con su diagroma cromatogrdfics sobro bapol on grupos quo luogo so
concontran a soquodad bajo prosién rcducida; 8c posa los rcsiduwos, y so los
oromatograffa y bioautograffa nuovamento sobre papel para dotcrminar 1a com-
posicldn relativa dol grupo particular do froccilonos, Do osta manorn €0 ob~
tiono los rosultedos do la Tabla IX,
204 BEALX-
Cromatogragfa Sooro Tiopra Infusoria de los Antibidticos dol Grupo Re51

. Diagrama bioautogrdfico so-
—UL.. Eluvonto.ml Poso dol posidups mg ... bro pongls Re

1 34500 - -

28, 2 34500 4.+300 0,77
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340 24500 24200 0,3; 0,653 '0’75

So cromatogratfa 1 g dol matorial, obtonido dol HUV 3-10 utilizan~
do ol soportc incrto (Chromosorb W) pars la faso nés posada dol sigulonto

sistoma solvontc on dos fasos:

Etor do potréleo (gama do obwlliclén 30-60 o) 10 partos
Toluono 200 portoes
Aleohol nebutflico 15 partcs
Aleohol otflico 15 partos
Agua dostilada 70 partos

‘80 oquilibra primoromonto 600 g dol soporte tiorra infusoria con
300 ml do la fagsc mds posada do la procodentc mosela do solvontos on dog fam
gos y 80 viortc lontamentc on una columna dc vidrio que tiono un difmotro
do 5 om, cstondo osta columna pareialmentc llenada con la faso mds liviana
del sistema solvonte preecdonte cn dos fasos. So pormito quo ol soporte so
scdimonte por gravodad hasta un lecho compacto y so comprime adicionalmonto
moddonto prosidn do nitrdgeno do aproximadamento 0,07 a 0,15 atmisforas por
oncina do la prosién atmosférica normal, La altura do la columa asf propa-
rada os 107 cm, y su volwncn de rotenciédn os 900 ml,

Sc disuclve ol material, quo so desca cromatografiar, on 10 ml do
la fasc mAs posade dol procodonte sistoma solvontc cn dos fasos, sc agrega
5 g dol soporto incrtc y so mezela. So agroga la mozcla sflida a 1a parto

suporior dol locho de la eolwma y so prosiome firmomente, So lleva a cabo
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elucién con la fasc mfs liviana del prododonto sistema do solvento on dos
fasos a un rdgimon do cireulacién do 100 ml/min, So recogo continuemonto .
fraccionos do 50 a 900 ml {corrospondiontcs a /18 a 1 vocos ol volumon do
roteneién del lecho de la columa). So doscarta o) primor volumen do rotone
elbn que so obtionc inmodiatamentc doapués do aplicar ol matorial dc cnsayo
¥y 89 inicia 1o rceoloceidn con ol sogundo volumcn do reteneién.

Do inmcdiato sc cromatograffa una mwstra, do coda fraccién roco~
gida, sobro papol usando ol sistomn solvonte I (Tabla VI) y so biooutogra=
ffa ol papologrgms rovolado y socado, contra Staphvlocoocus aurqus (so prow-
fioro ol sistema I pucsto quo os ol quo migra mds rdpidamonto), So combina
las frooeionos do acucrdo ocon su diagrama croma‘togrdfico sobrc papol, y 8o
concontra las fraceionos, asf{ rounidas, o soquodad bajo prosibn rodueida,
S¢ posa los rosiduds y so los rcoromatograffa sobro papcl soguido por biom
autograf{a pars confimmaeifn do 1a composicién, El rosultado do la sopara=
cibn cromatogréfica on ecoluma, asf tratada, so indica cn la Tabla X,

TABLA X
Cromatiografia do HUV 3-10 de los Antibifticos dol Grupo R=45)

' Piagrama blooutogréfico sp
HW__  Eluyonto, ml Egoso dol rosiduo, mg 9 i

1-1,5 450 320 10,78
1,5-14 11,000 680 0,643 0,7
BIBPLO XTIV
Proparacién dc R451 por Formontacibn do M., Copbonaces Ver. Ayrantiaea on
Eggala Téonicsg
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So rocmplaza ol eultivo liofilizado do M. Carbonaeod, usado cn la
parto A dol Ejemplo XIII, por un corrospondicnto cultivo do g. Karbonagog
var. aurontioca, miontras que por 1o domds so siguo ol procodimionto del
Ejomplo XIII (partos A a D, E § F, y G), So obtlono tamhidn ol R=451,

EJEMPLO XV

So suspcndo 100 mg dol rosidud, obtonido dol HUV 1,5 a 14, do a=
ouordo con 1o Tabla X (Bjomplo XIII~G), o la corraspondicnto fraccisn dol
Ejomplo XIV, cn 40 nl do étor miontras so agita vigorosamentc a la tompora-
tura ambionto, So £iltra y so onfrfa ol filtrado durantc la nocho, So f£il=-
tra ol precipitado quo asf{ sc forma y so lo lava con étor onfriado con hio-
1o, So sceca al aire, obicniondd aproximadamontc 81 mg do wn polvo casi in-
coloro, quc da por andlisis 1155 unidndos por miligramo, rcprosentando Re
451D altamentc purificado,

E1l R=451D purificads, asf obténido, cuando se¢ lo analiza cuantitae
tivamonte contra Staphvlogocous aurcug rosulta gor bioldgicamonte homogénoo.
Cuando sc leo cromatograffa sobro una dolgada capa do gol de sflico, dc ae-
cuordo con la tdenicas do Stahl usondo acotona-bencono {1:1) como agento do
oluoidn,'aoguido por tratamicnto eon deido sulfdrieo de la placa revelada
y socada, no sc¢ puode detoctar otra substancia que ol R-451D,

Proparacddn dol Agotatn do R-/51D

So disuolve 25 mg dol R=451D on 1 ml do piridina. So ajroga 0,4

ml do anhfdrido acdtico y sc doja raposar la mezela durontc la nocho, So .

filtra ol procipitado, sc lava con agua para oliminar la piridina y ol dcie
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do acdtico, so soca spbro pontlxido do £8sfors bajo pronwneiada prosibn ro-
ducida durante la nocho, E1l rondimionto os 11 mg do un polvo amorfo incolom
roy pefe = 135=136 QC.‘So puade alslar una scgunda eosacha dé mataorial a pap
tir do licor madre dol procipitgdo procodento, enfridndolo duranto la nocho
cn un rofrigorador (5 90), filtrando ol prccibitado, lavdndolo do manora do
librarlo do cualquior piridina y anhfdrido acdtico, y socdndolo on la manora
dosoripta mds arriba. El rcndimiento ¢s 6 nmg do un polvo amarfo incoloro.
Cuando sc cromatograffa sobre wno capa delgada, usando un gol do

sflice (producto comorcinl "Silikagel GY dc E, Morek A.G., Darmstadt) como

adsorbontc y acotona=bonceno (1:l) como sistcms oluyonto, y dospude do ro-

ciado do la ploaca rovolada y soeada medlante deido sulfﬁrico,lso obticao un
solo componontc do . valar Ry 0,87. (bajo ostas condicioncs ol R=451L %iono
un valor Rp 0,49). Por hidrSlisis alealina on motansl, so rogonora ol Re
451D a portir do acctoto do R—45lp.
EJEMPLO XVII
&m@én_dpmms_wo

Estc compononte no polar do.la mozéla_do antibibticos so oncuon~
tra por lo gonoral on altas concontrqcionos en ol licor sovronadante do 1a
precipltecidn on cloroformo-Gter do potrdloc que so deseribo on la parto E
dcl Ejomplo XIII, y on la corrospondiontc fraccidn obtonida de acuerdo con
ol Ejemplo XIV, Tambidn ost{ prosentoc, on monor ncdida, on las substancias
antibifticas procipitadas, siondo rccuporablc, a partir do las mismas, utli-
lizando ol método do cromatograffa por particibn on columna doseripis on la
parte G .dol Ejomplo XIII,

Para obfonor ol R=451E, sc conccnira ol HUV 1 a 1,5 (Tobla X) a
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aogaodad bajo preoldh todnelda y ga acaa al aim. Do oata )aane”™ ao obtlomo
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losa (producto comercial Mhatman, lavado sin &cido; calidad fina) empacado
en una columna de 7,5 cm de diametro hasta uma altura de 1$0 cm usando la
siguiente mezcla de solventes en una sola fase;

Acetona 1 parte

Eter de petréleo (gama de ebullicién 30 a
60 oc) 23 partes

Benceno 50 partes

Se disuelve el material, que se desea cromatograficr, en 68 mi
de la mezcla solvente, se agrega y 3¢ mezcla 50 g de celuloso y so carga lo
mezcla en la parte suporior dol lecho de la columna, So llevo a cabo elu-
cidon a un rogimen de circulacién do 50 mli/min* So recoge continuamente
fracciones de 100 mi. ElI HW do esta columna os aproximadamente 6000 mi.
So combina los oluotos en la manera ilustrada on la Tabla XII, Despuas de
observar que el componente R-451B ha sido enriquecido en el grupo do frac-
cion HWV 17,7 a 27,7, mientras que el compononto R-451C™ ha sido enriqueci-

do on HWV 1,7 a 17,6..

