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La presente invención se relaciona con nuevos antibióticos y con 

métodos para su preparación nicrobiológica, así cono para su concentración, 

aislación y purificación.

De acuerdo con la presente invención, se suministra nuevos anti­

bióticos mediante la fermentación de ciertas especies del genero Microno- 

nospora (orden 4ctinomycetales), a saber Micromonospora purpurea. M. ecLi­

nos Pora. y M. halophytica (inclusive sU3 ñuta nt es y variantes) (e l  te m i­

no "frutantes'', ta l cono se le  u tiliza  aquí, incluye los Rutantes naturales 

y a r tific ia les , por ejemplo frutantes producidos a partir de los micro-or­

ganismos descriptos, mediante agentes de nutación tales cono radiación de 

alta frecuencia (rayos X, radiación u ltravioleta ), actinófagos y mostazas 

nitrogenadas), o de micro-organismos equivalentes, hasta que se hayan fo r­

ondo productos antibióticanente activos, y por aislación de las fracciones 

antlbióticaoente activas con respecto a l subestrato así obtenido. Dichas
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fracciones pueden separarse adicionalnante, y se puede transformar los an­

tibióticos? así obtenidos? a sus derivados usuajs s tales como sus sales con 

ácidos? sus derivados N- y/o 0-acilados y sus productos de reacción con 

compuestos de adición da bisulfito de aldehidos y oetonas.

En particular, la presente invención se relaciona con antibióti­

cos básicos y con la preparación de estos últimos a partir de especies de 

Micrononospora apropiadas, mientras que los oas iuportantenente representa­

tivos de dichos antibióticos básicos se denominan oas adelante "gentanici- 

na" y "antibióticos coproducidos con gentamicina"; adaoás de lo que so de­

nomina oas adelanto "los antibióticos del grupo R-451" y "loa antibióticos 

del grupo SP-30"? y su preparación.

Cultivos de los organisoos vivientes han sido depositados y cons­

tituidos en parte de la coacción de cultivo de reserva del United States 

Department of Agricultura? Northern Utilization Research and Developnent 

División? Peoría, Illin o is , da donde se los puede obtener bajo sus respec­

tivas identificaciones NRHL.

Micro-or^anisaos Proferidos

De los oicro-organisnos que se ha conprobado quo son útiles para 

la preparación de gentanicina y sus antibióticos coproducidos, uno da o- 

llos ha sido denominado Micrononospora purpurea n,sp., (que en lo que s i­

gue se denonina M. purpurea), habiéndosele asignado e l número NRRL 2953? 

y fuá originalnente aislado de una nuestra de barro de parque en Syracuse? 

New York. -  M. purpurea se caracteriza por un fino nicelio que tiene tár- 

minonmedio un diámetro de 0,5 no produce un verdadero nicelio aéreo; 

produce esporos simples que tienen un diámetro término medio de 1,0 en
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los extraños de esporóforos siaples; no es f i jo  a los ácidos; es gran po­

sitivo; digiere ciertos tipos de proteínas y alnidón; es aaróbico, crecien­

do bien entre 22 y 37 SC pero no a 46 "C ó aés. Son típicos la forna de 

colonia y e l color anaranjado en la nayoría de los nedios de agar organi- 

y , eos ricos. En otros nedios do agar, de reducido contenido de nitrógeno, el 

color de la colonia es entre púrpura rojizo y púrpura. Aunque este piguen- 

to púrpura rojizo es característico del recién aislado del suelo, puede 

perderse tonporaria o poraanenteaante en las cepas que se obtienen cedían­

te repetidas aislaciones y transferencias.

Otra especie, esencialnente equivalente al M. purpurea en la 

producción de antibióticos, ha sido denoainada Microaonospora ochinospora 

. n. sp. (que en lo  quo sigue se denoaína M. ochinospora). Esta especie fuó 

aislada de una mestra de lodo en Jaoesville, Nueva York, habiéndoselo a- 

signado al núrioro I*íRRL 2985. El M. echinospora. cuando crece en un aodio 

W'w que consisto en 0,05 % de extracto de levadura (Difeo), 1 % de dextrosa y 

0,1 % do carbonato de calcio en agua destilada e incubado sobre un sacudi­

dor rotativo a 28 3C durante 30 días, se caracteriza por un nicalio largo, 

pacificado, regular y sin tabiques, que tiene un diaaotro de aproxinada- 

aonte 0,5 /*. El creciaiento es de color púrpura. Son producidos abundanto- 

í¡0* aente esporos individualaente cono ensanchaaientos torainales de la punta 

h ifa l. Tanto los esporos coco los esporóforos tienen caractérlsticacente 

foraa de clavas. El esporo aaduro os cas bien esférico teniendo un diá­

metro de apróximadecente 1,0 a 1,5 Mediante microscopía de contraste 

de fase (X 1000) los esporos tienen aspecto de paredes ásperas. Las aicro- 

grafías electrónicas indican que la aspereza se daba a espinas que sobre-

t
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salen regulanaente oas a llá  de la superficie da los esporos, alcanzando o- 

oasionalmente una longitud de 0,2 ^ (en este medio de caldo bajo las condi­

ciones mencionadas más arriba, M. purpurea parece no producir esporos). M. 

echinos pora digiere ciertos tipos de proteínas y almidón, es aeróbico 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 púrpura 

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 almidón soluble, 0,$ % 

do extracto de levadura, 0,1 % do carbonato de calcio y 1,5 % de agar, to­

do e llo  en agua corriente, sacudiendo a 28 ac durante 30 días. Esta carac­

terística  de pignento difusiblo puede perderse tenporarianente en las co­

pas obtenidas por aisünción y transferencia repetidas (e l M. purpurea, en 

e l nedio dascripto inmediatamente ñas arriba, no produce por lo general es­

te pignento d ifusib lo ).

Un nicro-organisno, que se ha conprobado que es ú til para la pre­

paración de los antibióticos del grupo R-A51, ha sido denominado Micromo- 

nosoora carbonacea n.sp, (que en lo que sigue so denonina M. carbonacoa). 

habiéndoselo asignado e l núnaro 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 e l desarrollo de áreas de color negro carbón de acumu­

lación de esporos sobre una colonia n ice lia l vegetativa por lo  denás a f ­

ranjada cuando crece sobre 0,5 % de extracto de levadura, 1 % de dextrosa, 

0,1 % de CaCÔ , 1,5 % de agar e incubado durante 20 días 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 û. Los esporos completa-



mente maduros, cuando se los observa microscópicamente con luz transmitida, 

son de color oscuro* Aparecen esporóforos en grandes concentraciones en 

áreas particulares del micelio vegetativo oás bien que a l azar a través de 

toda la longitud micelial. El micelio vegetativo normalmente paraca no des­

componerse en elementos polimórficos (fragmentos), conservando en cambio su 

integridad hasta autólisis eventual. El micelio vegetativo tiene termino 

medio 0,6 ^ de diámetro, no es f i jo  a los ácidos y es gran positivo. El or­

ganismo digiere ciertos tipos de proteínas y almidón, es aeróbico, y cre­

ce bien entre 16 y 37 se, pero no a $0 se á más. Aunque la foma da la co­

lonia y e l color anaranjado (con moteado negro pardusco) son típicos del 

recián aislado del suelo, las características pueden perderse temporatia o 

permanentemente en las copas obtenidas por aislaciones y transferencias re­

petidas.

Un micro-organismo que se ha comprobado que es ú t il para la pre­

paración do los antibióticos del grupo SP-30, ha sido denominado Mícromo- 

nosnora haloohytica n.sp. (que en lo  quo sigue se denomina M. haloohvtica). 

habiéndosele asignado e l número NREL 2998, y fue originalmente aislado do 

un lodo dol fondo do un charco salino en Siracusa, Nueva York. El M. ha- 

lophvtica so caracteriza por un largo micelio ramificado quo tione un diá­

metro de aproximadamente 0,5 u y abundante osporulaeión. Los esporos son 

ontre elipsoidales y esféricos y tienen oomo término medio 1,2 p en e l 

diámetro mayor. En los cultivos más antiguos, aparecen con paredes lisas y 

de color oscuro. Los esperes resultan nacer al azar a lo  largo do la longi­

tud m icelial sobre esporóforos cortos o largos; ocasionalmente son sasilos. 

El n icelio  vegetativo no se descompone normalmente en elementos polimórfl-
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aa*, raaaltaada caaaarwar aa intagafidad. 31 aiacM* na aa 3 ii* a lea d*i^ 
dea y aa gran pcaltlva.

Para cialw loa mierc-w¡s*ntM*aa, aa aacada aaa paroidn da la 
aaaatra 3a aaala a da barre cacada, reapaativaHanta, da agaa daatHada a*- 

^  tdail y# lcage da predacir apropiada* diladanae, aa diapana la acepaaaidn 
cabra oa nadie da agar. ̂  aadia datará aant̂ ar cwcntan tacante i % da 
glioard, o,a % da nitrata da aaüa, 0,1 % da iaafata dlpatdaiea, 0,05 % 
da acídate da nagneaia, 0,05 % ̂  olorcre da petaaie, 0,00%  da aaldata 
farrea#, y 1,5 % da agar) eanticaa da prafaraâ a 0,5 % da triptaaa, 3,o % 

^  da daiddn aalcbla, 0,1 % da propieaale da aalaia y 3,0 % da agar, dada ** 
Ha aa agna daatilada.

3a anaaya laa aaltivaa can raapaato a aa actividad cnübidtiaa, 
hacidadalea araaer primeramente aa el alfarda radia dcraata harpa € 6 dfaa 
a 86 so! % de azaraste da cama da rasa, 0,5 % da tupiada, o,! % da 
daztraaa, 2,4 ? de alaiddn aolabla, 0,5 % da aztraata da lavadcra, y 1,5 % 
da agar, toda ella aa agua comenta. Oa aztraata antMaaa al agar acaece 
cedíate con bctaaol y aa coaaaatra al aztvaata bataad-agca. a* aztraata 
aufiótente onttMdttoo, nadianta la naaala bntanal-a#Mt, para prevaar aa 
eoaaentrado qaa, mediente al eneayo can Ataca, inhiba al weeiaieate da 

80. t̂achyloooaeae aaraua y ̂ aeillae acbtilia* y an cicatea aaaaa tanbida da 
gacharlchia cali* pacadamanaa aawMdaaaa. Haaaiaila yfMTMMlM 7 ̂ ac 
baatarinn rMn̂ attc.sc obaarva la actividad aatibtdtlaa ocntra lac aiaaae 
arganiaaaa deapcée de ereeimieato an ana fementaeidn anaaagida Aerante 
$$ baraa en en nadie aacaaa oca eontiaaa cebetanetaa natritívaa aprepiadae, 

85. cora aa el caca da parpar̂ . y g+ aahinoaocraí ya aaa cae cea aenticna
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* % la axap&eto la & % 1* .*á*w&aaa y 1,1  % 3a a&y^&ta la

aalaia, a aaa w  aaatiaaa laa ai^WW^aa degsKÍt$a aáa aaaááa aa 

aaaa y&wálay aa al aaaa H  &. #HE&88aMM,t aaa w  aaaMaaa a,% % la  

a a lra e ta  l a  l a c a y a ,  0 ,1  #  aayaalaa n  yaaaa la , e ,y  % #$ a a rM a a ^

^  la  aaiala, a,y % la  Maa# ^  awapaaiéa la  aafa, aaaaáa pay raaáala,

' y 3,0 % la ia.taaa, y, aa a  ̂ aaaa la &. aaa qva aaa^iaaa
^ % la áaaaa ss Mya A ( w  w $aaa ^ a  yaaaita i# y. #yaatila pw - 

aaaáüaa la aaaaíaa, ^ a  paila aMasaga# la  ShaffiaM aaaaíaH §a.., 

sa**ta&* Bawa yaal) y $ % la a ^ lá t  **&*M* t^M alM aila aaawa^al 
3M# MUaa, M fe a  tAbay&taFAaa, ia c ^ ,  í¡a ia ^ á l, H a a y a a a í.

ta s  TaPlaa l e a  aaawaraa y#a a a a w a  aayadaa

wRB^aa eos aaeptae aapaataa laaaaaxaaa a i'

rayas, 3aa

ía a

f  aM-Da a aa la#.. aMa áae^ iaa  4
la aa^alaa la  $a i-aaia y aa-

W a l a  apa- 

la a  ta t& a*.