TABLA X1
X la Tabla
Diagrama bioautografico
HWN Eluvonto. mi

0,7 4.2CO -
08 - 1,6 4.800 1.100 0,55
1,7 - 17,6 96,000 300 0,43
17,7 - 27,7 60.000 2CC 0,16; 0,23
27,7 - 28,1 2.4Q0 70 0:0,15
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C) Purificacién dol Re451B

So diswolve 200 ml dol residuo obtenido del HUV 17,7 o 27,7
(Tabla XII) on 5 ml de acetonas Bajo vigorosa agitacidn se agrega 1la solu~
cién acetbnica a 50 ml de Hexano. Se filtra el precipitado as{ formado y
se lo lava con hoxono. Se geen o la temperatura ambiente bajo presiln re-
ducida sobre pentfxido de fésforo, obteniendo aproximademente 120 mg de un
polvo blancuzco.

Se puede contaminor cl R=451B, asl obtenido, con vestiglos de o=
iros componentes. Sin embargo, euando se cromatograffa de acuerdo con la
téenica de Stahl sobro una delgada capa de gel de sflice, usando acetonaw
benceno (1:1) como agente de elucibn, soguido por tratamlento con #-ids
sulfiirico de la placa revelada y secada, resulta detectable solamort; una
substancia ubicando as{ la necesidad de otra purificacién,

D) Purifioacifn do ReAS1C)

8¢ disuglve 100 mg del residuo, obtenido de HUV 1,7 a 17,6 (Ta~
bla XII) en 5 ml de acotona. Bajo agitacién vig:;rosa, se agrega la solu-
cidn acetdnica a8 50 ml de &ter isopropflico. Se filtra el precipitado qus
ge form;a, y se la lava con &ter isopropilico. So seca a la temperatura ame
biente bajo presién reducida sobro pentéxido de £sforo obteniendo aproxie
madamente 70 mg de un polvo blancuzeo que consiste en R-.l,.f?lcl., EL R.4510¢
pwrificado, asf obtenido, es on esencla biollgicamonte homogiian, sesiin
resulta de un anflisis cuantitativo contra Staphvlocoscud oureite
B) Pupdficacifn del Rel51A

Se enloda 100 mg del residuo, obtenido del grupo de fraccidn
HUV 4,0 a 5,0 de la columna de tierra infusoria (Tabla XI) con 10 ml de
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dlcloremetano, So filtra y se lava el residuo sblido con dielorometano,
Se seca a la temporatura ambiente bajo presién reducida sobre pentéxido do
£8sforo, obteniendo aproximadamente 70 mg do wn polvo blanquecino que cone

siste en Rwj51A,

A) Eﬁ_m..qﬂx_mgaﬂén

Se agrega un cultivo llofilizado do Y, hg_,lgglmﬂgg a un frasco
sacudidor de 300 ml que contione 100 ml del medio. descri_pto. en la parte A
del Ejemplo I, So inouba sobre sacudidar rotativo (280 r.p.m., oarrera

5 cm) durante 5 dfas a 37 ¢C,

B) Etapa de fermentacifn

So transfiere 25 ml del inoculum, obtenido de la etapa prece=
dente de germinacién, a cada uno de cuatro frascos do 2 1, cada uno de

los cwales contiene 500 ml del siguiente medio:

Almidén soluble 50 g
Amina NZ Tipo A  10g
Agun blanda, c.s. 11t
pH d;aspuéé do estorilizacién 7545

Se incuba los frascos y sus contenidos durante 96 a 120 hr a
28 9C sobre un sacudidor rotativo. ‘
C) Aslacién dol SP=30 con respocto al gubegtrat gwmm

A 3,5 1t del subostrato reunido de la par'te B de este ejemplo,
se agroge un auxiliar de filtrapifn (tierra infusoria) y se £iltra, So 13
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va la torta do filirs con varios centenares de mililitros de agua y 86 a-

grega los lavados al filtrado (volumen total aproximndamente 3600 ml),

Se agroga entonces un volumen igual de acotato do etllo y se agita durante
30 min. Se separa la oapa de acetato de etilo y se extracta nuevamento la

capa aouosa con un volumen igual de acetato de etilo, Se retne los extrac-

" tos y 8o concentran sobre un evaporader a pelfcula bajo presifn reducida

hasta un residuo. El rosiduo pesa aproximadamente 4 g y, sobre placas de

agar, manifiesta actividad antibistica contra Stophylococcys aurcug ATCC
209 hasta wa mfnimo de 1 Iug/ml.
EJEMPLO XX

A) Etopa de germinacifn:

Tal como se ha descripto en el Ejemplo XIX (A),

B) Etepa do Provaxacifn ded Inooulup

Se tronsfierc 25 ml del primer inoculum, oblenido de la etapa

precedente de gorminacibn, a cada uno de cuatro frascos de 2 1t, cada wno
de los cuwales contiene 500 ml del medio estéril wtilizado para la germinne
odén. So incuba los frascos y los contenidos dwrante 5 dfas a 28 9 sobre
w sacudidor rotativo (280 p.peme, corrore 5 cm). Se refno los contenidos
de los frascos, Se agrega 25 ml dol segundo inooculum asf obtonido a cada
uno de diez frascos de 2 1t, cada uno de los cunles ocontiene 500 ml del
medio estdrll descripto mfs arriba, Se incuba los franscos y sus contonidos
durante 3 a 5 dfas a 28 °C sobre un sacudidor rotativo (280 r,pem,, carrera

5 om), Se refne y so transfioerc asépticomente el caldo a un frasco de
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inoculum eatéril que tione wn brazo latorel (volumen total aproximadomente
5 1t), '
C) Etapa de fermentacifn en tanqug
Se transflere asépticomente los 5 1t del inoewlum, obtenido de
la parte B de este ejemplo, 8 un fermentador de 130 1%, que contieno aproxi

madamente 90 1t dol siguiente medio estéril:

Almidén soluble 4500 g
imina W2 Tipo A X0 g
ntiespumante 100 m}
Agua blanda, C.8. 90 1t

Se formenta aerébicamente durante 55a 65 hr (hasta quo el volu~
men de células empacadas es aproximadamento 4,5 a 5,0 %, segdn se determie-
na centrifugando una muestra de 10 ml a 2800 r,p.m, dwrante 5 min) bajo
lag slguientes condiciones: |

Temperatura 26 9C

Entrada de aire estéril,  76~80 1t/min
AproxXe

Presibn, aprox. 0,5=0,6 atm, por sobre
: presibn atmosfé-
riocc norma}
Agitacibn 160165 repene

Los siguientes datos son t{picos para umn operacifn do fermenta-

cibn de aesta clase.

nf1isis

Presifn Volumen en disco
Creci- Entrada en atm, células ocontra Sta-
nlento Temp, . aire sobre empaca- phylocoocus
—hr . € _Lt/pin .nqpmal ZaRafe DE. dag, 3 ayreus.

0 26 7% 0,49 160 6,80 . -
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< 6%

8 26 76 0,55 160 6,95 1,0 -
16 26 76 0,53 160 6,85 1,0 -
23 26 76 0,52 160 7,10 1,5 zona 14 mm
31 26 76 0,53 160 7,35 1-5 -
38 26 79 0,49 163 7,60 2,5 -
46 26 79 0,54 165 7,75 2,5 zona 21 nm
54 26 79 0,52 165 7,90 4,5 -
63 26 79 0,51 165 7,80 5,0 zona 25 nm

D) Aislacién da SP-iO ~ la fermentacién en el tanque

Se separe el micelio con respecto al caldo por filtracion, uti-
lizando un auxiliar de filtracion. Se extracto 90 It del caldo de cosecha
con 2 volumenes de acetato de etilo despuds de ajustar primeramente a pH a
7*0. Se concentra el extracto a 3 It bajo presion reducida. Se elimina la
capa de agua que se separa por reposo, y se concentra més todavia hasta a-
proximadamente 200 mi. Se enfria el concentrado durante la noche y se la
filtra. Se agrega el filtrado a 10 volimenes de Oter de petrdleo - Oter
etilioo (I:1) y se filtra. Se lava el precipitado con varias porciones de
mazoéla solvente y se agrega los lavados al filtrado. Se ooncentro el fil-
trado y los lavados, que contienen los antibi6ticos, bajo presion reducida
hasta un residuo que consiste en un aceite castafio oscuro que pesa 13 g.
Este SP-30 crudo inhibe el crecimiento de Staohvlocnccus aupeus 209P sobre

agar a diluciones tan bajas como 1 ug/ml.

La resolucién de SP-30, segun se obtiene de acuerdo con uno u
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férmico por separado a sequedad. Se biocautograffa los residuos obtenidas de
cada una de estas fracoiones en la manera descripta més arriba aontra
Shaphvlogocaus gureus y se identifica los componéntes por pqai,clj;én.’ Se de=
termina la actividad mediante el método diseo comin utilizando un disco

de 6,3 mn de didmetro impregnado con _S_tg,ggﬂgmug aureus. Los resultados
de esta investigacifn se describen en la mﬂa XIII,

TABLA XIII
Cromatogragfs sofre Tierra Infugoria de los AntibiSticos del Grupg SP=30
Borefén de elusto Bragcifn M8 Gontenido del conponente
1 | A na-da
2e5 ' B D (vestigios)
616 o D, C (vestigios)
1723 D C, D (vestigios)
2443 E 0
- bh=b6 F c, B
4157 G B, 0 (vestiglos)
58=80 H nada
81-8,, I A, B (vestiglos), G(vestigios)
Erepiedades Fisieas v Qufnioes de los Antibidticos Preparados a Pertix do

Gentamicina, tal como es producida en la forma desoripta mds e~
rriba, 88 un polvo amorfo blanco que tiene las sigulentes: caracterf{sticas
fisicas y qufmicas:

I) Bunto de fusifn (blogue de Koflep): ablandamionto a 1R 9C; fusidn come

pleta a 108 <C,



11) Anfligia:
a) Apfliais elemental:
C 50,20 %, H 9,52 %, N 13,47.%, 0 27,81 %; i(por diferonein)

No estén presentes otros elemontos,

ﬁi'ﬁEﬁﬂEﬂ§~ds,zrnng_gualiiginxeﬁ.x;guaniissiixaa;

1) Grupo metoxdlo nada

2) Grupos Nemetilo 2,7 %

3) Grupos Cmmetilo ‘ 2497 %

4) Nitrfgeno Van Slyke ‘ 10,18 %

5) Ensayo do ninhidrine positivo

6) Ensayo Elson-tbrgan (aminoazdoares) positivo

7) Ensayo de reaceién Maltol negativo
(no hay formacisn de maltol despuds de calentamiento con
dleald)

8) Ensayo furfural negativo

(no so formon produwetos de absorcidn ultravioleta voldtilos
\ despuds c;e colentamiento eon deido sulférico acuoss al 40 %
a 100 9C

9) Sakaguohi (pera guanidinas) nogativo

I1I) Bego molaeylar:

Calculado {en la suposicisn de ‘qn grupo teotzly g on L
Nematilo por malécula) . 545

Hallado (ebulliolqﬁpica on metanol) 543
IV) Rotooifn Sptieat
La7?? =+ 146 (1% on agua)
V) Salubliidad:

Extremndamente soluble en agua; soluble en medios polares ta-
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Intensidad

~AG) do.prosta
3,00 g

3445 5

4927 sh

4595 W

6,27 ) me-3

6,64 sh

6,85 8

1,27 8

7,58 W

7595 sh

8,27 W

8,95 4 w (ancha)
9,20 n (ancha)
10,25 sh (ancha)
10,98 v
11,49 | w (ancha)
13,90 m

B) Sylfatg:
Punto de fusién 218-237 °C (desc,)

Andlisis clemental:
C 31,22 %, H 6,57 %, N 8,46 %, 0 41,63 #; S04 31,22 %.
Rotacidn Sptica: 175;735 =4 1022 (1 % en agua)

Espectro infrarrojo (en Mijol) ( ver fig. 3 de los dibujos que
se acompafia):



28,
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A

2,95 9 3,25
3,45

h,27

4,80

6,1

6,55

6,86

7,26

()

7,77

8,70 9,75
10,27

11,38
13,88

C) Qtres sales:

",72 —

Intensidad
de c¢cresta

s (a.ncha)”
\(:

sh

w (ancha)

-3

m-8s

s

s

sh

W

vs (ancha)
m

w (ancha)

m

La gentemicina, por accién de los 4cidos apropiados (o de sus sa-

les solubles) en iedios acuosos es convertible a seles de adicibn de 4cido

insolubles o levemente solubles, Cuendo el anidn de 4cido es farmacéutica-

mente acepteble, le sal que se forma con la gentamicine se hace apropiade

pare su incorporzeién en unz formulascidn ecuasa o suspensidén en aceite, Es-

tes preparacicnss, acministredas perenteralmente, proveen efectos de depé-

sito con lent: liberscibn de los entibiéticos, En general, los 4cidos gra-

sos que tienen 8 o mds Atomos de carbono proveen estas seles de gentamlcina
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aifiastan frdlces torupSutioos sltorudos on ovmpiseidn oon ol antibidtico

de oxdgens L1 derivade de 1o gontondodps gn ol ousd todos Jow Srupos eming

Primmpdo resultan huber eido convertides a cus rogpectives Soidon Feindie
lonmlfdniooe so propare en lo saners deseripit on el Ljeuplo Xe 1ao prople-
dadan ge este derivado eon las siguicntoss eoluble on agua, inssiublo en
Rotano} s [ 3,7 B s 4997 (27 miwag bandas do abewreidn inframeje &
2490 u (8}, 5:03 n (m"’ﬂ)o 650 n (eh), 9;73 u (ve) u 9462 u (B)s

Ta gmtmﬁoﬁm, ta) ooms 6o awmm mwu«ma oMBAioIIaNN SOhOC Do

‘Polsen aiferento do otros antidifticos bdatoopy /Are Obbaner ¢l ewwnatoe
- grena ge caplet un aisotons aegendentes 18 Table XIV desoribe los valoros

Ry eonparativos (lop valoras consetados modidante Vo guidn indions un2 frugwe
da, mientres que o 16 voncotados indigan punbes wparodos y disoretos) en
8lato aistenap diforontone loe untibidticos producidon por cmpedles 0ONOOLm
dan ao Miereuonospora difiever on tlmiroe gomcrales de la gentenieirn pop
€l haoho do uuo N0 son hagps, B0 tionor sopectre coaplioc en su sotividad
antinidtion, y 1m0 8oR extrectablen conm una resins isberlite $4po INO~H0
oo ae Jdesoride on ento 00ADe
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KI'V
3.
SaRtaaAeibéa 0.39 O.ag e,i 0,3 0,43 0,3* 0, 8-
8, 2% 0,44
12eQn¢eARi i.sa 0,12 0,25 0,0 0,0% 0,8+ 0,8~
0,80 0,13 8,$8
Kuaamicijsa 030 o0,~ 0,28 0,0 878 0,76
0,33 oiM
10.
neemj~a 0, 3) * 3,33 0,0s 0,7%
SatraptenietE# 0,37 e+%) v,ai o~ e 3,8 8,8*
gn 0,33
0.,% e,3 0.s7 o.a? 3,09 8,8 8,16
peaceao”™Aelae 0,33 o,n 0,39 0,0 0,173 813 8,2%
0,29
13.
Vioaieina 0,37 0,1) o0,s3 - 04 8~
8,33 n
iAN dweataepte* ¢,33 o0,% 0,38 X 8,83+ 0,a 0,88
cdeUM 0.4 8,3
1) 3latakMMM
Bt (eMitgM*) ~ # da SaeSL, atllleaRdo »

pei Mgalaaa a pH 2.3 coa "feto*Meol. e+
b) i-ropa~l-~lTdaadtiao”™~”"m (3%,l10(3%$18),
0) ""nmul*ea~-deida aedba.oe ($0,48%$%$"
D) O6p da feael eeaaae+
B) B*hMtaaoa. aateyadb oes ~ae eoaEleae &! de 4eado

23. N matteHaa™"! i%na<3Q#
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) Butanol-agua’ (84:16) + 2 ¥ de piperidina,
G) Agua~butanol (94:6) + 0,25 % de deido p-toluensulfénico.
‘BA=3_(mepcla dg frageioneg A y B), preparado en la manera das-~
cripta ;iés' arriba, manifiesta las siguientes propiedades #faicas y quimicas
I) Apdlisia:
a) Anflisis elepontal cualitative:
C, H, N, 0; no estdn presentes otros elementos.

b) Ensavos de erupo oualitativog:

1) Ninhidrine ' positivo

2) Elson-Morgan positivo

3) Maltol | negativo

4) Purfural negativo

5) Sakaguchi negativo

6) Grupos metoxilo : negativo
) Solubilidad: |

Similar a la de la gentamicina,
II1) Espectro ultraviolete:
Transparente en la gama de 220 & 400 mu,
IV) Farmagiln de 1a sal:
Sulfata? polvo amorfo blanco; soluble en agus, insoluble en etanol, me-

tanol, acetona y otros svlventes orgénicos commes,
V) Gromstourss{a solsfe papel

Manifiesta 1os mismos valores Ry que la gentomicine en los sigtemas 4,
B, C, D) By G (ver Tabla XIV). En el sistemm E, so observa una vesolusidn

con BA=3 (froceifn A) que manifiesta un valor Ry de 0,15 y BAW} (fraccidn
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B) que manirieste un velor Ry de 0,23,_en comperacidén con el vilor Rp de
la gentomicine en este sistemz de 0,45,
R-451 crudo, tal como se _produce por el método del Ejemplo XI,

(D), es une substencia amorfa incolora gue tiene les siguientes caracteris—

ticas fisices y quimicas,

I) Punto de fusién:

200 2 204°C.