3LS. pala la  M  lía# la  in w ^ a i^  aaüa a* y 86 a i ^  ^

áy laaaal^a- iaa #aMMoíaaaa la  salar, aa sap^aa al 43í#laaaa alatsaa
y aalaraaalaa! la  ya***?* $^aaaÉ&4 aa aa a a ^  la aalaa

p tA U a M . p w  e ^ M w  C M pM M U t* o ,  ^

<n < x w *  4# * a *  w  M  

P < W M ^ , Op W < * 4 k ,  Í W ,  M XM ÍH
la l *<salar

la a ya a a ^ a a  a# 

la  

a#  $'

^  l a  ^ a

¿aaríaa! 3ta aagpala laalgaaaMa

la 4̂ H a a  a l^ H í aala w  la  

ín aaa la r  38$^ 

aa. a a f ia y e  a g ,  .a an a^a^#^ . ^ aa apaaaaa aa !a  .
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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 sobra numerosos medios de agar natural son inicialmente 

anaranjadas pero toman oierto tono da color castaño con la edad (20 días): 

e l castaño claro (canela), castaño anaranjado y castaño, son variantes oo- 

mnnes de color. La colonia raramente toma color castaño oscuro y nunca ne­

gro. Dichos micro-organismos muestran abundante asporulación, particularmen­

te en las colonicas más antiguas de color castaño. Por lo  general se pro­

duce un pigmento difusible de color castaño rojizo, sobre un agar compuesto 

de 0, $ % de extracto de levadura y 1 % de cualquiera de los siguientes azú­

cares: galactosa, lactosa, lovulosa, mannosa, rafinosa y trehalosa.

TABLA I

Taxonomía Comparativa do Especies Micromonosoora

Parte A¡ El  medio contiene 0.1 % de Amina_NZ Tipo A. 1 % de dextrosa. 1.5 %

de acar

Observaciones
Organismo Macroscópicas Microscópicas

M. ourourea 
NREL 2953

No hay micelio aereo; colonia 
levemente levantada, alomada, 
cerosa; crecimiento regular; 
no 3e producen pigmentos difu 
sibles. Color: Superficie: v i  
no oscuro g7Pl, castaño ro ji­
zo oscuro 44; Reverso: vino 
g7PC, rojo oscuro 16.

Micelio largo, ramificado, 
regular, no tableado, diáme­
tro 0,5 p; pocos esporéforos 
y esporos presantes, esporos 
de 1,0 ja de diámetro.

M. oarbonacea 
KRHL 2972

No hay micelio aéreo; colonia 
plana húmeda; crecimiento re­
gular; no se produce pigmento 
difusible. Color: Superficie: 
periferia anaranjado brillan­
te gANA, anaranjado vivo AS, 
centro negro-castaño; Reverso 
periferia anaranjado brillan­
te g4NA, anaranjado vivo A8, 
centro negro-castaño.

Micelio largo, ramificado, 
regular, no tabicado, diáme­
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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Sapsarfisis* — ^ —
j s '  34PC, s < M ^ 9 d 9  dS9Mg 34

*a*t*8$ %a9ar4* 39.

9* hay m is s lis  aé%9*t 
lavtM snt* is v ^ ta d a *  a 
graaa lsda *  *&* 
produos pigssnl 
C s lw !  gapépíla 
sa fé  $3P3* 99*1
9W9 $6)
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S 3 É
SSsj#*a430$

n  °'S^t?." .**p*f2-?*
iHa.%

d ? s S ^
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Ü M 5 5 5 3  i* w &

shamdím ¡ . s ^ ^ s s a g :



10 -

5.

10# H* Chelee* 
T S W T w S S

ao. ^M^ooas

H ca ica  
**T $ ** ;

*$ a a h a y
........ j  O dor#  M

partíala* aaedada aabrlaa 
g5M , caatada taavda 55) R** 
varea! aaadaaa bareajadM^, 
aeada&a tuerte 55,

^W gC,

de. O d e r !  acpcr- 
fíala? derracota

Ra hay atiento aérea, adaal* 
lavcmdcda, graadeda daca*, 
aeoa) boan eracidemtc. Caler! 
Ccperflcia! paritaria 
jada bareaj* gd^C, áaa . 
ruarte 50, o-sndre eeadaha d a -  
calata $4PN, aeadda grlaéaae 
cacare M )  Kevaraai c á c t e o  
aapaeí* eaawa gdML, eaata&a 

$0.

da. regalar, aa d*blaad<
S 5 3 & a * ^ ^ S :

y w  real- 
* d l p * &  

1$0 p .

Be hay atedie aérea, caled* g 
levaadaá*, graadad* depara, 
acta; beca araoldaato) cay 
lava pinacate ditodbla caata^
" aeadllaade. Cdj

!g ...

flaca 
tro O .0 p  e a la r  

ra.éaperaa 
verdadero#, dl^adro 1,0
u, ^oa a a „ _  
eaa pdleérflaaa da 0,! 
a %,0 *  da d lK d ra .

gLealla^da^dea dpaa,

adra carda a

? 3 ¿ & a iS ?
Ba la  Tabla II  ac meeatraa dadea rdadivaa a aalcalae laeobadae 

dazaada 14 diaa a 26*c cabra divaraca aadlaa. íaa dada# da lea aapadaa

25.



-  n -

,, aen laaaualaaaa oaaparanla* da 1* 
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^  Bdiaiéa, 1957, patalead* por 7b* #iUi*a* and aiHda* 
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10.

19.

30.

35.

sandia

Ha hagm ioa 
l ia a & M O  
oraaiadamto 
ragülar. Na 
hay
to aalabla. 
Ociar* da- 
rana* bri- 
llanta %91A 
anaranjado 
ra d ia *  moda 
r&eoJt?. No 
ae dataata 
cap* da ar­
para* aala- 
raada.

Oraain&anta
pobre

opaa&aie&tain*
g u ia r a n # * * * ?

P^ana. 
o^Larg aAaraa^

Gelatina Liouaoién 
débil ( l )

Liauaaiéa Maaaoiéa Ilaaaaiéa&R&l

laaha Digerido
leay^MMta

lantaaaata di 
garido

Bdgwida Paptaainado* a-

Uti^iy*d* Otiliaada utilland*

A lsid^
s w -

Hidralinad* áidraliaad* Hidraliaada

Caíala** Ataeada an

t r ? ^ *

*<a
" * * * ^ * * " *

Béoidnmaata da#

Nadaoeién Variable
#idaw wina*



Tempera­
tura

Buen creci­
miento a 
22-37*C, no 
hay creci­
miento a
47*c

Buen crecimien­
to a I6-37*C, 
no hay creci­
miento a 50* C

Buen crecimien­
to a 1G— C, 
no hay creci­
miento a 50* C

Crecimiento ópti­
mo entre 30 y 
33*C.

Crecimien- Aeróbico Aeróbico Aeróbico Aeróbico
to aeróbi­
co o an- 
aeróbico

Medio en-
sayado M. fusca M, w.rva M. globosa M. coerulea

Glucosa Crecimiento Crecimiento Crecindento Crecimiento 
vigoroso, Pig- pobre pobre pobre
mentó soluble.
Color:anaranja­
do, cambia a cas­
taño profundo, 
con capa de espo­
ros negra grisá­
cea a castaña.

Gola, tina Licuación débil Licuación Licuación Licuación rá­
pida

Leche Digerida lenta­
mente; no coagu­
la

Inalterada Coagulada 
y peptoniza- 
da

Se puede coa­
gular; diges­
tión muy leve

Sucrosa Invertida No inverti­
da
Hidrolizado

Invertida Invertida

Almidón Hidrolizado Hidrolizado Hidrolizado

Celulosa Atacada en leve 
medida

No se descom­
pone

No se descom­
pone

No se descom­
pone

Reduc­
ción ni­
trato

Variable No hay reduc­
ción

N itritos pro­
ducidos

No hay reduc­
ción

Tempera­
tura

- r - -

Crecimien­
to aeróbi-

- Aeróbico Aeróbico Aeróbico Aeróbico

co o anae- 
róbico



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

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

de la colonia de las nuevas especias de la presente invención 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 iden tifica  

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

de los contenidos de la Tabla 111-A, se llevó a cabo una observación de co­

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

con e l siguiente resultado: crecimiento bueno} colonia plegada; color ro­

jo lad r illo  g$NG, castaño fuerte 55.

Medio

Agar de 
Bennett

Agar de 
Emerson

M. purpurea 
"NRBL 2953

Crecimiento:bueno. 
Color: terracota 
m5PE, anaranjado 
castaño-54,

Crecimiento:bueno. 
Color: anaranjado 
tostado g5NC, ana 
ranjado ro jizo  
fuerte 35.

TABLA 111-A 

M. echinoscora
-"NRRL.2985

Crecimiento: bueno. 
Color: castaño pro 
fundo g 7i/2PL,cas 
taño ro jizo  grisá­
ceo oscuro-4.7.

Crecimiento: bueno. 
Color: rojo teja 
g5NE, castaño fuer 
te 55.

M. carbonacea 
** NRRL 2972

Crecimiento: bueno; 
colonia levantada y 
alomada. Color: ana­
ranjado brillante 
g5NA, anaranjado vivo 
4.8 (negro castaño mo­
teado) (^*).

Crecimiento: regular; 
colonia levantada. 
Color: terracota g5PB, 
castaño fuerte 55.(***)

Pasta de 
tomate- 
harina de 
avena—agar

Crecimiento: bueno. Crecimiento: regu- 
Color: anaranjado lar. Color: anaran 
tostado g5NC, ana- jado empolvado 
ranjado ro jizo  fue& g4LC, anaranjado 
te 35. moderado 53.

Crecimiento: bueno; 
colonia alomada. Co­
lor: anaranjado en 
la periferia g5LA, 
anaranjado fuerte 50, 
centro neg]y castaño.
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89.

Glucosa-A^
paragina-
agar

Glucosa-%
tracto de 
levadura-

Crecimiento: rogu 
lar. Color; durag. 
no brillante g5lA, 
anaranjado rojizo 
moderado 37.

Crecimiento: bue­
no. Color: casta­
ño profundo g5PL,

Crecimiento: pobre. Crecimiento: pobre.

Crecimiento: bueno; 
colonia granular ai 
menada. Color; arce

Crecimiento: regular; 
colonia alomada. Co­
lor: anaranjado barme-

agar castaño oscuro 59 g4LE, castaño claro jo g4NC, anaranjado
57. profundo 51.

Medio
M.haloDhvtica íl. c¡)iqlcep M. fusca M. SJD.
.NRH1 2998 ATCC 12452 NURI B-943 ATCC 10026

Agar de Crecimiento: Crecimiento: Crecimiento: Creoimiento: bue
Bennett regular; ocio bueno. Color: bueno. Color: no. Color: torr^

nía plagada, terracota en terracota cota en la pari-
convolutada. la periferia g$PE, castaño feria g5PB: cas-
Color: cobre g5PE, castaño fuerto 55. taño fuerte 55,
g5LC, anaran- fuerto 55m, centro: oastaño
jado oastaño centro: casta espacia 3PL:oas-
54. ño chocolate taño amarillento

g<4PN, castaño 
oscuro 59.

oscuro 78.

Agar de Crecimiento: Crecimiento: Crecimiento: Crecimiento: bue
Enera on bueno; colo- bueno. Color: bueno. Color: no. Color: oasta.

nia mas plega dulcamara tangerino ño avena g4PI:
da. Color: c^ g5PC, anaran- g5PA, anaran- castaño fuerte
bre g5LC, ana jado profundo jado vivo. 55.
ranjado castg, 
ño 54.

51.

Pasta de Crecimiento: Crecimiento: Crecimiento: Crecimiento: re-
tomate- bueno, colo— bueno. Color: regular. Co- guiar. Color:
harina nia plegada. terracota en lor: durazno d uraznb brillan-
de ave- Color: térra la poriferka brillante te g5IA: anaran-
na-agar cota en la g5PE¡, casta- g5!A: anaran jado rojizo modo

periferia ño fuerto 55: jado rojizo rado 37.
g5PE, casta- centro: cas- moderado 37.
ño fuerte 55: taño chocóla
centro casta to 4PN: cas-
ño claro taño oscuro
g4NC, oasta- 59.
ño fuerte 55. 

(1)
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S.

a #

Glucosa- Crecimiento: 
asparagl- regalar a po- 
na-agar bre; colonia 

plana. Color: 
anaranjado 
g4LA, anaran­
jado fnorte 
50.

Glacosa- Crecimiento: 
extracto bueno; colo- 
de leva- nía plegada, 
dura-agar Color: casta 

So especia 
claro g4LG, 
castaño moda 
rado 53.

Crecimiento: Crecimiento: Crecimiento: po
bueno. Color: 
terracota

regular. Co­
lor: anaran­

bre.

g5PE, castaño 
fuerte 55*

jado solar 
g5LA, anaran 
jado fuerte 
50.

Crecimiento: Crecimiento: Crecimiento:
bueno. Color: bueno. Color: bueno. Color:
castaño pro­ terracota castaño avena
fundo g4FL, g5PE, castaño g4Pl, castaño
castaño osc^ 
ro 59.

fuerte 55. fuerte 55.