I1) Anélisis (enscyos de grupo cuclitotivos):

1) Ensayo de ninhidrina ' negetivo
2) Cloruro férrico negativo

ITI) Rotecifn éptica:

[Ta;7 55 = - 16° (0,5 % en cloroformo),
IV) Solubilidad:
Soluble en agua; insoluble en étgr de petréleo; soluble en la msyor
parte de los solvente orgénicos comunes; dializable a trevés de una mem-
brene de celofén en un sisteme retenol-metanol,

V) Esvectro ultravioleta:

Le fige 4 de los dibujos que se acompafie muestre el especiro de absor-
¢ién en metenol con una concentracibn de 5 g/100 ml, (‘N representa la lon-
gitud de onde en mu, D representa la densided Sptica): A méx « 288 my (E 1%
= 50).

(VI) Espectro infrarrojo: (en Nujol) (ver fig, 5)
las erestss de absorcibn estdn situadas en las siguientes longitudes

de onde:
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Ttensidad
2% -
5484 m
::Z: }m (ancha)
645 J
é,oo sh
8,07 | 8
8933 =g
8,55 sh . i)
9,10 | : s (ancha)
9,60 s (ancha)
10,26 . - | nesg
10,55 n-g
11,02 W

V1) Statiided

Inestable por debajo de pH = 7 a 20 9C. Se mantiene 1la actividad por
encima de pH = 7, afin despude de calentamiento durante 30 min a 100 oC,
VILL) Exopledadaa cronstogrdficas sobre papels

Cuando se prepara un oromatogramn sobre papel en la monera indicada mfs
adelante y se localliza bloautogréficamente los puntos con respecto a
slophylococqnus aureus en la monera déecripﬁa nés arriba, se determinard en
lns siguientes maneras los valores Rp del Re451 en'diferentos sitemas,
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Siatens solvente wtilizeda -

A) metanpl acuoso al 80 % + 3 % cloruro de 0,80
sodio; ascendente; papel previamente ro- n
gulado a pH = 2,3 mediante sulfato~bisulfato

B) nwpropanol~piridina-agua-dcido acético 1,0
(15:1033:12) ; ascendente

0) n=propanol-sgua=fcide acdtico (50:40:5) 0,93

D) Penol acuwso al 80 %; ascendente 0,95

E) Benoeno-metanol (9:1); ascendeate 1,0

F) Benceno=oloroforme (95:5); descendentej; Q,0

papel primeramente saturado con formamida=
mbtanol (1:1) y luego secado al aire para
eliminar ol metanol antes del uso.

G)- Benceno-$ter de petrfleo (gema de ebullicidn 0,0; 0,14;
‘30 a 60 9C)-acetona (1012,5:5); descendente 0,28; 0,64.

Pe los gomppnontos individuales dol ReASl, el componente Rey51A,
tal oomo eg producido por el métods del Ejemplo XVIIT (E), os una substan-
cia amorfa incolora que tlene las siguientes propledades.

I) Bapecire witravioletas

Transgparente en la gama de 220 a 360 .

11) Eepeoteo Anfrarraio: (enMuiol) (ver £ige.6)

Las crestas de absoroibn estin situadas on las sigulentes longitudes de
ondé y son todas anchas y do intensidad fuerte: 2,90 P 6,25 P 8425 0
i0,00 P

El B=451B, tol como es producddo por el método del Ejemplo XVITI
(C), es una substoncin amorfa incolora que tiene las sigulentes propiedades.

1) Espectro.ultraviolota:

Transparente en la gama de 220 a 360 m’a_., .
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II) Bapsotro infrarcolo (on Nulod) (vor figs.T:

Las orestas de absoreién estdn situades on las 'sigu.flenteé longitudes de

onda con lng intengidades indieadas,

Intenaldad
2,9, M8
5,72 8
5,80 g
7,9% DS
We I“ 8,60 =g
9,10 _ s (ancha)
9,64., 8 (ancha)
12,50 n~s (ancha)
13,90 , m-s ({ancha)
i El R=451D, tal como se le produce aqul, es un polvo amorfo blanco

que tiene las siéuientos caracterfsticns £{sicas y quimicas,
I) Punt do fusifn (bloque do Kofler):
138 a ].40- oG, | —
: I1) Apdaieis:
My a) Eleneptal:
C 52,02 %, H 6,81 %, N 0,72 %, C1 5,04 £.
b) Andliats do grupo ouantitaklvo:
0Hy =-14,15 %,

e) Busoyos do grupe Qualltativoss |
25 1) Ensayo de ninhidrina ' negativo
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2) Ensayo Elson-Morgan positivo
3) Ensayo KMhO™ alcalino positivo
4) Ensayo de entrona asml grisaceo
5) Ensayo do 2,4-dinitro-fenilhidrazina positivo
6) Ensayo Ehrlioh (difenilamina) negativo
7) Ensayo trifenil-tetrazolio negativo

I11) Rotacién botica:
=+ 29,2" (I %en dioxano).
IV) golt&iiidad:

Muy soluble en cloroformo, oloruro de metileno, acetona y octanol; es-
casamente soluble en ater; insoluble on dter de petrdleo, tolueno, benceno,
agua,

V) Bsoectra ultravioleta:

Lo iig. 4 de los dibujos que se acompafia muestra el espectro en mota-
nol (concentracién 2,97 mg/100 mi): s 290 a 295 (E = 37), En
una solucion do 6 mi de hldréxido de potasio 1,0 Ndiluido con motanol a
100 M ieeneeeee.. E~ " 79
V1) EaEestgp ya?yp,Jp, NMjRiLIMgl*.

Las crestas de absorcion estan situadas en las siguientes longitudes da

onda:
Intensidad
da.jBKagia
2,88 9
573 S

6,13 ma
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£,3) e
G449 8
7488 | o

9* | Be50

0 11,55 L e

sdzine do edsoreidn UV a 308 m/}; (x ¥, Do 2)s
inflicde elomentels € 5308 iy 1 Ty0B 30y W OTT
- Bandas do abeoreidn do infrasvode (on Fuiodl) sogfin so indien o
sontivoneidng

20e

{n) In$snaldad
2,85 w (anoha)
ESa 8,57 - e
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5,71 "
6,1 w
6445 o
8,02 8
8,38 | -
8,88 8
9,17 ~ , 8
9555 ]
VIII) Batabilidad:

R~451D es estable a O 2C y en la obsouridad. AR temperatwa ambients,
en la luz solar directa, la actividad antibiftica dieminuye lentamente des-
bués de 24 hr y §qeda completamente destruida después de aproximadamente 3
semanass En solvente metanol, el R-451D es estable dwrante por lo menos 2
semanas, Se produce rdpida deaotivacién a pH inferior a 5,5, mientras que
para pH superior a 7 y hasta 14, ss mentiene 1o aoctivided durante unos po-
oos dias. Por tratamiento con HC1l metenflico 0,1 N o la temperatuwra ambien=
te durante 16 hr, queda destruida la actividad antibiftica, E1 tratamiento
de 1o mezaln foida con wna cantidad estequiom$trica de bicarbonato de sodio
(solucién acuosa al 2 %), soguldo por eliminacifn del metanol mediante oot~
centracién bejo presién reducida y éxtracci&n con olorofoi:mo, suninistra
ma mezcla de cinco componentes segin se determina medionte cromatografia
en oapa delgada sobre gel de mflice usando benceno-acetona (75:25) como
solvente y doido sulffrico como rociado reactivo, Todos los componontos son
menos polares que ol Bey51D, Par tratamiento con NaOH 1,0 N a 1o tomperatu
ra ambignte durante 16 hr, se mantione campletamente la actﬁidad del R~451B
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Re\51E, aislado y purificado en la menera descripta mds arriba

(ver Ejemplo XVII), es un polvo amorfo casi inecoloro que tieno las siguien~
tes propiodades ffsicas y quimicas,
1) Punte do fusifin: 89 a 96 <G,
II) Andligig:

&) Andliais elementsl, cuantltatilva:

0 65517 By K 7,54 By N 1,31 By O 24923 %o
b) Ensaves de erupe cuslitetivos:

1) Ensayo de ninhidrima negativo
2) Ensayo ElsoneMosigan positivo
3) Ensayo con KMa0y aloalino ' positivo
4) Engayo de antrona positivo
5) Ensayo de 2,4-dinitro~-fenilhidragzina positivo
6) Ensayo Ehriich (con difenilemina) negativo
7) Ensayo trifenil-tetfazolio positivo

I11) Batacifn otioa:

L a_7;5 =4 36,70 (1 % en dioxano),
V) Solubilidads

Soluble en cloroformo, cloruro de metileno, acetona, metanol y étar;
escasamente solubls on benceno, tolusno y hexano; insoluble en agud.
V) Espectro ulirayioleta:
- La fig, 4 dé los dibujos que se acompaia Qmestra el espectro en mota-
nol con una concentracién de 3,0 mg/100 mll oy = 2,0 ti (Eﬁ = 232),
VI) Espeqiro infrarrojo {on Nuiol) (ver £ig. 9 do los dibulos):

Las crestas de absorcidn estdn situndes en las siguientes longitudes
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de onda ¢on la intensidad que se indica,

2,9, =8
5,68 s
5, 5 276 1
5,83 8
6,00 ‘ va
6,16 =8
6422 g
10. 7,87 vs
8,31 W
8,55 W
8,96 W
9,33 U}
15, 9555 i
9,77 m-g
10,50 W
10,90 W
11,26 , =g
20, 11,42 W
12,22 W

12 ’62 Me3

Log antibidticos del grupp SP=30 son golubleg en la mayoria de
los solventes orgénicos tales como acetato de etilo, eloroformo, cloruro

28,
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de metileno (y otros hidrocarburos halogenados) y alcancles inferiores (p_or
ejemplo mstansl y etenal); tienen mfnima solubilidad en agwa. Del caldo de
fermentacisn, a un pH = 29,5, ge extracta fdcilmente el SP=30 mediante e
tanol, acetato de etilo, cloruro de metileno, cloroformo, tetracloruro de
carbono, benceno o éter.
- Cuando se somate a éiertos Wﬁ.m ol Sh-
30 y sus componentes individuales manifiestan las siguientes aceiones:
Engayos de ninhidrina y Sakaguchi nega tivo
| (E1 8P~30 orudo como as{ también todos sus ecomponentes individu-
ales).

Azdcares redus tores

{con nitrato de plata amonjacel) positive

(de los componentes individuales, A es fuertemente positivo, miep
tras que B, C y D son negativos),

Reduceidn de ferricianwro .positivo

(de los componentes individuales, A reacciona negativo mientras
que B, C, y D son positivos).

El SP-30 y sus componentes fracsionados, en solucién metandlicc,
son ghgorbontos op el ultraviglots en im gama de 220 a 400 mp con las gi-
gulentes caracteristioas ospac{ficass el EP=30 crudo tienc una ecwrva de ab-
sorcidn no trazada con puntos de inflexisn A a 260'm}1‘y 290 'mix, ﬁyéniendo el
punto a 260 LR B 4o aproximadamente 28; el SP=304 ticne una ourva de
tipo similar som uwna inflexién a 258 mp (El% aproximadamente 70) y una sg-
gunda infloxién aproximadamonto a 295 mp; el SP-30B manifiests un mAximo a
268 . (Eu aproximadamente 111); el SP=300 no mwostra méximos sine inflexf
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ones & 265 mp (B" aproximdenente 181) y aproximadamente & 290 mp; o1 5~
S0 manifiesta un méximo a 263 o oo aproximadamente 115),

Los gapectros infraproiog del SP-30 y sus componentes individua=-
les, suspendidos en Nujol, estén llustrados en las figs. 10 & 14, respecti=
vamente, de los dibujos que se asompaila, Las crestas de absorsién y las caw-

racter{sticas de 1as bandas se indican en las sijuientes tabulaciones.

SP-30 (ver fig, 10) Intensidad
de.greste
2,98 8
5,78 8
6,00 n~g (ancha)
6,58 W
6,E§1 Mg
7,02 v (sh)
7,22 i}
7,71 m-s (sh)
7,83 a
8,32 w (sh)
8,86 =3
9,28 , m=8
; 9254 encha
' 9,75 ancha
13,42 n

14,20 w (ancha )



SP-304 (ver fig, 11)
A*\ oy

2,95
3,42
-1 5,82
5,89
6,15
6,60
6,80
10, 7,16
7,56
8,50
9,22
9,46

1. SP- 30B (ver fig. 12)
e ~ ()

2,98
5,72
5,80
6,79
20, 7,15
7,21
7,38
8,70
10,00
25+ 11,51

12,00

- 88 -

Intensidad
de cresta

s (ancha)
m

8 (sh)

8

n ( sh)

Intensided
de cresta

w (ancha)
m-3

-8

s (ancha)
s (anche)
m~3

8 (ancha)



30,

15w

20,
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13,00
SP-30C (ver fig, 13)
A

'
2,95
5574
6520
6479
7520
7,70
7,82
8,85
9,28
9456
9,60
9,90
11,50
12,00
12,80
13,35
14415

SP=30D (ver fig, 14)
).#;

2,95
5,75
6,00
6,26

s (ancha)

Intensidad
de cresta.

w (ancha)
8

w {sh)

10

m

s (sh)

8

s

o

n

n (ancha)
n (ancha)
v (ancha)
m-s (ancha)
m-s (ancha)
w (ancha)
w (ancha)

Intensidad
de gresta

m
8

n (sh)
w (sh)
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30,
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£0,

25

6430
6456
6,78
7420
7528
7,70
7,80
7,88
8,32
8,52
8,88

" 9y28

9542

9,56

9,72
10,44
11,30
11,60
11,82
12,442
13,32
13,48
14,420

- 90 w

w (sh)
W (sh)

=8

w (sh)
8 (sh)
s (sh)

m-s (ancha)
n~g (ancha)
m~s (ancha)
W

v (ancha)
v (ancha)
w (sh)

g

m (ancha)
n (ancha)

m (ancha)
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Lo.establltdad del SP<30 varfn entre un componsnte y obros En
particular, la Fraceidn & os estable a la temperatura ambiente mezclada
cot un regulador acuosm a una gama do pH do 2 a 10, A 100 ¢C su actividad
antibidtica disminuyo a medida que el pH estd por debajo de 6, Su activi=-
dad se destruye a pH 2 por calentamianto a 100 9C durante 30 min mientras
que no se observa pirdidas en la actividad bajo condiciones similares a
pH 7 y nde, La fraccidn B os establo a pH 2 a 10 a la tomporatura ambiento,
A tomporatura olovada (100 2C) sigue siondo ostable hasta pH 2 duranto 30
min, punto en ol cual su actividad disminuye: La fraccidn C es ostable so-
bre 1a gama do pH do 2 a 10 afn a 100 2C durante 30 min, La fraccidn D es
estable desde un pH 2 howta 10 a la temperstura ambiente, y desde pH 4 has-

tq 10 a 100 2C durante 30 min,

Propledades Bioldeicas de los intibidticos Obtenidos de Joa
Elemplos Pracedentes

L8 gentamicina poseo un amplio espootro antibacterianc y antirrao
quitismo, Bs un dt1l agento anti-infecoloso capaz de inhkbir oficezmente
clortas manifoatasionss de transtornos producidos por Staphylococcus aureus,
W pnoumoniag y otros organismos patégonoss Es tambidn dtil en ol
tratamiento de 1o mastitis en el gonado.

Es particularmonte oficaz pare cocubatir infesciones sn el tracto
urinario producidas por organismos grame-negativos tales como espocles de
Brotous y Esoudomonas. 8o sabe qus aumsnta la cantidad de infecciones hose
pitalarias debldes a los organismos gram-negativos, La gontemicina resule-
ta particularmonte dtil en ol tratamdento de osta clase de infeccliones

gram-negativas crénicas en o} rifidon ¥ en la vojiga adn on paclentos rofrag
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tarios, la 2lta activided antibiética de la gentamicina contre infecciones

por Proteus y Pseudoronas permite f4cilmente la utilizacidn c¢linica. Como

ejemplo perticular de dicho efccto se ha empleado exitosamente la gentamici-
na para tratar une infeccién crénica en el rifién por Pseudomonas a una do-
sis de 1 mg/kg, administrada tres veces por dia. Esta infeccién que no res-
pondfe bien o otre terapia fué completamente eliminade de la o;ina después
de 1 diz de tretamiento y no se repitid atin después de 10 dias, Se obtuvo
respuestes contre civersas infecciones por Proteus., Resulta por lo tanto

que la gentamicina posee una ventejosa combinicién de tipos tnicos de ac-
tividad juntamente coa baja toxicidad que permite su uso con preferencie a
otros entibidticos,

La actividad antibidticc de la gentamicina es 1120 unidades Hor
miligramno; la de su clorhidrato es 820, y la de su sulfato es 800 unidades
por miligramo,

la activided in vitro comparativa de la gentemicina contra una

varied.d de orgrnismos gram-nositivos, gram~negativos y fijos al dcido se
f:4 g s & 4

"indice en la Table XV, Le susceptibilidad de los micro-orgenismos al enti-~

bibtico se determina rmedisnte el método normel de cilucibn en tubo de

la siguionte menera, Se emplea, coio inoculum, en cada caso 10~5 diluciones
de cultivos de exldo de 24 hr con los puntos finales tomedos después ds la
ingqubacién durante 24 hr & 37°C, A menos que se indique lo contrarie, el
medio de crseimiento consiste en un caldo de iﬁfusién sesos-corazén (Difeo).
En le tabla, los sulfctos de los antibidticos perticulares se utilizan en
los ensayos contra los micro-orgenismos enumerados aqui, Sin erbargo, las

coneentracicnes inhibidorzs minimes se expresan en tfrminos del antibidtico
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0,1 (a)
0,09 {Z)
0,29
0,079
0,035
0,379
0,2%
0,17%
0,37%