*̂) 0,1 % de CaCÔ  agregado al medio.

TAm .jn=B

Medio
M. purpurea 
. NHRL 2953 ___

M. carbonacea 
NRRL 2972

R. hsApRMÍsa
NRRL 2998

Rodaja de 
patata

Crecimiento: po­
bre.

Creoimiento: regu­
lar.

Creoimiento: pobre.

Rodaja de 
zanahoria

Crecimiento: po­
bre.

Crecimiento: po­
bre.

Crecimiento: pobre.

Agar de 
sucrosa- 
nitrato 
(agar de 
Czapek)

Crecimiento: po­
bre.

Sin creoimiento. Crecimiento: regular a 
pobre (plana). Color: 
castaño avena g4?I, 
castaño fuerte 55.

Agar de 
tirosina 
(observa 
clones a 
los 2, 7 
y 1  ̂ días; 
según Gog 
don & 
Smith, J. 
Bact. 69: 
H7)

Creoimiento: re­
gular. Color: 
pigmento no dif¡¿ 
sible.

Crecimiento: regu­
lar. Color: pigmea 
to no difusible.

Creoimiento: regular, 
(levemente levantada 
y alomada). Color: sin 
reacción.
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P .

Agar de 
peptona- 
hierro 
(observa 
clones a 
los 2, 7 
y H  días)

Crecimiento: bue­
no. Color: sin 
reacción.

Crocimiento: regu 
lar. Color: sin 
reacción.

Purpuro 
bromocre­
so 1-loche

Crecimiento: bue­
no. Digestión. Co 
lor: sin cambio "  
pH.

Crecimiento: regt¿ 
lar. Digestión 
parcial.

Medio
M. chalcea 
ATCC 12A52

M. fusca 
NRRL B-9A3

Rodaja do 
patata

Crecimiento: bue­
no. Color: rojo 
pajizo g6PG, cas­
taño rojizo mode­
rado 43.

Crecimiento: bue­
no. Color: dulca­
mara g5PC, anaran 
jado profundo 51.

Rodaja de 
zanahoria

Crecimiento: bue­
no. Color: casta­
ño chocolate g4PN, 
castaño oscuro 59.

Crecimiento: po­
bre.

Agar de Sin crecimiento. Sin crecimiento.
sucrosa- 
nitrato 
(agar de 
Czapek)

Agar de Crecimiento: bue- Crecimiento: regu-
tírosina no. Color: pigmea lar. Color: pigmea
(observa to difusible ne- to no difusible,
clones a gro.
los 2̂  7 
y 1̂  días; 
según Gor 
don &
Smlth, J.
Bact. 69:
^ 7 )

Crecimiento: regular. 
Color: sin reacción.

M. sg.
ATCC 10026

Crecimiento bueno. Co­
lor: dulcamara g5PC, 
aranjado profundo 51.

Creclmientotregular. 
Color: anaranjado tos­
tado g5NC, anaranjado 
rojizo fuerte 35.

Sin crecimiento.

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



Agar de Crecimiento: bue­ Crecimiento: regu
peptona- no. Color: sin lar. Color: sin
hierro 
(observa 
dones a 
los 2, 7 
y 14 días)

reacción. reacción.

Purpura Crecimiento: bue­ Crecimiento: regu
bromocre- no. Digestión. Cg, lar. Digestión. **
sol-leche lor: sin cambio Co).or: sin cambio

pH. pH.

Crecimiento: regular. 
Color: sin reacción.

Crecimiento: bueno. Di­
gestión. Color: sin oam 
bio pH.

;

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

lizar diversas fuentes de carbono y nitrógeno.

. En la Tabla IV, se compara su utilización de oarbono con la de 

ciertas especies conocidas de Micromonospora mediante una estimación visual

del crecimiento sobre placas de agar en medios que oonsisten en 0,5 % de 

extracto do lavadura Difeo (un producto do Difoo Laboratories Inc., De­

tro it, Michigan), 1,5 % de agar y 1 % dol respectivo carbohidrato do ensa­

yo, todo olio en agua destilada.

TA3ÍA.R

Carbohidra 
to de ensa 
vo usado

M.pur
purea
NRRL
2953

M.aeh-
inospo
ra NRRL 
298 S

M. car- 
bonacea 
NRRL

..

M.halg
phytica
NRRL
2998

M.ohaí
cea
ATCC
12452

M.fua
ea

NRRL
R-9A3

M.sp.
ÁTCC
10026

Arabinosa bueno bueno bueno bueno bueno bueno bueno

Celulosa pobre pobre - pobre pobre pobre pobre

Glucosa bueno bueno bueno bueno bueno bueno bueno

Galactosa regu­
lar

regular bueno bueno bueno bueno regular

Lactosa pobre pobre bueno bueno regular pobre pobre

Levulosa pobre pobre bueno . bueno regular pobre pobre



Mannosa regu­
lar

regular bueno bueno bueno bueno bueno

Rafinosa pobre pobre pobre crece
hasta
cierto
grado

pobre pobre pobre

Ramnosa pobre bueno pobre pobre pobre pobre pobre

Almidón bueno bueno bueno bueno bueno bueno bueno

Suorosa bueno bueno bueno bueno bueno bueno bueno

íilosa bueno bueno bueno bueno bueno pobre pobre

Inositol pobre pobre pobre pobre pobre pobre pobre

Manhitol pobre pobre pobre pobre pobre bueno bueno

Sorbitol pobre pobre pobre pobre pobre pobre pobre

Testigo 
0,5 % ex­
tracto do 
levadura

pobre pobre pobre pobre pobre pobro pobre

Además de los contenidos de la  Tabla IV, as determina la utiliza-

ción del carbono del M. halophvtioa en igual manera, con los siguientes 

componentes carbohidrato: molibioaa, trehalosa, adoni*:ol, dulcitol y ribo- 

sa; con las dos primeras do ollas, se observa buen ere limionto paro un cre­

cimiento solamente pobre con las tros últimas.

üh la Tabla V, se oompara la utilización de nr.trógeno de los mi­

cro-organismos de la prosente invención con la de otras :specios de Micro- 

monospora por estimación visual del crecimiento sobre pli oas de agar en un 

medio que consisto en 1 % do glucosa, 1,5 % de agar y la .tuonto particular 

de nitrógeno utilizada (su concentración como la indicada), todo ello  on a 

gua dostilada. La clavo do color usada on la Tabla V esta je acuerdo con
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i# Indinado papa le  Tabla I .

PABLA Y

10*

tP .

ge.

& U .S
da levada 
ya Rifen

% de 
amina NZ
Tipo A

i  % de

( 1)

1 % da
E X /**

oadio

Oreoialeato* ^na. Oolor: roje 
t a ja  apNK. o a e ^  
8o fuerte $5*

Crecimiento: bue­
no. Calor: bor¿o-̂
M S - ^ r
aea aneara 47#

Crecimiento: ragú

na rejiao #piaa- 
eea aneara 47.

robre a ein oreoi 
mienta.

robre a oin crecí 
mienta.

Creoiaieato:  ̂
lar, colonia le^
ventada y alaañda*
en JLK p e ra iW ie
a%A, anaranjado

ürooimionto: re¿^ 
lar; i  Calor:

zafias
neo oeouro 47.

w :

cmoimlonto: raza 
l a r :  M íe n la  l # y  
yantada y aleñada.

W J S M I
toado a*g** oaaM
8 o ) .  ^

Creoiaieato: aa*

Míenla levantada y 

m ajad a  ta ü a d o  d%0#Mwt̂ MMiíaid M^ya Mda

PP*

crooimiento: pe- crecimiento!

Sin eraeiadeato

Sin oreoiai^nt^

cmclmloatO! pbbro.

uraciatante: potra.
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13.

yaant* ^  M,
...,& n s s —  - & 3

SxLíoá
de levada 
v e  ta fe e

i#9%

Tipa  A 

1 ^ de

N8

1 % de
M id e
g lu lM elco

1 % d# 
treta de 
eedle
1 % de ^  
trate de 
astéalo

crooladente! bM oreetaloato: 
de. Odiar! roja* ao. Oeler: 
p j^ le e  ¿dPO, eea jado  
tese rojizo m*4S adera 
— 41.  30.

oroelaleate: bueoo. Ce- 
l o r !  4hAa*aMnra. g$PC$

^ w w o a jé d e  p ie fá ed e  p l .

oeeteae leerte 33.

OreciBiiaatoi pebre CbfeelaAeate: pebre.

oreelmleato: vega-' Croeialeateípebre Oreelaleate! pebre.

5$.

o ro o ia ieu to :

 ̂ vega-' 
lar. Colar: cáete

6MlSS
be eeouro ?0.

sin oreelmleato. ála orooleleate. slr- oreolaloato.

^ld ereeialoato. Sia ereelaleato. 81a oroeinieato.

1) lea aetee pera^. eehlaoeoor^ eea Idjatleea e eetee.

2o. 8e ha aenoloaaáo eáe arriba q ^  oe eweldere eoMpreadido deatre
del oeneopto lmveatlvo de la  preaeate Inveaelda, el ueo de amtaatee de lee 

mwvee eepeeiee de le  proeeato lavoacida paré la  predacdda de eatlbl4tl^ 

ooe. eoeo eel temblda el ueo de euo varlaatee. Ejeaplea eepeelfleee de ee­
tee verlaatea. que difieren de lee eepeelee deoorlptee ea detellee aeae- 

85. rea talee eeao propladadea meafeldgloae e blequínleee, oca lee algalenteo: 

dea verleatee de deaedaedee ^  MblaeeBera ver. gggBM&M!
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y M. echinospora var. oallida: y una variante de M. carbonaeea. que se de­

nomina M. carbonaeea var. aurantiaca. Cultivos de e llos han sido también 

depositados y forman parte de la colección de cultivos da reserva del Uni­

ted States Department of Agricultura, Northern Utilization Research and De- 

velopmant División, Peoría, Illin o is , donde se encuentran disponibles bajo 

sus respectivas identificaciones NRHL, a saber NRHL 29 9$, NRRL 2996 y NRRL 

2997, respectivamente. Estas variantes fueron también originalmente aisla­

das a partir de muestras de lodo cerca de Jamesville, New York, y de suelo 

do Olean, Nueva York, respectivamente, siendo taxonómicamente las mismas 

que M. ochinosoora ó M. carbonaeea. respectivamente, pero con las siguien­

tes d if orondas:

M* ochinosoora var. ferrueinoa no reduce los nitratos; crece 

bien sobro riboaa (tanto M. ochinosoora como echinospora var. oallida 

crecen pobremente sobra estas puntosa); sus colonias tienden a ser rojizas 

o do oolor castaño amarillento (volviéndose ocasionalmente de color rojizo 

a castaño purpura por envejecimiento), encontrándose ocasionalmente pigmen­

tos do color castaño en e l micelio. La osporulación ae por lo general pobre, 

aunque en ciertos medios (por ejemplo pasta do tomates -  agar de harina de 

avena mas 0,1 % do carbonato de sodio) en cultivos viejos, se ha encontra­

do esporos y esporoforos que tienen la característica pared áspera. En es­

te último medio, y sobre agar do Bonnett, e l crecimiento es bueno y la co­

lonia os plegada; e l oolor os rojo-caoba g6 l/2 PI, castaño rojizo oscuro 

Al.

M. ochinosoora var. oallida no alcanza a producir una pigmenta­

ción micolial púrpura oscuro sobre medio do agar. Su color do colonia so-
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3.

36 ,

33.

86+

8̂ #

bre la mayoría da los medios de agar varía en una gama desde anaranjado pu­

lido a canela claro ("café con leohe"). Sobre agar de Bennatt y pasta de 

tomates -  agar de harina de avena más 0,1 % de carbonato de sodio, e l cre­

cimiento resalta bueno; la colonia es plegada. El color de la colonia sobre 

e l primar medio es damasco g4CA, anaranjado claro 52 ; en este último me­

dio, la periferia as del color mencionado más arriba mientras que e l cen­

tro se vuelve negro.

M* carbañacea ver. aurantiaca no alcanza a reduoir nitrato; oca­

sionalmente produce un pigmento difusible amarillo cuando se le hace cro- 

oer en un medio do carbohidrato sobro la base mannosa o xilosa; manifiesta 

una producción limitada de esporos* El colar de la colonia sobre la mayo­

ría de los medios de agar os anaranjado, volviéndose castaño anaranjado pote 

envejecimiento. La superficie anaranjada contiene ocasionalmente pequeñas 

áreas negras, que consisten casi enteramente de esporos do color oscuro, y 

están principalmente compuestas do micelio vegetativo; Sobro agar do Be- 

nnet, e l crecimiento do la variante es bueno; la colonia se levanta; e l co 

lor de esta última os anaranjado tostado g5NC, anaranjado rojizo fuerte 35. 

Sobro pasta do tomates -  agar de harina de avena, con un contenido do car­

bonato de sodio de 0,1 %, o l crecimiento es regular; la colonia se levan­

ta; e l oolor de esta última es dulcamara g5PC, anaranjado oscuro 51*

Las variantes enumeradas son equivalentes a las especias doscriR 

tas más arriba para los finas de producir antibióticos en general, y en 

particular gentamieina o R-451, respectivamente.

EaEmasián y. Aislaaión de los_ Aütiblóticos 

Los nuevos micro—organismos doscriptos más arriba y los otros mi—
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9.

M .

M .

ero-organismos contemplados por e l concepto general de la  presente inven­

ción, por los métodos de fermentación esencialmente como se ha descripto 

mas abajo, producen substancias antibióticos* Después de la fermentación 

(incubación), se encuentra los productos antibióticos tanto an el micelio 

como en e l caldo; después de la separación del caldo con respecto a l mice­

l io ,  se prefiere u tiliza r como fuente de productos antibióticos a l mioelio 

en e l caso de M. purpurea. M. echinospora. y sus variantes; en cambio, se 

prefiere u tilizar e l caldo en e l caso de M. carbonacea y sus variantes, y 

M. halophvticp. En todos estos casos se obtiene inicialmente mezclas do an­

tib ióticos.

En particular, de acuerdo con estudios de cromatografía sobre pa­

pal, surge que las substancias antibióticos producidas por M. purpurea y 

M. echinospora y sus equivalentes, comprenden por lo  menos tres componen­

tes. Al componente principal so le  asignó e l nombre de gentamieina. Los o- 

tros componentes que fueron aislados se denominan BA-3 (Fracción A) y BA-3 

* (Fracción B), respectivamente.

Las substancias antibióticos producidas por oarbonacea y sus 

equivalentes, comprenden por lo  menos cinco componentes que en lo  que s i­

gue se identificarán como R-451A, R-A51B, R-45IC , R-451D y R-4.51E, respec­

tivamente, cuya resolución depende del método empleado. En uno de los s is ­

temas de cromatografía por partición, los componentes con regímenes de mi­

gración similares a A, B, C y D son aislados como un grupo que es antibió­

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, halophvtica y sus equivalentes comprenden por lo  panos ouatro compo­

nentes. Se identifica e l compuesto de substancias antibióticos producido 

por M. haloohytica mediante la olave SP-30 y cada uno de los cuatro compo­

nentes mencionados más arriba con la clave SP-30A, SP-30B, SP-30C y SP-30D.

A fin  de formar las substancias antibióticos? se hace crecer loa * 

micro-organismos a una temperatura de aproximadamente 25 a 40 BC bajo condi, 

cienes aeróbicas sumergidas en un medio nutritivo acuoso que contiene una 

fuente de carbono y de nitrógeno asimilables. Fuentes apropiadas da carbo­

no son los carbohidratos tales como almidón, dextrina, ciertos azúcares y 

lo  similar. Fuentes apropiadas de nitrógeno son tanto nitrógeno orgánico cg, 

mo inorgánico, de preferencia e l primero, ta l como harina de soya, peptonas 

y lo  similar.

La fermentación se lleva a cabo a un pH comprendido en la gama de 

aproximadamente 6 a 8; durante aproximadamente 24 a 46 hr en e l caso de M. 

purpurea y M. ochinospora. durante aproximadamente 60 a 72 hr en e l caso de 

M. carbonacea. y durante aproximadamente 96 a 120 hr en e l oaso de M. halo- 

dhvtica. Aproximadamente al termino del respectivo período so alcanza la 

máxima producción de antibiótico. Se sopara ahora e l micelio con respocto 

al caldo, y se aisla los antibióticos, resultando que se han enriquecido.

Por consiguiente, en e l caso de M. purpurea y M¡. ocfiinospora. 

puesto que la mayoría de la actividad reside en e l micelio, se separa esto 

último por filtración y se descarta ol filtrado. Los antibióticos así pro­

ducidos (que en vista do las condiciones cuantitativas pueden denominarse 

simplemente "gontamlcina cruda"), son separados con respecto al micelio per 

extracción acida con ácido mineral a un pH de aproximadamente 2. Se neutra-



liza  los extractos ácidos hasta un pH do aproximadamente 6 y se los puede 

hacer pasar ya sea a través do una resina intorcambiadora de ionos, de pro- 

forencia del tipo Amberlito IRC-50, o bien se los precipita por foración 

do una sal insoluble, por ejemplo heliantato, Reinackate, dodecilbenconsul- 

fonato (Sal Santomerse S). Ejemplos de resinas del tipo Amorlite aquí om- 

pleadas, do intercambio tanto aniénico como oationico, so encuentran en e l 

"Handbook of Chemistry and Physics", 42a Edición, Chemical Rubber Pu- 

blishing Co., Clevoland, Ohio (1960).

Cuando so emplea la "técnica con resina", se hace pasar la solur- 

cion mencionada más arriba de la "gentamicina cruda" (ver más arriba) a 

pH e 6, a través do la resina intorcambiadora iónica y se oluyo la gentami- 

cinn cruda a partir de la resina mediante ácido sulfúrico diluido. So hace 

alcalino ol eluato hasta un pH de aproximadamente 10 mediante hidroxido do 

sodio. Después de agregar acetona, se precipitan sales inorgánicas. So a- 

justa e l licor sobrenadante a pH = 4*5 y se concentra bajo presión reduci­

da para obtener una solución concentrada de sulfato de gentamicina cruda.

Se agrega motanol a esta solución y se precipita e l sulfato de gentamicina 

cruda.

Cuando se u tiliza o l "método do Sal insoluble", se trata o l ex­

tracto micolial neutralizado (pH = 6) por ejemplo con Santomerse S y so 

sopara por filtración  las sales así precipitadas. Se lava e l  precipitado 

con agua y se disuelve on metanol. Se f i lt ra  la solución matanólica y so 

la  haco pasar entonces a través de una resina intorcambiadora aniónica, 

por ejomplo del tipo Amberlite IRA-401. Se concentra e l eluato, se ajusta 

a pH = 4,5 con ácido sulfúrico, lo cual da por resultado una solución con-







da sistema do la  Tabla VI, so emplea solvente descendente; en la Tabla VII 

se ompioa solventes descendentes y ascendentes, tal como se Índica#

EstudiosCramatográficoa da Substancias Antibjóticas Producidas ñor Fermpnr.

tacióa de H.carbonacea
____¡_______- __ Valor Ry

Sistew solvente

I )

Benceno, 10 p.v. ( )

Eter de petróleo (30-60 sc)( )) 
2,5 p.v. )

Acetona, 5 p.v. j

Tiempb de revelación 1,5 hr )

n )

Tolueno  ̂ 20 p.v. )
)

n-butanol, 1,5 p.v. ,)
)

Agua destilada, 7,0 p.v. )

Eter de petróleo (30-60 so)(^))
1,5 p.v.

Tiempo de revelación 4,5 hr ) 

I I I )

Eter de petróleo (60-90 sC)(^))
5 p.v.

Metanol 8 p.v.

Acetato de e tilo , 5 p.v. 

Agua destilada, 2 p.v. 

Tiempo de revelación 2 hr

)

)

0,14 0,28 0,64 0,74

0,19 0,42 0,61 0,71

0,08 0,26 0,60 0,82

***) P.v. = partes por volumen; en los ensayos originales, 
1 p.v. = 0,473 l t

Estas temperaturas indican gamas de ebullición.
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H) Cloruro do oatlleno:tetracloruro da carbono (80:20) saturado 

con formamida. So sumerge o l papel cromatográfioo, antes dal ubo, en fo r­

mamida matanólica a l 50 %, se soca con papel secante y luego al aire doran­

te 5 min para oliminar e l metanol.

EL valor R  ̂ observado diferencia a l SP-30 da todos los antibió­

ticos conocidos, incluyendo oleandomicina, novobiooina, penicilina G y 

eritromicina.

En los siguientes ejemplos se ilustran métodos apropiados para 

fermentar los micro-organismos preferentemente usados, extractaato las subg, 

tancias antibióticas del micelio o e l caldo, respectivamente, y resolvién­

dolas en sus componontos principales. En algunos do los ejenplos, se ex­

presa un valor de análisis del antibiótico así producido, en términos de 

unidades por miligramo como índice da actividad. El análisis se efectúa mi- 

crobiológicamonto mediante una técnica común de análisis por difusión en 

agar del tipo a disco (on o l caso do la gontamicina y sus antibióticos co­

producidos, y dal grupo de antibióticos SP-30) o dol tipo de taza (en e l 

caso do los antibióticos del grupo R-451) ¿comparar Donald C. Grovo y Wi- 

lliam 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 antibiótico diluido en regulador fosfato a pH ^ 8 en un medio que 

consisto en:

Peptona 0,6 %

Dtgesto pancreático de caseína 0,4 %

0,3 %Extracto do levadura
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Extracto do carne de vaca 0,15 %

Doxtrosa 0,15 %

Agar 0,5 %

pH 6,6

La susoonsión utilizada dol organismo do ensayo (StaPhvlococcus

aoreus) se normaliza de manera do proveer 20 % do transmisión a 660 myt on 

un colorímetro. So determina la  potencia do la  muestra on baso a la curva 

do referencia y so expresa on tórmlnos do unidades por miligramo; una uni­

dad en e l "nesayo del tipo a dieco" os la cantidad do substancia de ensa­

yo qUc se necesita para producir una zona do inhibición de 18 mm con un dis** 

co do 13i 5 mm, o on o l caso dal "ensayo dol tipo a taza" os la cantidad no- 

cosaria para producir una zona de inhibición do 1$ mm con un cilindro do 

acaro do un diámetro oxtorno do 6,5 mm.
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6* 300 mi <m* aantlaaa W  *1  da* *4% % **+* * * * * *  * * * * * * * *  

Extracta &e baa***aaEa* 3 *

T U p tM *  *  *

la s tw M *  t *

^*4d3a *c*aUa $* 3
^tracto deiwada** % 3
Ajgaa eM Hdaat* 1*000 a *  (1 )

<MÁVWSt* (!
a<M) da mal 
a & g w t a l A ' H  
xaalidad da*

a* inaataa* araaaay a*aoaata*4doa &M*ata5dÍa**37 acaa- 
bva aa aaaadíday ac*t*ttv* (300 ******* 3 da).

8a tnHMg**y*aa iaaoMlu* da 25 *1, obtaalda da la praaadaata 

atq^daipRMtMMddB, acadaaaa da a**t*a ******* daZM* aadaaaa %* 
lea aaala* ^ttaaa 500 *1 M  aban ta  aaátd!

Extracta da lavad***
33.

W 3 
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Carbonato de calcio 1 g

Agua corrionto 1.000 mi

So Incuba los frascos y sus contenidos durante 3 días a 26 SO 

sobre un sacudidor rotativo. Se roúno loa contenidos de los frascos. So a- 

cidlfica una alícuota del caldo ontoro a pH =* 2 con deido sulfúrico 6N y 

se centrifuga. So recoge e l caldo sobrenadante y so neutraliza oon hidró- 

xido do sodio 6N. So ensaya la alícuota de caldo neutro con rospocto a su 

actividad contra Stanhvlocpccns aurou  ̂mediante la tócnica de difusión do 

agar. Los caldos obtenidos on la manera descripta dan por análisis 1$ a 20 

unidades por m ililitro  do antibiótico.

C) Aislacián do aontamicina cruda.(como sulfato) a Partir dol subeatrato 

do fermentación

So ajusta e l pH doí caldo entero do la parte B do esto cjomplo 

(aproximadamente 2 l t )  a 2 mediante ácido sulfúrico 6N. So agita y so f i l ­

tra usando un auxiliar do filtración. So ajusta o l pH dol filtrado o 7,0 

mediante hidróxldo do sodio 6N. So hace pasar e l caldo noutro a trovós do 

una columna do resina intorcambladora do cationes (Amberlito IRC-50, 1-10 

g do resina por lit ro  do caldo). Se descarta e l oluato. So eluyo la colum­

na mediante ácido sulfúrico a pH = 2,0. So;neutraliza e l oluato con hldró- 

xido de sodio 6N a pH = 7. So concentra la solución bajo presión reducida 

hasta aproximadamente l/lO do su volumen. Se ajusta a pH =* 10,0 mediante 

hidróxido de sodio 6N (solución) y so agroga 4 volúmenes do acetona mien­

tras se agita. So enfría la mezcla y se lo f i l t r a .  So ajusta ol filtrado a 

pH 5,0 mediante ácido sulfúrico 6N y se concontra bajo presión reducida a 

la temperatura ambiontc hasta quo la actividad del concentrado so aproxi-
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mu a 20,000 unidades por milí31tro, So agrega 10 volémonos do motanal bajo 

agitación y so f i l t r a  e l  sulfato do gontamlciaa precipitado. Se soca bajo 

presión roducida, Rondimionto to ta l aproximadamente 100 mg, dando por aná­

l is is  343 unidades par miligramo por difusión en agar contra Sta,nhvlpao- 

ccus auroua.