0,2%

3,9

0,79

3.%
a, 7%
a,3

0,7%

Hatmialsa

a,$

2,0
,079
0,019
0,2%
0,07%

0.5

0,039
0,37%
0,7%
0,37%
0,25

0,375
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Staphylococous aureus

Stephylococcus epider~
midis

Sarcina lutea

Sarcina lutea
Streptococcus pyogenes
Streptococcus fecalls
Strepltococcus fecalis
Micrococcus flavus

Corynebacterium ginw
plex

Gram~Nogativo

,Aerobadter aerogenas

Asromonas salmonicida
Alcaligenes sp.
Alealigenes fecalls
Bacherichia coll
Bscherichla coll
Etchefichla intermedin
Iﬂebaieila pneumoniae
Protous hydrophila
Protous vulgaris
Pseudomoﬁas aeruglnosa
Pseudomonas asruginose
Psoudomonns saeruglnosa

Psoudomonas aoruglnosa

- 940-

DA 40 0,25

DA 41 0,375
ATCC 93414 0,25
ATCC 9341 0,25
DA 23 6,0 ¢)
DA 20 12,0
ATCC 10541 12,0

D4 60 0,075
DA 80 20,5
D& 90 0,75
DA 100 0,25

ATCC 10153 0,025
ATCC 8750 1,5
DA 110 1,25
ATCC 10586 1,5

DA 111 0,375
DA 1 0,35
DA 120 0,5
DA 121 6,0

ATCC 10197 0,1
ATCC 9027 0,25
ATCC 9721 0,25
ATCC 10145 0,25

1,5

0,25
0,75
3,0
32,0
>100,0
>100,0
6,0

94,40
3,0
0,5
3,0

12,0

12,0
1,5
0,75

12,0

16,0
0,25

12,0
6,0

12,0

0,25

0,25
0,25
0,25

16,0

16,0

48,0
0,75

0,25

24,0
0,25
0,75
1,5
3,0
6,0
1,5
0,375

12,0

12,0
0,25
1,5
1,0

3,0
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Pgeudamonas aeruginosa ATCC 8709 0,25 12,0 1,5
Selmonella schottmuee ' _ ‘ |
Lerd DA 10 1,5 12,0 - 1,5
Salmonells typhimurium DA 1) 6,0 12,0 © 12,0
Salmonella typhimuriwm ATCC 9187 3,0 12,0 12,0
Fijo al dc

Mycobacteriun smegmatis DA 150 015 (% - - -
Mycobacterlum tubercu= 5

losis H 37 RV 0,20 (°) - -

l) DA se vefiere al némero dd 1a coleccién de la Sbhoring
Corporation,

2) 1 % do extracto de¢ levadura, 1 % de medio de dextrosa,
3 ) 5 % do suero humano agregado.
%) Caldo do levgdurascarns (DLfco)s

5) Dubos = Modio + “tween BO" (= mono-oleato do poli~oxieti=
len-sorbitan, :

Se onsaya tambidn la actividad in vivo comtra clertas infoocio-

n es bactoriaonas en los ratones, Se infecta los ratones con un inoculum de

_la bactorla particular administrada mediante inyaceidn intraperitonial,

S0 Llos trata ontoncos mediante inyecolones subcutdnens de sulfato de gene
tanicina (724 unidades por miligramo) d:laueito en agun, adminis trdndose ag
cha inyoocidn en dos dosis diarias igualmente divididas, Se determina la
dosis protectora para diversos porcientos de animales inyeotados, en la mg

nora que so indica en la Tabla XVI.



KMUA XVI

Aot3vMad ic viw de

msis de Perolauto
Miow™opgfmlam icfbotacta oles aa™tdB/<%s aoyeWwAvee
Mabalalla p~aaoniae O (aolaei”™ seiA™ o]
ce tasti™d)
5 ao
%
40 ao
50 100
~aphyloeeceus eurme (Orsy) 40
10. 0
M\B
sa?33scalla se!30tinnallari &0 50
Ma toxicidad de la gectomicica ac loa "atOROB so dotom~”

15. na en la aunéis* ccm” sedirnte oca voricM ae vias# Utiliaamda €. oaifato

de "ectaaioics deeoripto ac loe patacas "ao posac 10a ™ g so

obtlece loa a:Qmlectes datos#

"Y{Q de atsaida~Kstc”

"'mboatdnea 675
33. Xctcaperitonaali 5%
IntpavGcaoa 75
Opal 10#0W
yN ~taciioiaa oe”ii'iesto awt&t&das » activiwo eoc”
No~Nottsia Lo infecta uotM da ia#owo oabiiscades de 6 dias

35S, de edad oon 5. vceea la ~ de ~el~tteda insa doeie do 3"0Omg
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de gentamleina, administrada 3 hr antes do la infapcidn, da una proteccidn
de 50 % (DP s o)+ Se obtiens uns proteceidn do 20 % cuando el tmtgmiento con
gentanicina comienza 2 hr despuds de la infeccidn. Se obtiens una proteo-
cidn do 100 % en ratones infectados intracerebrelmente con @pgoximadamento
450 veces 1a IL,, do Rlokettels akard mediante 5 ng do _gentaminlﬂ.@.udlmhljis‘-
trada subcutdneamente 4 hr antes do la infeccisn y que se continda durante
A dfas a 5 mg por dfa en dos dosis dlarias. Cuando so rotarda el tratamien~
to con gontamicina 48 hr despuds de la infeccidn mtracerebral, 8o obtiene
todavia una proteccidn de 100 % mediante adninistrocidn auboutqneq de 10 ng
por dfa (2 dosis de 5 mg cada una) durante 5 dfas.
La gontamioina y sus sales mmificstan un efecto terapdutico

cuando sc¢ las ensaya on los ratones contra la copa H 37 RV de Myeobacto-

gdun ghgzcg,loggs .

-3; Utilizando uma solucién do la mozola, dendo dicha solucidn -
por andlisis 10 unidades por mililitro (basado en ol método de ensayo apli
cado para la-gentamicim) y 1a actividad ahtibiﬁticq es demostrable contra
Stashvleoccous airous, Streptogpocis fooalls, Baolllus eubfille, Bechork-
ghla coll, Salmonolla mmmm Psgudomongs geruginoss, y Klebglelln
mgumoniag. La mezcla resulta sor inactiva comtra m_lgg_t_;s_Lig _]ggg; en loa
ratonos a 10 mg/dfa. -Su actividad antib;o’cica (enssyada como para la gon-
tamicina) os de aproximadamente ZOO’unJ.dades por miligramo,

Los Antibidticos dol Grupo ReiSl, particulermente el R~451 y el
R=451D, y log Dol Grupo SP=30, poéeen una amplia gama do activided contra

organismos gramepositivos. Tienen particular valor en el tratamiento de

enformedados producidas por micro~organismes reslstentes a la penieiling
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(ver Tablas XVII, XXI y XXIV), Son dtiles también en el tratemiento de en=
fermedades producidas por §tashvloageaus 2902 ngs_sm mmm. y

o ros micro~organismos patoganoa.

TAELA XVII
WO antggié ;gg io yit gg del R=d5)
Micro-orggm_.gggg ngayados
, ~ Concentracidn inhibidora
Nombre sistematioo W .

Bacillus cerous ATCC 7064 0,75
Baocillus cereus var.

mycoides DA=39 0,25
Bacillus megatherium DA=31 0,75
Bacillus subtilis ATTC 6633 0,25
Staphylococous albus DA-2100 b,lO
Staphylococcus aureus ATCC 6538p - 0,075
Staphylococcus aurcus ATCC 1163 , 0,25
Staphylococcus aureus ATGC 12715 '.9,75
Staphyiococous aurcus  Gray “0, 50
Stophylococcus awrous  DA=201 (l) , 0,10
Staphylosoccus aureus DA=202 (2) 0,25
Stamylococous aureus  DA-203 (°) 0,30
Staphylococcus aureus DA-204'(3) 0,15
Staphylococcus aureus  Dhw205 (°) 10,40
Streptococcus focalls DA=20 0,75
Stroptococeus pyogenes  ATCC 1238/ 0,175

Streptococcus pyogenes  DA=21 0,375
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J') Copa resistonte a la novobiocina,
) Cepa reaistante a 1a oleandomicina y eritromioing.
3 ) Cepas rasistentes a la penicilina,

Los antibidticos del grupo R=451 son tambidn activos contra olare
tos miero=-orgonismos atacedos por las panicilinae. Sin ombargo, se ha do=
torminado que son diforentes de las penicilinas, segin queda demostrado por
1a Mcapacidad de la penicilinasa para desactivar ya sea el R;-Aﬁl 0 61 Rwm
451D, l.domas, el uso de ostos antibidticos os t ambidn gplicable a moion~
tes que maniflestan o so sabo que manifiestan sensibilidad resultante do
1a terapia con penicilina y/o do 1 terapia que utiliza derivados sintéti-
cos de la ponicilina, que es un fendmeno comparat ivamente f;ecﬁenbe, que
aparece en el caso de aproximadamente 8 a 10 % de }a poblacidn de los Ese
tados Unidos de Amirica,