D) .da.Jii.scaísAüiíM aip,.ía.^

So disuelvo 15 g do la sal cruda, obtenida on la manera previa­

mente descripta (que da por análisis aproximadamente 340-450 unidades par 

miligramo) en 50 mi de agua. Se hace pasar a travós do una resino intorcaR 

biadora de aniones (Amberlite IRA-^OO, forma OH) on una columna do 33 mm 

do diámotro y 61 om de altura. Se lava la columna con 2 I t  do agua. So cq& 

contra e l aluato a soquodad baje presión reducida y so disuelve o l residuo 

on 50 mi domatanol. Bajo agitación ce agrega esta solución a 1 l t  do aco­

tona. So f i l t r a  y so lava ol procipitado con acotona. So ovapora o l f i l ­

trado a sequedad y ce retoma on $0 mi do motanol. So agroga osta solución 

a 500 mi de óter bajo agitación. So f i l t r a  y so lava o l precipitado con 

óter, So ovapora o l filtrado  hasta un residuo quo consisto on gontamlcino 

purificada, aproximadamente 3 g* análisis 961 unidades por miligramo.

EJB1PL0 p

EKaBaya.SÍ^^.3.&3., (memela da-&-áC.aÍPRGP A Y B) a oscala do laboratorio 

So siguo o l Ejemplo I  (partes A a C ), Siguiendo ontoncos la pa& 

to D dol Ejomplo I ,  o l agrodado do acetona a la solución motanólica dol 

oluato concentrado produoo la precipitación do BA-3 (mozcla do las Frac­

ciones A y B). Despuós do lavar con acotona y socar, ol precipitado es su- 

íiciontcmonte puro para e l  uso.
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AJK,.gÍ..RMr. ^

Ree^laeende #1 CKitiVW liefllleadO 4$ g . MaRHOPOm aeOdO da *1 

BM*aa%t*X (parte A)# oea eaeerreapaídl^te ealtlre **g^¡aggg&fBHHh(+ 

de ana de lee rarlaatee g* eebla^^aa y g^
rw . peUida),  ̂ eignlendo eeenolalseate el preeedlaleate de lee Ejeaple^ 

X y/e XI# ea podrá obtener de manera aballar geRtealelee y/e BA-3 (F¡eae^

Sel&MawHare 3? a l delprlaevlaeealea# obtealde de la  etapa 
peería de gei^aaeida, aeadatme deeaateefraeoee d e K ll, ead* aaede

$0. lee oaalee eontiene 300 al dal medie eetáril atlllemáe poya la  gewlaa^ 
el&^ se meaba loe freeooe y ene ooatealdee doraate 3 dfaa a 88 0̂ eebee 
na eeeudldev retatlre (28o r.p.m., earywa 3 em). Se yedae lea eeatealdee 
da loa fraaeoa. Su agrega 83 mi deleegoadelaeeaUee aaíabteatde, meada 
nao de relate fraecoe de 2 l t ,  cada cae de lee eeelee eeatleee 300 a l d a  

23. elgaleate medio!
Harlaadeeoya 30 *
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Doxtrosa (cerolosa) 40 g

Carbonato de calcio 1 g

Aguo corriento 1.000 mi

Se incuba los frascos y sus contenidos durante 3 a 5 días a 26 

"C sobro on sacudidor rotativo (280 r.p.m., carreé 5 om). So retino y so 

transflore asíptioamonto e l caldo a un frasoo oetóril do lnooulum quo ti&, 

no un brazo latoral (volumen total; aproximadamente 10 l t ) .

C) Etapa do fomentación on tanque

So transijo ro asópticamento loo 10 l t  do lnocalum a un fomento^ 

dor do 240 l t  quo contiono aproximadamante 18$ l t  del slguionto aodlo os- 

tó r ll;

Extracto de bacto-carno 600 g

Baoto-triptosa 1.000 g

Dextrosa (corolosa) 200 g

Almidón solublo 4.600 g

Extracto de lovadura 1.000 g

Antiespuaanto a baso do silicoaa (^) 100 mi

Agua corrionto, c.s. para 200 l t

So utilizó ol producto comercial "Aati-foaaor GE 60" 
do GatBral Eloctrio Co., aunque son también apropia­
dos otros aatiospuoantos.

So ajusta o l pK a 6, 9-7 ,0  antes do la esterilización. So formen 

ta aoróbicar^ontc duranto 20 a 30 hr (hasta quo ol volumen celular os apro 

xlmadamonte 10 a 15 %) bajo las siguiontos eondioionos!

Tomporatura 37

Entrada de aire estéril, aprox. 150 lt/aln.

ES.



Prosión, aprox. 0,5 ata, por so­
bro 3a pro­
sión ataosf^ 
rica nornnl

Agitación 130 r.p.n.

Se transfiero asopticanento los contenidos del fomentador a un 

tanque do fomentación do 2,500 l t  que contiono aproximdanonto 1.665 l t  

do un oc'dio ostóril quo tiono la siguiente conposioión!

Extracto do lovodura 17 kg

Doxtrosa 17 kg

Carbonato do calcio 1^7 kg

Ant io a puoa nto 400 ni

Agua, cantidad sufioicnto para 1.665 l t

So foritonta a 35 *̂0 bajo agitación a 120 r.p.a, y se introduoo 

aíro aproxiínadaacnto a 0,5 ata, por sobro la presión atnosfarica nema! 

on una cantidad do aproxioadanuntc 425 lt/nin, dorante 24 a 31 hr,

Al tóroino do este período, la potencia do los antibióticos así 

producidos alcanza una oaxioa o cresta que pornanocc substancialnnnto 

constanto. Durante la fomentación e l pH pomanoco substancialooato oana- 

tanto on la gaoa de 6,6  a 7,4. El volnnon do las células alcanza un valar 

oonstnntc do 2 n 2,5 a l. La potencia dol antibiótico así producido os a- 

proxioadaaonto 25 unidades/nilílitro.

D) Aislnclón de gentaoicina cruda (coao sulfato) a Partir do la  f  amonta-, 

ción dol tanouo

So agrega 25 kg do auxiliar do filtración  (eolito ) a 1.850 l t  

aproxinadanontc do caldo do foraontación do la parto C do esto ojcopio, 

y so f i lt ra . So suspendo, o l auxiliar do filtración  y ol uioolio adhoren-



to on aproxir:adancnto 370 l t  do agua, su ajuste o l pH a 2 nodiontc acido 

sulfúrico 6N y so agita durante 13 nln. So f i l t r a  y se doscarta la  torta 

n ic c lia l. Se ajusta o l pH del filtrado a 7*0 agregando hidróxido de sodio 

4N. So carga ol filtrado  neutralizado en una ccluona do adsorción do in­

tercambio catiónico que contieno 18 a 20 l t  do Aa33o r lito  IRC-50, bajo su 

forma sodio. So doscarta o l Oluato, so lava la  rosino con agua y so oluyo 

con acido sulfúrico 2N) so reúno entóneos los oluatos ácidos. So continúa 

la  elución hasta e l pH = 5,0 aproximadamente. Se noutraliza loa oluadoa 

así reunidos hasta aproximadamente pH c 7,5 nodianto hidróxido do sodio 

2N. Se concentra hasta aproximadamente 3*7 l t  bajo presión reducida a una 

tonporatura in ferior a 4.5 SC. So lleva e l concontrado a pH *= 10,3 nodian- 

to solución de hidróxido do sodio 2N. So agroga 3 volúnenos do aeotona, 

se ohfría, se f i l t r a  los sales precipitadas y so las lava con acetona; so 

conbina entonces e l filtrado y los lavados. So ajusta o l pH del filtrado  

conbinado a 4*5 nediante acido sulfúrico 2N, so concentra bajo presión 

ducida a nonos do 45 °C, hasta 100 n i. So agrega 1 l t  do notanol, so f i l ­

tra y se doscarta e l filtrado . So disuolvo e l precipitado (sulfato do gon 

tanicina cruda) en suficicnto agua (100 n i) paro producir una solución a l 

20 %. Se ajusta o l pH a 10,3 nodianto hidróxido do sodio 2N y so agrega 5 

volúmenes do acotona. So enfría, se f i l t r a  y so descarta las salos preci­

pitadas. Se ajusta e l pH dol filtrado a 4*5 nodianto ácido sulfúrico 2N, 

y se concentra bajo presión reducida a 30 n i. Se agrega 500 ni de notanol, 

so f i l t r a  y se lava e l precipitado con notanol fr ío .  So soca ol sólido bĝ  

jo  presión reducida sobro pontóxido do fósforo, para obtoncr aproximada­

mente 20 a 30 g do sulfato do gcntnnicina cruda (actividad: aproxinndanog
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to 500 unidades por niligrano), que censista substancia Innato en o í sulfa­

to do gontaaieina nozclado con los sulfates do BÂ -3 (Fracción A) y BA-3 

(Fracción B).

T) Método alternativo oara la nislación do eontar-deina cruda (cono pu^fa-

3o filt ra  ol caldo de la parto C do esto ojonplo y se suspendo 

ol üicolio en 350 l t  do agua. Bajo agitación so agrega ácido sulfúrico 6N 

para ajustar ol pH o 2. So filt ra  y so lava ol nloolio con agua. So conb¿ 

na ol filtrado y loa lavados. Se ajusta ol pH a 6,5 .Tediante hidróxldo do 

sodio 4N. So agrega 2 kg do tiorro infusorio cono auxiliar do filtración  

y 750 ni do una solución acuosa al 30 % do Saatonorso S (dodocilbonccn 

sulfonato do sodio). So agita vigorosanonto durante 15 nin, se f i lt ra  y so 

lava la torta do f i l t r o  con agua. So soca particlatxnto al aire la  torta 

do f i l t r o  y se suspendo ontoncos on 40 l t  do ¡octanol. So agita duranto 10 

nin y so f i lt r a .  So oxtracta la torta nuo vanante con 40 l t  do nctanol y 

so conbina los extractos notanólico6. So hoco pasar la solución notanóli- 

ca (aproxinadanontc 100 l t )  a travos de una oolunaa do adsorción do lntcg 

canbio aniónico que contieno 5,0 l t  de Anborlito 401 S on notanol (rosina 

on foma hidroxilada). Se lava la oolunna con 20 l t  de notcnol* So conbi­

na los oluatos, so concentra bajo presión reducida hasta ap*oxinadanoato 

10 l t  y so f i l t r a .  So ajusta o l pH dol filtrado a 7,0 rcdlanto acM? sul­

fúrico 2N, so concontra a 400 ni y so f i lt r a .  So ajusta e l pH del f i l t r a ­

do a 4,5 nodianto acido sulfúrico 2N y so agrega 5 o 10 volúnonos do nota 

nol. Se f i l t r a  ol sulfato do gcntauiciaa cruda así precipitado, se lo la ­

va con notanol y so soca a 40-60 BC bajo presión reducida. El rendinionto
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oa aproxinadauento 36 g (análisis 623 unidades por niligrano).

F) purificación do  ̂ sulfato da contanicina cruda aislado

So disuelvo 55 g do sulfato do gontanicina oruda, ta l oono so lo 

obtiene do la parto D o B do este ojcapío, on 10 l t  de agua, ao ajusta o l 

pH a 6 ,5  aodiantc hldroxído do sodio 2N y so agrega 300 g do auxiliar do 

filtración  tierra Infusoria* Bajo agitación so agrega 250 ni do una solu­

ción acuosa al 30 % do Santonorso 3# So f i l t r a ,  so lava ol precipitado 

eon agua y so soca al aire. So suspendo la  torta de f i l t r o  on 10 l t  do no-* 

tanol, so agita y so f i l t r a .  So ropitc la  extracción notanólioa do la  tor­

ta do f i l t r o  y so conbina loe filtrados. Se haco pasar los filtrados a tra 

ves do una colunna do intcrcanbio aniÓnico que oontiono 5 l t  do Anborlito 

IRA-401 S (forua <H) en notanol, a un rógiacn do circulación de qproxina- 

danonto 500 nl/nia. Se lava la colunna con 10 l t  do notanol y so conbina 

los oluatos. So concoatra los oluatos oonbinados bajo presión reducida ha& 

ta 1 l t  y so agrega ácido sulfúrico diluido hasta qao ostá oonplota la pr¿ 

oipitación (do acuordo con una modificación vontajosq, so agrega ol ácido 

sulfúrico hasta quo se alcanza un pH de 4;5 y luego so agrega, bajo agita­

ción, IB g do carbón pulvorizado activado, so continúa agitando durante ),$ 

niq, se f i lt ra , so lava la torta do carbón con agua, so conbina ol f i l t r a ­

do y los lavados y so agroga a 10 volúnonos do notanol). So f i lt ra  o l sul­

fato do gcntanicina así forondo y so le  seca* El roncinicnto os aproxina- 

danente 37 g; análisis aproxinadanonto 7B0 unidades por niligrano.

0) Preparación do gentrnicina a nartip dpi sulfato de gontanicina

Se disuelvo 10 g do sulfato do gontanicina purificada (do la 

parto F do esto ojoaplo) on 1.500 ni de agua y so haoo pasar la solución



a tzavcB do una columna do intercambio aniónico que contieno 100 a l do ¿ca­

ber l ite  IRA-400 (forma OH). So ooncontra o l oluato y so lc  l io f i l iz a  para 

obtenor apr oxir.adórnente 6,7 g do gontamicina quo por análisis da un valor 

de aproximadamente 1.120 unidados por miligramo.

&!B$&p..3E
Preparación do BA-3 (mezcla do Fracciones A ? B) on escala técnica 

Se sigue e l Bjomplo IV (partes A a C, y luego D ó B). Se sigue 

ontonoes la parte F del Ejemplo IV y se combina o l filtrado dol precipita­

do ob tenido por agregado do la solución do Santooorsc S, con e l agua do 

lavado de la torta do f i l t r o  y se hace pasar a travos de una columna do 

una resina do intercambio aniónico roción regenerada ( de preferencia Am- 

bcrlito IRA-A01 S, forma OH). So concentra o l aluato hasta 150 mi y so a- 

groga por gotas a 10 volúmenes de acetona bajo agitación,.con lo  cual so 

precipitan las sales que, doepuóg do separar por filtración , se lavan con 

acetona y so doecartan* So concentra o l filtrado combinado do canora do o- 

lininar la  acetona, dando por resultado una solución acuosa do BA-3 (Frac­

ción A) y BA-3 (Fracción B). Se ajusta la solución a pH = 4,0 mediante ó- 

cido sulfúrico 2N y se filtra-, Se agrega lO volúaonos do motanol y so f i l ­

tra ol precipitado resultante, so lava con motanol y so soca. El material 

amorfo secado consisto csoncinlmonto en los sulfates do BA-3 (Fracción A) 

y BA-3 (Fracción B).

.YL

ProBaroeión de Gont^o^^a y ^A-3 (Fracciones A y B) Adianto Formontaoiqn 

^  M. pf^daospprn o sus Variantes en Escala Toonioa 

Al llover a cabo la  gormimeión, monoionada on la parto A dol
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B9*wi*iv, aBE!Mlttw3A**M***** dag. Q^baanara & da ana da law*** 
rianlaag, echineener* var̂  nallida) *a

^  ^  JBíH^StjSL. y  <r1 ^ < ^ e )ta  y iñ M w ^ t n lc  4$

i+* BJeaplcalVy/a V, aa puede cblanar, daaaneraaiailar, ganlaalaiaa 
3  ̂ y/# (Fraeoionea A y B), raapaâ voaanla.

m ntM ,o m

lo .

§4 diacdra 10 g da *aiíat$ da gcalaaiclna parificada (da la  par- 
la Fdel BjeawloIV) en t.POOal deegaa, a* adaarbaen la  nacer* deaarlp- 
t a a a l *  parla 6 del ^Je^lo IV, y aa ajnal* $1 aléalo a pH *  4,5 aadianla 
daida daac^ídriaa. oe oenaaalra 1 *  adacidn a a p iadad bajo praaidn rada .̂
cid*. se dieualve #1 reaidaa entapa !  a* aeland y a# agrega 750 a l da +* 
calen*, a* reccgaocbre en filtre  al darbidraio da genlaaiain* aai pracl-
pilada, aa lava can anciana y a* caca baja praaidn radecida aalra 40 y dO 
QO. R1 rendimicnte aa aprcaiaadnnenla $,$ g; par andlieie da apyadaadMM** 
la Ozoaaldadaapav ailigraaa.

WRC3M^ m i

30.

35.

Se diaualve 6,4 g de a^t-fale da gealaaicina arada (plañida da 
acuerde con ya aea laa parlea B d ^ d a l g jw la  17) anOSaldeagaa* Na 
agraga una aolueidn oali*%te (75 30) de 33 g de ¿naranjado Sanie en ^ ro- 
aciaadaaaaie 300 a 350 al de agen, ág il* y aa calléala la  acacia a 7$ *0
y co fillra  aa calienta, se l*w  con agen al M laalala  aad proalpilada y 
aa aaca baje preatdn reducida aebrw penldalde da fdafara. da raarialaliaa 
a parür de netanei acueac calieala, eblaalA^eaa apreniaadameala 11^4 g
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do agujas do color castaño rojizo, p .f. ^  26? ac (dosc*)*

Análisis i C 52,74 %, H 6,43 %, N 13,61 %, 0 19,42 %  S 7,64 %.

El hollnatnto asi formado a partir do salfato do gontanicina cr^ 

da puedo contonor cantidades menores do las respectivas saüos do loa anti­

bióticos coprodácidos BA-3 (Fracción A) y BA-3 (Fracción B), Sin embargo, 

la proparación dol holiantato on la nanoya dcacripta más arriba roproaonta 

una purificación, paosto que, por conversión a l clorhidrato (por disolu­

ción an ácido clorhídrico 2N; filtración a travos do un locho do carbón; 

concentración dol filtrado; agrogado do 6 volánonoa do acetona; y separa­

ción dol clorhidrato asi precipitado por filtración  y socado), so puedo oĵ  

tenor un producto que tiene un valor, por análisis, do apfoxinadaasnto 760 

unidades por miligramo.

Proparación de Roincohato Gontaniclna

So disuolvo 2,2 g dol sulfato de gentanioian cruda (ya soa do 

las partos D á E dol Bjonplo IV) on 22 ni do agua. So agrega 82 n i do una 

solución acuosa saturada do Sal Roinookato, bajo agitación. So agita la 

mozcla a la temperatura anbionto duranto 1 hr y luego so -'oja roposar du­

rante la nocho aproxinadanonto a 5 "C. So f i lt r a  el precipitado, so lava 

con agua enfriada con hiolo y so soca bajo prosicn reducida sobro pont&d- 

do de fosforo. So recristaliza ]n Roinookato a partir do notanol aouoso ca 

liontc, obtoniondo agujas púrpura, p ,f, ^ 270 ac (doso.),

Análisis: 0 24,50 %, H 4,49 %, N 22,10 %, S 27,92 %, Cr 9,52 %.

La sal Roinookato asi obtonida puodo contonor oantidades nonoros 

do las correspondientes salos do antibióticos coproducidos, poro aún so la
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puede Htilioor (wao parifioaoigR, pacato que, per roeoHvereiáR al sulfato 

(diaolvieadc la  ^Maackate en Batane! ooaoao$ adaorbloR# cobre aoa roaino 

ia terooR b iadora  de eaionoa fRert^aontc !^ o io a  (A R bo^ .ito  1R^481 S)$ oo&. 

eentranáo o! olaato$ ajustando el pM a 4,5 aedisn-te ácido aalfárieo diltd^

agr&gandc 5 vclABenea ée ôti4B&l$ y filtran# al sálgate de goMtaaiei* 
8. aa puriíioadc aaf prooipitaác), puedo obtener an producto que tiena MR 

valar# por aoállaie de apxo^aa&B*aRta W  w îdadoa por aüigraao.

ü M n w ü S & i.^ .  . ^ a . ^ ^ s .  . a g & jS s jg L a a J iA a í íS m ja & ^ s e a ía M g R iá A :

10. ai,#
Se dieoelvan Ib,4 ¡g do otíliOto de gentsmiciac (de la purte y #1 

Caspio 1?) an 108  a l de agua. Re agrega 3) g de femoidehido^Maalfito da 

aodio ea poroiCRoo de l í ^ m o  Se a g ita  óuraate 35 m ih, ae agrego t r ia ^  

tilemina tacata que el pn at^rnta a 6,8 y as aiguo agitan# darcmte 18 hr, 
1$. Se agrega i& moaola de rcaociáo a 5 voldaeaae de aotonel, y ae enfría a 5 

**0. fíe filtra y oc lave el prcoipita# con Mtonoi y lat^P son #tor, So oô  

oa al aire, so obtiene en polvo EtMoriO iooolo$0.
So puede obtener en lo aá.ga.i<mt6 manera na producto do ^áe alto 

ealidod. Se diaaelve 300 a da ealAato de gwtamielna (obtenido de acuerdo 

80. oca el MjeB̂ lo 1V-P) en 1,3 It agua. 8o agrega 366 g do foxanüldobidô  

biaolfito de oodio en pequeSaa porelanaa a tmvda do m periddo de 3S miz, 
So aguata e l  pí! a 6 ,7  atediante 13$ tal de t r i o t i l í ^ i x n  y ae e^gita á xento 

16 hr a le temperatura ambienta. Se agrega lo eoluoldn a 7,5 lt  de aetaaol 
bago agitaeidn. Se filtra  el precipita# y ao lora coa Botáoo!. So oomMota 

85. 01 filtrado y loa lavadas Retandliaoo y es a¿^e#i a 9,8 l t  de oootoaa bogo
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agitación. So f i l t r a  o l precipitado, so lava con acetona y so aooa. EL roR 

dinionto es 178 g do en polvo blanco anorfo; la actividad os 580 anidados 

por niligrano,

Anílisia: C 26,44 %, H 6,18 %, N 5,54 %, S 14,66 %, Na 7,49 contonido 

tota l do cenizas 22,2 %.

M m s  ^

Preparación de R-Á51 por Fornontación do M. corbonacoa a Escala da Labora-

torio

A) Etapa de soruinación

So agrega asópticanonto un cultivo lio filizado  do ^  carbonaooa 

a un frasco sacudidor do 300 nl'quo contieno 100 ni del nodio doscripto on 

la parto A dol Bjoaplo I .  So incuba o l frasco y sus contenidos duranto 4 

días a 37 se sobro un sacudidor rotativo (280 r.p,n./nin, carrera 5 on).

B) Btapa do Fornontación

So transfiero 25 ni del Inoculan obtonido do la etípa procodonto 

do gorninación a cada uno do cuatro frascos do 2 l t  oada uno de los conloa 

oontiona 500 ni dol siguionto nodio!

Levadura 5 g

Solublos de pescado 1 g

Licor do nacoración dé riáis (seco) 1 g

Carbonato de calcio 1 g

Lactosa 30 g

Agua corrionto 1.000 n i

So incoba los frascos y sus contenidos durante 2 a 3 días a 26 

SC sobro un sacudidor rotativo. Sa reóne los contonidos do los frascos.



A loa femaatON r o ld e s  de la  parte B da oato a le ó la , ce agre^ 

ge en can illar de flltm oldb  (tierra  lafaeom ) y ae filtra *  ae oatmete

y*

10*

a&*

el filtrado Redígate acetóte de o tilo  o o3orofbm&$ eo smatloBo e l pn de la

Base aoeoaa a ? e cdc (pesa de prefcRsacia la prá^lNO R a íb le  a p^ ^ ? )*  

se aoRveatm e l extraate beata un aceite rnaMaal per ow^exaeidc del ael^ 

ven to  ba je  proe&dr redcoldít* 3e d isu elvo  e l  reofd^ío on UK oxooco de o lo re s  

ib me y 0-3 per flltm oldn* Be eerMwtsin baje preolór m d^lda la

oelwldb elew fdm iea hasta poqooüo valtsaan y ce agrego, la  eolaoldn eooeaa- 

Irada, bajo egíteelÓn, o 10 vel&BaaaK áe Ótor éa petróleo (gMaa de obulll^ 

oída y  a 60 ^o)* ^  separe e l py^eípltado per f i l t r a e l^  (puede cor oseo-* 

serlo llevar a oabe rópotldas p^cúplt^olonoe o partir de eloro&mie a l a l 

ooalenao ee fbay^ un aoolte ^  Mes que aa Raterial fUtm ble adlldo)* 
eeateai^tde diabe precipitada la  cayerfa da lea cubcte-ielaa antlbidtlcec, 

sato Raterial as activo eantra at^w^ao^eaa aaraaa otcMade ce eaaaya aala^ 

elonec que eoRtlenoR am eaatldad ta¡r redaalda ceno 18 g^atl, Rodleato <o* 
adllalo por diíbaiÓR w  dicto*

da acto  B is e la *

.acta etapa ce utlllaa !áaa; parl̂ ieaolóh par emMate^ífa ea 
eelCRna cabro al&alnR* o lw ste pi^nad.pal so d e fin e  oamo ?WS1* y r e s a lto  

catar daappovRato dal aeĉ oaaate !b-4$ls* Be perlflô eî . aab-ra al̂ laa he-* 
ee al 3*4% aelabla er a¡̂i.n y por lo tanto panal te la preparación do íOmac 
or decía eeaoCfAo o íbmae aáa celubloe del aotlblótloe*

^  pFoi^ra ana o^lwm a <ae adeoroadn o ryaa te^ rd ilea  sobre a id e ica
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que ae empaqueta "vertiendo una suspensión de alámina de calidad cromatogró- 

fioa (producto comercial 71#707 de Merck & Co.) en cloroformo-metanol

(3 t i) en una columna de vidrio que tiene un diámetro interno de aproximada* 

mente 51 mm, de manera que la altura de la alámina es aproximadamente $1 om.