El_R=451 crudo, obtonido en la manera deseriph'a en el Ejemplo

XI, o8, entre otros, un Util agente anti-infeecloso capaz de inhibir clorw

tas manifestaclonos de transtornos causados por W m
§tmg’tococcg pyogenes, Diplocosous pnsumoning y obros organismos patdgos
nos, Su actividad ln vitro comparativa contra una varieded de' organismos
se dascribo on la Tabla XVII (doterminada como para la goentamicina; sin em
bargo, en un medio de orecimlento de extracto de levadure~extracto de car-
no-glucosa)s Se determina como para la gentamicina su actividad in vivo
contra olertas infesclonos bacterionas en los ratones (18 é 20 g)e En l1a
Tabla XVIII sc muestran los respltados. Se iqbtligno tambidn 100 % de pro=
teccidn modiante la via orel contra Strepbococcus pypgenos adhinistrando
400 pg (20 mg/kg ratén) en dos dosis igunlos comenzando 1/2 hr antos do 1
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infecolln, La toxicidad aguda del R=451 ge ha deterninado como para la gaim

taniciba con los siguientes resultadoss

Modo d administracidn BL ;-{ma/kg ratén)
Suboutdnea _ 1000 .
’ Intraperitoneal 1000
» .
Intravenosa 850
Oral > 2500
TAHLA XVIIX
Actividad in vivo del Rei51
1{1 - Porclento de
e Microworganismo Dosis del R-451 supervivencia
infactante gg[gatéugﬁ despues de 24 hr
Streptoecoccus pyogenes 0 (solucidh salim o
' na tostigo)
40 (2 ng/ke) 50
354 40 (2 ng/kg), dni- 100
’ ca inyecclon
1 hr dospués ,
de la infecclon
Staphylococcus aurous 40 (2 mg/kg) 50
Diploccocus pneumoniao 50 (2,5 mg/kg) 100 (despuds de
2 dfas)
20y : ,
Bl ReA814, obtonido tal como se doseribio en el Ejemplo XVIII

(E) y ol Be45lB, obtenido tal como se degcribid en el Bjemplo XVIII (C),
mediante método de enae&o en disco (didmetro dol disco 6,3 mm), con lo
cual la zona de inhibleidn so mide dospuds de disponor un disco, impregnae
do con ol antibidtico respec_:t_ivo sobre una placa do agar scumbrada coh or=

83, ganismo do onsayo e ineubada 24 hr o 37 90; musstra una actividad in yitrg
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contra elertos miero-organismos Yol como se muostra en las Tablas XIX y Xx,
respectivamente, La actividad in m_q dol Re451B se determina como ,paz?a el
R=45), con los sigulentes resultgdos: W QUGS eesevrs DP50 =
500 pg/ratén (25 mg/kg/ratdn); Streptocoocus pyogenss coveers P

S0 80
Pg/ratén (4 mg/xg ratdn).

TABLA XIX
gtl n_vitr .Atile
2 do nhibloldn (mn gifmet ¢
Concentracidn del - Staphylococeus’ - Streptoacocus - Bacillus
100 9 15 10
10 0 10 0
1 0 7 0
TABLA JX
fotivided in vitro del Ress1B
Canoentracidn del St;a.phylococﬁ:1 v-S‘grep-'bocb;oua-‘ Baoﬁ us
Re~451B (ug/ml) aureus feondlg _ ~ pubtilig
1000 . ” . , 3,0 . .17. .
100 20 26 8
10 15 22 0
1 8 15 0

) R-4351D, obtenldo en la mahera desoripta en el Bjemple XV, mas-
nifiesta una actividad in vitro contra wna variedad do organismos grame
positivos tal como se indica en la Tabla XXI, detorminada como para 0l
Rej5). Su actividad in vivo se dotermina tambidn como para el R-451. Los
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resulbados de dichos ensgy os so muéstran en la Tabla XXIT, La toxicidad a~
gude dol Re451D, segin se determind en los ratones, es la sigulentos

| [

Modo do adninistracldy I, (/e ratin)
Suboutdnea 1000
Intraperitonsal 5op
Intravenosa .

150

{10 aislados clfnleos

rosistentes a la pen}

cilinn, estreptomicis
na, toetracicling y e
ritromicins)

Concentracidn inhie

o = eft geaighac’ion bidora nfnimn del

Baclllus coreus ATCC 7064 0,25

" Baolllus coreus vars DA 39 0,075
mycoldes
Baeillus megatherkum DA 31 0,25
Bacillus megatherium QMEC 3773 0,025
Bacillus megatherium Da 38 0,25 -
Bacillus sphaericus Da 32 0,75
Bacillus ephaericus DA 33 0,25
Booillus subtilis ATCC 6633 0525
Diplococcus pneumonine (J‘) DA 150 0,25
Sarcina lutea ATCC 9431 0,0075
Staphylococcus albus DA 2100 - 0325
Staphylococous aureus DA 20272036 cada 0,25
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Staphylococcus aureus Gi'ay 0425
‘Stropbococous focalls DA 20 0,025
Streptococeus pyogenes (l) DA 21 0,25
1y Cax];go de infusidn de sesos~corazdn + 0,5 % de suero humaw
ctiyl ivo dol R-
: o '. Porclonto de ax;perv:l-
Micro-organismos Dosis-del Res51L . Vencla despues do
em—adifockantes . phon/dia LA by
Streptococcus pyogenes O (aolub;léﬁ salina 0
_ tast.igo)
75 3,75 m/kg) 50
1m0 (5,0 ng/kg) 200
Staphyloooocus aureus 250 (12,5 mg/kg) 50
‘ 400 (20 ng/ig) 100
Diplococous preumoni~ 75 (3,75 mg/kg) 50 (despuds do
a0 | . 2 dfas)
100 (5,0 mg/kg) 100 (después de

2 dfas)
Pora el R=A51E, obtenido de acuerdo gon el Ejemplo XVII, en la
panera indicada con referencia al R-451A y R-451B, 8¢ determind una aoti-~

vidad in vitro tal como se indica en la Talla XXITT.

TAREA YXTTT
Aotivided in ¥8tzo dol RegsiE
o ’ : porgYohos do Ja ¥ o _inhibieidn {Ml .&oxitra
Concentracion del R~451B  Staphylococcus Streptococous ~Baoillus
1000 20 19 2
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100 15 B 19
10 8 9 15
1 0 0 8

Se muestra en la‘Tabla XXIV la actividad in yitrp del gB-3Q con~
tra diversos micro-organisios giam-pesitivos (determinada como para la gen~
tamid;na aunque, : slempre que no se indique lo .contrario, en’ un medio nutrim -
tivo que consiste en-caldo de triptoa-'-fosfato)."[ﬂé substancla utilizada
pare los onsayos respoctivos-se obtuvo del Ejemplo XIX (C) y tenfa una po=
tencla de 4.600 unidz;dés-? de dilucidn por miligramo; es deeir 1.mg de dicho
material, cuando se disaivfé- en 1 ml de solvente y 1% vado a una:dilucidn
do 44000 veces, todavfa inhibe el crecimianto de Staphylogpceus aureus
(AT0C 6538P)/ . Ademds, ol SP=30 orudo como as{ también sus componentes in-
dividuales (fracciones) ha sido ensayado madiante la tdenica comin de on-
sgyo en disco descripto con referencia a los Re451A y R-451B, contra cler-
tos organismos gram=-positivos, Los result'ados de estos ensayos so mu.estran
en la Tabla XXV. La actividad in vivp centra ciertaé infecciones bactorias=
nag on los ratones Se ensayd tambidh comp para la gentamiciia,. Se adminis-
tra a los animalos do onsayo el material mrecedente, del Ejemplo XIX (C),
auspendido.en carboximetil celulosa acuosa-al 0,25 % 1a dosis protectara
para 100 % de los animales infoctados: con Spaphylocogous aureus eé 10 mg/”
ratén/dfa (= 40.000 unidadesde diluoidn/ratén/afa). La dosis protectora e
ra 100 % de lﬁs animles infectados ocon Diplocoggus pnoumoniag es 15 mg/
ratén/dfa (= 60,000 wnidades de dilucidn/vatdn/dfa), administrdndose dLcha
dosis durante dos dfas, La. toxicidad aguda .(DLSO) de 1a misma muestra SP=~

30, se mide también en manere usual, ea la formn do dosis de una suspensidn
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en carboximetil celulosa acuosa al 0,25 %, coh los siguloptes resultados:
Bubcu’bﬁhea eevco e >7500 mykg I‘ﬂto‘n; 1ﬂtraperitmeﬂl sessvee 75m mg/kg

rat&n; Intravencsa cieeese 800 mg/kg rato‘no

Micro-organismos ensayadog -

Concentracidn inhibidora

Nombre sistemdtico Degignacidn de la c n

Baoillus cereus var.

mycoides ATTC~7064, 6,0
Baclillus cereus var,

mycoides ' DA-39 0,7
Bacillus cereus var.

mycoides DA=30 12,0
Beolllus megatherium  DA-31 0,25
Bacillus megatherium  DA=36 3,0
Bacillus megatherium DA-35 6,0
Bacillus sphaericus DA-32 2,0
Bacillus sphaericus DA-33 L0 -
" Diplococcus pneunonize DA=399 0,075
Staphylococcus albus DA~40 0,75
Staphylococcus aureus ATCC~6538 0,25
Staphylococous aureus ATCG-6§38£> 0,25
Staphylococcus aureus  ATCC12715 2,0
Staphylocoocus aureus ATCC~1163 1,0
Staphyloc;occus aursus . ATCC~9996 0,75
Staphylococcus aureus - . 0,25

var. Gray
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Staphylococcus aureus
var, Smith

Staphylococcus aureus
(a1slados clfnicos re-

slstontes a la penici-
lina) '

Staphylococcus epi-
dermis

Sarcina lutea
Micrococcus flavus
Streptécoccus pyogenes C
Steptococcus focalls
Escherichia coll |
Escherichia intermedia

Mycobactorium smegmatis

- 106 =

DA-142
DA~2026

DA=2027
rmszozar
DA-2029
DA=2030
DA=2031
DA-2032
DA~2033
DA~2034
DA-2035

DA-41
ATCC*Qjﬁl
DA-60
Da-2)
ATCCulQSAl
DA~=110
DA-111
DA=150

0,25

0,25

0,75

1,5

0,75
2,0
1,0
0,75
0,75
0,75
1,0

0,25
0,75
10,05
0,025
16,0
16,0
2,0

440
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TABLA XXV

Activided ia vitro de los Antibidticos SP-30

Zona de inhibicidén (mm) contre

Cone, Staphylococcus Streptococcus Becillus
Antibibtico (pg) aureus pPyogenes subtilis
5, SP=30 1000 28 29 12
100 19 19 b
10 13 9 V 0
1 9 0 0
SP-30A 1000 28 31 Q
100 17 12 0
10,
10 ) 0 0
1 0 0 0
SP-30B . 1000 28 35 11
100 20 20 8
10 11 (1) 0
b 55T
1 0 0 0
SP-30C . 1000 28 _ 33 1l
100 22 24
10 17 14 0
1 9 h 0
&,
"~ SP~30D 1000 19 19 0
100 13 10 0
10 () 0 0
1 0 0 0

D1indica la existencic de une leve inhibicién, dificil de ser expre-
m. : sada numéricemente,
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Los antibidticos, de aouerdo con la frecedente invencidn para ad-
ministracidn a los pacientes, se preparan en formas de dosis tales como laé
comunmente utilizadas para loa antibidtlicos. Pare la preparacién de dichas
formas de dosis se puede utilizar portadores farmacéuticos usuales.

Los siguientes ojemplos describen dichas formes do dosis que ccih=
tionen gentamicina (en la forma de su sulfato) como ingrediente activo. B
evidente que se puede reemplazar el sulfato do gentamicinma por otros deri-
vados de la gentamicina, por gentamicina libre, mediante otres antibidticos
de acuerdo con la praseste invoncidn (inclusive sus derivados usuales), o
por mezclas de dichos antibisticos y/o derivedos.

BIBIPLO 4
oot

Para la preparacidn de wna inyectable apropinda, se disuslve
50 g de gontamicina (en la forma do su sulfato) en suficiente agua de in-
yecciﬁﬁ, y se completa la solucidn, as{ obtenida, con agua de inyecciodn,
hasta que se obtiene 1,0 1t de solucidh. Se filtra la aolucﬁr‘ a través de
un filtro de retencidn bacteriana y se llena con ella aséﬁticamente ampo-

llas estériles. Se trate las ampollas en uma autoclave a 121 9C durante 30

min,.
EJEMPLQ'
Ungliento Topiep
Se puede mreparar gn ungiento a partir de los siguientes ingre=
dientas:

Gentamicina (como sulfato) 5,0 g
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p-hidroxi-benzoato de motilo p.2 ¢
p-~idroxi-benzoato de butilo 1,8 g
Acaite mineral 100,0 ¢
Petrolato, c.s. 1 kg

Para preparar el ungiento, do los ingredientes precedentes, se
fundo el petrolato y se mezcla a 70-90 RC con el p-hidroxi-bonzoato de ne-
tilo y de butilo. Después de haber sido todo disuelto, se deja enfriar la
solucion aproximadamente a 40 oc. Se dispersa separadamente el sulfato de
gentamicina en el aceite mineral y se hace pasar la dispersién a travos de
un molino coloidal. Se agrega la dispersion molida a la base de Unguento,
mencionada més arriba, y se deja enfriar la mezcla espontaneamente a la tcm
poratura ambiente bajo condiciones de agitacion. Se carga el producto en
tubos o potes apropiados. EL unglento asd obtenido puedo utilizarse tam-
bién como unglento oftalmico.

BEJBVPLO C
Gotas Oftalmicas
Las gotas oftalmicas que contionon gentamicina so obtienen a pag

tir do los siguicntos ingredientes:

Gontamicina (como sulfato) 509
Alcohol fenil-otilico 504
Agua purificada, c.s. 1 It

Para preparar las gotas, se disuelvo el alcohol fonil-etilico
aproximadamente 90 %del agua, se disuelve luego el sulfato de gentamicina
on la solucién do alcohol fonil-etilico y se agrega suficiente agua para

hacer que el producto alcance 1,0 It. So filtra la solucién a través do un
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filtro do retenocidn bactoriame y su carga asdpticamente en botellas de go-

teo estériles.
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Denorith o) invento se declavan nusves y &0 prepia
favensidn las slgutontes peivindicuclencs, oom prierided &s
1as demandes do patentes sstademnidenses Ne 152,262 4l 1N
do amm éa Y.961, ue m,m asl 2 10‘ abril de 1,962,
HA 198414 del 23 de maye do 1i962, M2 231,133 el 16 de
Julle do 15962, W 211,154 do) M& de Julin & h’m. 4
B4 m.m el I3 do jullo de 1.*%2. oxiationdo en tedas
s1las waidad de Savencida,

1‘ W procediniento para 13 preparacida 4s anevos
antiviStioos en ia muners Diodfgioa usual, en el gue ve usen
Rigro-ergohlanca do wns do las esvecies Laxs  RRE-
m.wmmmmswmnm |
d6 suy mutantes o yariasstes, o 40 nisre-erganionts sguive~
leates, caracterisade por s alelacién de dSehss antidibsicos
oo reopests A1 ocultivey yy i asf fuera conwsaiente, e
transtorvocién en Ios dordosdon uowales, partiowlarmente sus
aales son doldes, sus derivedos Us y/o Dwacile y aus productes
s reascidn son etmpusuten de sdioldén &0 Disultito de

2. prosedivients da acuerds con 1a reivindioactda
1, saracterisads per 1o $acwbacidn cerdbica de les misre-srgac
rimoa utilisados ez medio Butritive acuosd gue ssntisne oar-
Yono y nitrégens asintlables hasts que oe predujo per 10 neass
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NERL 2585, WARL 8995 y NNNL 2996,
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aatlbldbloa aabetaaalal, aa aapaaa al alaalla aaa vaapaata
al cnlUaa, aa eatraaia al acida paataate ata na adataba
laalaalble aa egaa, y ae alela dal adaptada tal abtaalda
laa aatlbidtleaa daaaadaa a tea naanlaa par adataaléa, pea
paptloida, Ptp ppaclpltaclda fpaaalaaada a paa ata oaabiaa.

alda da dlahaa ndtadaa*

12* B* ppaaddlalaata paya la pawpartalda da antvaa

aaaiMdllaaa*

atada aa daaaalba y aalvladiaa aa la praaaata tanapla
dta aaaata da 114 pdglaaa dadladaa y aaarltaa a a%93*** par
wa tala da ate atrae*

Madrid, a 33 da BMdtaR** da I#d2*

aCHESIdd L7B*

p*a*



o 1#

-3b/yy?/ie7

e

700
i

Hivie

i gy

i
Fig.2

n
T

AL

eyi
orpr
+
Cprrfiesy
T

;,4; o
800

+

Beaafher e

IARRE SRR

fhejert

)000 900

T
"

T

s

Hii

-

veitfigey

1500
1500

el

B
2000

1

- 2000

u‘nh il

kg

RR TRy
Aapdieaes

A
i
e

i

IERRY TE 1 SRS TAE

rorrper

by

il
sk

4000 3000

0.0
4000 3000




Figs
4000 3000 2000 1500 1000 900 800 700



SWii7 (TR

-V
4000 3000

2000

%y<?Jd

0.0 —Hhu In"l.n!n_ L

A

Fig 8

4000 3000 2000 500 t000 900 800 700
-V Fig9
4000 3000 2000 (500 1000 900 800 700

00 ISR} h 14 1 .
A 1
iR




/%y<? ¢
J&RYr/T/TT rz?. ysie

fig!o

Fig-©)
4000 3000 2003 i500 i0O00 900 803 700

Figij2
4000 3000 2000 1500 i000 900 800 700



Zra

Fig.13

2000 1500

4000 3000
1Ly l_lllll F.l l' i

00

fig)4

700

800

1000 900

1500

2000

4000 3000




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