Se disuelve 10 g del material antibiótico crudo# obtenido más a- 

rriba, en 50 mi de cloroformo y se agrega lentamente la solución a la colum­

na. Se eluye la columna con oloroformo-metanol(3:l) recogiendo 12 fraccio­

nes de 500 mi cada una, y se continúa entonces la elución con metanol-clo- 

roiormo (3 :1 ) recogiendo otras 37 fracciones adicionales de $00 mi cada una. 

Se ensaya las fracciones secando a l aire pequeñas muestras y analizándolas 

con respecto a S.taahvlococcqs auroua. Se reáne fracciones sobre la base da 

actividad contra Stanhvlococauq au¡reus. La porción principal del material 

eláido y la actividad máxima resultan encontrarse en las fracciones 13 a 30. 

Se reúno estas fracciones, se los concentra bajo presión reducida y se pre­

cipita mediante e l agregado a dter de petróleo. Se filt ra  y so seca a l aire 

o l antibiótico precipitado R-451, rendimiento 1,7 g, actividad demostrada 

por por lo menos 1 pg/ml contra Stanhvlocoocus qureuq (ensayo de difusión 

sohro disco).

En la Tabla V III, so presenta datos que muestran las fracciones 

particulares reunidas, la manera de aislar o l material antibiótico sólido, 

con respecto al oluato, los resultados de ensayo en disco con respecto a 

Stachvlococcus aurcus y los valores Bp para las fracciones reunidas en e l 

sistema particular empleado. Los valores Rp se calculan en la manera usual 

siguiendo bioautografio contra Staohvloeoccua aû oup dol cromatograma sobre 

papel desarrollado.
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Reparación ^  R-Á51 oar..Formeniación..do M. Carbonocoa Var. AurantMca. .R

oséala de laboratorio

Roomplazando o l cultivo lio filizado de oarbonacoa on la parto 

A dol Ejomplo XI con un correspondiente cultivo do í%. carbonafoa var. auran- 

y siguiondo osoncialmonto o l prooodimionto do dicho ojcmplo, so po- 

dró obtonor do manora similar o l R-451*

paríbrmcntación do M. Carbonaooa a Escala TócpiCA 

A) Etana do germinación

So agroga asópticamonto un cultivo lio filizado  do M. carbonacoa 

a un fraaco sacudidor do 300 o l quo contiono 100 mi dol siguionto medio do

croclmionto ostóril:

Extracto do bacto-oamo 3 g

Trlptosa 5 g

Doxtrosa 1 g

Almidón solublo 24 g

Extracto do levadura 5 g

Carbonato do calcio 1 g

Agua corrionto 1000 mi

So incuba o l frasco y sus contonidos duranto 4 días o 35 **0 (o 

hasta quo so obtiono buena gqrminoción) sobro un sacudidor rotativo (230 

T*p.m., carrera 5 om),

B)

A cada uno do tros irascos sacudidores do 300 mi, cada uno do los
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cueles con tío no 100 mi dol modio do erocimiontr ostéril mencionado m¿!s arria­

ba, 30 agyoga $ mi dol primor lnoculum obtenid) do la procodonto otapa do 

gorminacián. So incuba los frascos y sus canto*íidos duronto 72 hr a 30 OC 

sobro e l sacudidor rotativo.

Q') E1¡ag° ,<3s
So transfloro 25 mi dol sogundo inocjlum, obtonido do la proco- 

donto otapa do pro-siombra, a cada uno do dioz frascos do 2 l t ,  cada uno do 

los oualos contiono 500 mi dol modio do crooimtonto ostdril utilizado para 

la gorminacidn. So incuba los frascos y sus contenidos durante 72 hr a 30"C 

sobro un sacudidor rotativo (280 r.p.m., carro:*a 5 cm). So roúno los conte­

nidos do los frascos y so transfloro asáptlcanx nto e l  oaldo a un frasco do 

inooulum ostdr.il que tiono un brazo latoral (vi lumen tota l aproximadamente

$ l t ) .

D) Etaoa do formontacidn on taneuo

So transfiero asóptloamonto los 5 l t  do lnoculum a un fomentador 

do 130 l t  quo contieno 90 l t  dol modio do crocirLonto ostdrll empleado on 

la otapa do gormlnacián. So formenta a erdbic amorto durante 20 a 30 hr (has­

ta quo ol volumen do células ompacadas os aproximadamonto 20 a 30 %, sog^n 

so detormina centrifugando una muestra do 10 mi i  2800 r.p.m. duronto 5 min) 

bajo las slguiontcs oondiclonos:

Tomporatura 3?

Entrada do aire ostdrll, aprox. 153 lt/min

Prosidn, aprox. 0,5 atm. por sobro prosidn
atmosférica normal

Agitacidn 180 r.p.m.
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Cuando ol volumon do las oálulos empacadas alcanza un nivol do 

por lo  monos 2 mi, ao transfloro asápticamonto los oontoniáos dol formonta- 

dor a un tanquo do fermentación do 2500 l t  que oóntiono apróximadamento 

1665 l t  dol sigulonto medio ostórll:

Extracto do lovadura 8,5 kg

Solubles do posoado 1,7 kg

Licor do macoración do maíz (soco) 1,7 kg

Carbonato do calcio 1,7 kg

Lactosa 51,0 kg

Antiospumanto 500 mi

Agua blanda, aprox. 1665 l t

So formonta a 35 °C miontras so agita a 120 r.p.m. y so introduoo

alro aproximadamento a 0,5  atm, por oncima do la presión atmosférica normal 

on una oantldad do aproximadamente 425 lt/min duranto 50 a 70 hr. ¿1 térmi­

no do esto poríodo, la potencia dol antibiótico asi producido alcanza un 

máximo que pormanooo subatanoialmonto constanto, aogún ao dotormina por 

oxtracción do muostraa y análisis contra Staohvlocoqcua ourcua.

Duranto la formontaclón, o l pH pormanooo substancialmonto on la 

gama do 7,0 a 7,3. El volumon do cálulas ompacodas alcanza un valor cons­

tanto do aproximadamente 2 ,0  mi,

E) Aislaclóndo las substanalaa .antlblótiaa.s..dnsBuós do fermento ol
tanque

So agroga 25 kg do auxiliar do filtración  (Colito) a los 1850 l t ,  

aproximo domonto, do caldo do formontaolón obtenido do la parto D do osto 

ojomplo, so agita y so f i l t r a ,  So doscarta la torta micaliol. So oxtraoto
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cuerdo con ya aoa loa partea E o F do oato cjomplo, on 38 mi do la faao mda 

posado dol slstoma de solvontos on dos fosos. So agroga 19 g do la tiorra 

infueoria a la solución y ao agroga la mezcla sólido a la parto suporior 

dol locho do la columna y ao comprimo firmomonto. So oluyo con lo fáso mía 

liviana dol slstoma solvonto on dos fases.

So rooogo los oluatas a razón do 50 ml/min. La cantidad do frac- 

cionos individúalos os opcional, poro ostd rolacionada con o l volumon quo 

puedo contonor la columna (HUV) (ol HUV so dofino como o l volumon ocupado 

por la faao más liviana del aistoma en doa fases on o l volumon dol locho to- 

ta l do la columna). En esta columna, o l HUV r opro sonta apro3(imadamonto 3500 

mi. Se descarta o l primor volumon retenido quo so ha rooogido. Luogo so cro­

matografía una muestra do cada fracción así rocogida, sobro papel usando o l 

slstoma solvonto I  (Tabla Vi) y so bioautografia o l papolograma revelado y 

socado oon rospooto a Stanhvloooccus nurous. So combina la fracciones do a- 

cuerdo con su diagrama cromatogrdflco sobro papel on grupos quo luogo so 

concontran a sequedad bajo presión reducida, se posa los residuos, y so los 

cromatografía y bioautografia nuovamonto sobre papol para determinar la com­

posición relativa dol grupa particular do fraceionos. Do osta manora so ob- 

tlono los rosultados do la Tabla IX.

Cromatografía Sobro Tierra Infusarla de los Antibióticos dol Oruoo R-¿51

-H E L

í

^  Poso, ̂ o l residuo., ma

3.500

Diagrama bioautogrdiico so- 
---------RHMÍA........Rp_______

3.500 A.300 0,77
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ato#

2 ,1-2 ,9 2.800 190

3-10 24.500 2.200

11-13 7.000 100

14-16 7.000 100

10 partos 

200 partos 

1$ partos 

15 partos 

70 partos

0,79

0,3; 0,65; 0,75 

0,14; 0,26; 0,64 

0

Se cromatografía 1 g gol material, obtenido dol HUV 3-10 utilizan­

do o l soporte inerte (Chromosorb W) para la foso más posada dol siguiente 

sistemo solvente en dos fosos:

Eter de petróleo (gama do ohullidón 30-60 ce)

Tolueno

Alcohol n-butilioo 

Alcohol o tilico  

Agua dostilada

So oquilibra primeramente 600 g dol soporto tiorra infusorio con 

300 mi do la fase más posada do la prccodontc mezcla do solvontos on dos fa­

ses y so vierto lentamente on una columna de vidrio que tiono un diámetro 

do 5 cm, estando esta columna parcialmente llenada con la faso más liviana 

del sistema solvento prcccdonto en dos fasos. So pormito quo el soparte so 

sedimonte por gravodad hasta un locho compacto y so comprimo adicionalmcnto 

modlanto presión do nitrógono do aproximadamente 0,07 a 0,15 atmósferas por 

encima do la presión atmosférica norml. La altura do la columna así propa­

rada os 107 cm, y su volumen do rotención os 900 mi.

Se disuelve o l material, quo so desea cromatografiar, on 10 mi do 

la fase más posada dol prccodontc sistoma solvente en dos fases, so agrega 

5 g dol soporto inorto y so mezcla. So agroga la mozcla sólida a la parto 

suporior dol lecho do la columna y so presiona firmemente. So lleva a cabo
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elución can la fase más liviana dol procodontc sistema do salvonto on dos 

íasos a un róglmon do circulación do 100 ml/tnin. 3o rocogo continuamonto 

fraocionos do 50 a 900 mi (corrospondlontcs a 1/13 a 1 vocos o l volumen do 

rotonción del lecha do la columna). So doscarta o l primor volumen do roton— 

ción que so obtiono inmediatamente dospuós da aplicar o l material de ensaya 

y so inicia la recolección con o l sogundo volumen do retención.

Do inmediato se cromatografía una muestra, do coda fracción rooo- 

gida, sobro popol usando ol sistoma solvente I  (Tabla VI) y so bioautogra- 

fia  ol papologrqma rovolado y socado, contra Stoohvloooccus aurous (so pro­

fiero ol sistoma I  puesto quo os ol quo migra más rápidamonto), So combina 

las fracciones do acuerdo con su diagrama cromatográfico sobre papol, y so 

oonoontrn las fracoionos, así rounidas, a soquodad bajo prosión reducida,

Se posa los residuos y so los rcoromatografía sobro papol soguido por blo- 

autografía para confirmación do la composición. El rosultado do la separa­

ción cromatográfico on columna, así tratada, so indica en la Tabla X.

TABLA X

$9*

Cromatografía do HUYJ-lO-do loa Antibióticos dol Grupo R-A51

diagrama bioautográflco SR
HUV Eluvonto. mi Poso dol rosidqq, bro DOeolí Rü-

1 900

1-1,5 450 320 0,78

1,5-14 11.000 680 0,64  ̂ 0*74

EJEMPLO XIV

Proparnción do R-451 por Formontaoión do M. Carbanacoa Wtr. Aurantlaca on



So rocmplaza o l cultivo lio filizado do Garbonacoo. uaado en la 

porto A dol Ejemplo X III, por un corrospondicnto cultivo do oarbonacoA 

var. awantloca. miontras que por lo domás so sigue o l procodimionto dol 

Ejompla XIII (partea A o D, E o F, y G). So obtiono tanMán ol R-451.

EJEMPLO XV

ConpsRgŝ ..̂ -45AD,,.S,CS,?pspW,1¡,C Pl

So suspendo 100 mg dol residuo# obtonido dol HUV 1,5 a H , do a- 

ouordo con la Tabla X (Ejemplo XIII-G), o la corrospondicnto fracción dol 

Ejemplo XIV, en 40 mi do átor mientras so agita vigorosamente a lo tompora- 

tura ambionto. So filtra  y so onfría e l filtrado durante la nooho. So f i l ­

tra ol precipitado quo así so forma y so lo lava con átor onfrlado can hio- 

lo . So soca al airo, obteniondo aproximadamente 81 mg do un polvo casi in­

coloro, que da por análisis U 55 unidades por miligramo, representando R- 

451D altamente purificado.

El R-s(.51D purificado, asi obtenido, cuando se lo analizo cuantita­

tivamente contra Staohvloooccus aurcus. resulta sor biolágioamonto homogánoo. 

Cuando se lo cromatografía sobro una dolgado capa do gol do s ílico , do a- 

ouordo con la tácnica do Stahl usando acotona-bcncono ( l : l )  como agento de 

oluoiín, soguido par tratamiento con ácido sulfúrico de lo placa revolada 

y socada, no se puodc detectar otra substancia que ol R-45ID.

EJEMPLO XVI

So disuelvo 25 mg dol R-45ID on 1 mi do piridina. So abroga 0,A 

mi do anhídrido acático y so doja reposar la mezcla durante la nacho. So 

filt ra  o l procipitada, so lava con agua para eliminar la piridina y o l ácl-
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do acótico, so soca sobro pontóxido do fósforo bajo pronunciada prosiÓn ro- 

duoida durante la nacho. El rondimlonto os 11 mg do un polvo amorfo incolo­

ro, p .f. -  135̂ 136 °C. So puodo aislar una segunda cosecha do matorlal a pag 

t ir  do licor madro dol procipitado procedento, enfriándolo durante la ñocha 

en un rofrigorador (5 ^C), filtrando o l precipitado, lavándolo do manora do 

librarlo do cualquior piridina y anhídrido acático, y socándolo on la manora 

dosoripta más arriba. El rendimiento os 6 mg de un polvo amorfo incoloro.

Cuando so cromatografía sobro una capa delgada, usando un gol da 

sílice (producto comorcial "Silikagel G" do E. Merck A.G., Darmstadt) como 

adsorbente y acotona-bonccno ( l : l )  como sistema oluyonto, y dospuás do ro­

ciado do la placa rovolada y sooada mediante ácido sulfúrico, so obtiene un 

solo compononto do valor Rp 0,87 (bajo ostas condiciones o l R-^.5^ tiono 

un valor Rp 0,^9). Por hidrólisis alcalina on motanol, so rogonora ol H- 

4,$1D a partir do aootato do R-^$1D.

EJEMPLO XVII

Separación _dol Compononto R-s¿51E

Esto compononto no palor do la mezcla do antibióticos ao encuen­

tra por lo general on altas concentraciones en ol licor sobrenadante de la 

precipitación on eloroformo-óter do potróloo que so describo on la parto E 

del Ejemplo X III, y on la corrospondiontc fracción obtonida do acuerdo con 

o l Ejemplo XIV. Tamblán ostá prosonto, on monor medida, on las substamlaa 

antibióticas proclpitadas, siondo rccuporablo, a partir do las mitras, uti­

lizando ol mótodo do cromatografía por partición on columna doscrlp-w on la 

parto G dol Ejomplo X III.

Para obtener o l R-451E, se concentra ol HUV 1 a 1,5 (Tabla X) a
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losa (producto comercial Mhatman, lavado sin ácido; calidad fina ) empacado 

en una columna de 7,5 cm de diámetro hasta una altura de 1$0 cm usando la 

siguiente mezcla de solventes en una sola fase;

Acetona 1 parte

Eter de petróleo (gama de ebullición 30 a 
60 oc) 23 partes

Benceno 50 partes

Se disuelve e l  material, que se desea cromatograficr, en 68 mi 

de la mezcla solvente, se agrega y 3e mezcla 50 g de celuloso y so carga lo 

mezcla en la parte suporior dol lecho de la columna, So llevo a cabo elu­

ción a un r ó gimen de circulación do 5.0 ml/min* So recoge continuamente 

fracciones de 100 mi. El HUV do esta columna os aproximadamente 6000 mi.

So combina los oluotos en la manera ilustrada on la Tabla X II, Despuás de 

observar que e l componente R-451B ha sido enriquecido en e l grupo do frac­

ción HUV 17,7 a 27,7, mientras que e l compononto R-451C  ̂ ha sido enriqueci­

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

HUV

TABLA XII

Eluvonto. mi

3c la Tabla

Diagrama bioautográfico

0,7 4.2CO -

0,8 -  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 2.4C0 70 0;0,15



c) Purificación dol R-Á51B

So disuelve 200 mi dol residuo obtenido del HUV 17,7 a 27,7 

(Tabla XII) on 5 mi de acetona# Bajo vigorosa agitación sa agrega la solu­

ción acetónica a 50 mi de Haxano. Se filt ra  e l precipitado así formado y 

se lo lava con hexano. Se seca o la temperatura ambiente bajo presión re­

ducida sobre pentóxido de fósforo, obteniendo aproximadamente 120 mg de un 

polvo blancuzco.

So puede contaminar e l R-i^lB, asi obtenido, con vestiglos de o- 

tros componentes. Sin embargo* cuando se cromatografía de acuerdo con la 

tácnica de Stahl sobro una delgada capa de gel de s ílic e , usando acetona- 

benceno ( l : l )  como agente de elución, soguido por tratamiento con ácido 

sulfúrico de la placa revelada y secada, resulta detectable solam-or.t j uno 

substancia ubicando así la necesidad de otra purificación,

D) de R-4%Pi

Se disuelve 100 mg del residuo, obtenido de HUV 1,7 a 17,6 (Ta­

bla XII) en 5 mi de acetona. Bajo agitación vigorosa, se agrega la solu­

ción acetónica a 50 mi de áter isopropíllco. Se filt ra  e l precipitado que 

se forma, y se le lava con óter isopropílico. So seca a la temperatura am­

biente bajo presión reducida sobre pentóxido de fósforo obteniendo aproxi­

madamente 70 mg de un polvo blancuzco que consiste en „ El R-^510^

purificado, así obtenido, es on esencia blológlcamonto hojMgJmo, según 

resulta de un análisis cuantitativo contra Staohvloccccua

E) Purificación del R-AS1A

Se enloda 100 mg del residuo, obtenido del grupo de fracción 

HUV 4,0 a 5,0 de la columna de tierra infusorio (Tabla XI) con 10 mi de
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dlclorometano. So f ilt ra  y se lava e l residuo sólido con diclorametano.

3e seca a la temperatura ambiento bajo presión reducida sobre pentóxido do 

fósforo, obteniendo aproximadamente 70 mg de un polvo blanquecino que con­

siste s i R-451A.

EJEMPLO XH

Preparación, de SP-^O crudo ñor, fermentación de. M. Hqlo.pbvtico Asácalo.

de laboratorio

baca de cei

Se agrega un cultiva lio fllizado  da g , haloohv^ica a un frasco 

saouáldor de 300 mi que contiene 100 mi del medio descripto en la parte A 

del Ejemplo I .  So incuba sobre sacudidor rotativo (280 r.p.m., oarrera 

5 cm) durante 5 días o 37 OC.

B) Etaoa do fermentación

So transfiere 2$ mi del inoculum, obtenido de la etapa prece­

dente de germinación, a cada uno de cuatro frascos de 2 lt^ cada uno de 

los cuales contiene 5CO mi del siguiente medio:

Almidón soluble $0 g

Amina NZ Tipo A 10 g

Agua blanda, c.s. 1 l t

pH despuós de esterilización 7,45

Se incuba los frascos y sus contenidos durante 96 a 120 hr o 

26 oc sobre un sacudidor rotativo.

C) Aiglaoi&t.áel Sp-30 con respecto al subostrato de fermentación

A 3,5 l t  del subostrato reunido de la parte B de esto ejemplo, 

so agrega un auxiliar de filtración (tierra infusaría) y se f i l t r a .  Se la



va la torta do f i l t r o  con varios centenares de m ililitros de agua y se a- 

grega los lavados al filtrado (volumen total aproximadamente 3600 mi).

Se agrega entonces un volumen igual de acetato de e t ilo  y se agita durante 

30 mln. Sê  separa la oapa de acetato de e tilo  y se extracta nuevamente la 

capa acuosa con un volumen igual de acetato de e t ilo . Se reúne los extrac­

tos y so concentran sobre un evaporador a película bajo presión reducida 

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

agar, manifiesta actividad antibiótico contra StaDhvloeoccus aurcus ATOO 

209P hasta un mínimo de 1 ttg/ml.

EJEMPLO XX

Preparación del SP-30 cruda oor Fermentación do M. HaloBhxtioa a Escala

Tgsaisa
A) E.^ap^g

Tal como se ha dosoripto en e l Ejemplo XIX (A ),

R)

Se transfiero 2$ mi del primor inoculum, obtenido de la etapa 

precedente de germinación, a coda uno de cuatro frascos de 2 l t ,  cada uno 

de los cuales contiene 500 mi del medio estóril utilizado para la germina­

ción. Se incuba los frascos y los contenidos durante 5 días a 28 90 sobro 

un sacudidor rotativo (280 r.p.m., carrero 5 cm). Se reúno los contenidos 

de los frascos. Se agrega 25 mi del segundo inooulum así obtenido a cada 

uno de diez frascos de 2 l t ,  cada uno de los cuales oontione 500 mi del 

medio estóril descrlpto más arriba. Se incuba los frascos y sus contenidos 

durante 3 a 5 días a 28 ag sobre un sacudidor rotativo (280 r.p+m,, carrera 

5 om). Se reúne y so transfiere asápticamente e l caldo a un frasco de
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inoculum estéril que tiene tai brazo latoral (volumen total aproximadamente 

5 l t ) .

C) Etapa da fermentación en tanque

Se transfiere asépticamente los 5 l t  del inoculum, obtenido de 

la parte B de este ejemplo, o un fermentador de 130 l t ,  que contiene aprox¿, 

madamonto 90 l t  dol siguiente medio estéril:

Almidón soluble 4500 g

Amina N5 Tipo A 900 g.

Antlespumante 100 mi

Agua blonda, o.s. 90 l t

Se fermenta aeróbicamente durante 55 a 65 hr (basta que e l volu­

men de células empacadas es aproximadamente 4,5  a 5 ,0  %, segdn so determi­

na centrifugando una muestra de 10 mi a 2800 r.p.m. durante 5 min) bajo 

las siguientes condiciones:

Temperatura 26 SC

Entrada de aire estéril, 
aprox.

Presión, aprox.

Agitación

76-80 It/min

O,5-0 ,6  atm. por sobro
presión atmosfé­
rica normal

160-165 r.p.m.

Los siguientes datos son típicos para una operación do fermenta-

clón de asta clase.

Anélisis
Presión Volumen en disco

Crecí- Entrada en atm. células contra Sta-
miento Temp,. aire sobre empaca- phylocoocus
-J g — 9C . _lt/min .normal J3ÍL. das. % aureua

0 26 76 0,49 160 6,80
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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 16$ 7,60 2,5 -

46 26 79 0,54 165 7,75 2,5 zona 21 mm

54 26 79 0,52 I65 7,90 4,5 -

6$ 26 79 0,51 165 7,80 5,0 zona 25 mm

D) Aislación da SP-iO ^  la fermentación en e l tanque

Se separe e l micelio con respecto a l caldo por filtra c ión , u ti­

lizando un auxiliar de filtra c ión . Se extracto 90 l t  del caldo de cosecha 

con 2 volúmenes de acetato de e t ilo  despuós de ajustar primeramente a pH a 

7*0. Se concentra e l extracto a 3 l t  bajo presión reducida. Se elimina la 

capa de agua que se separa por reposo, y se concentra más todavía hasta a- 

proximadamente 200 mi. Se enfría e l  concentrado durante la noche y se la 

f i l t r a .  Se agrega e l filtrado a 10 volúmenes de óter de petróleo -  óter 

e t ílio o  ( l : l )  y se f i l t r a .  Se lava e l precipitado con varias porciones de 

mazóla solvente y se agrega los lavados al filtrado . Se ooncentro e l f i l ­

trado y los lavados, que contienen los antibióticos, bajo presión reducida 

hasta un residuo que consiste en un aceite castaño oscuro que pesa 13 g. 

Este SP-30 crudo inhibe e l crecimiento de Staohvlocnccus aupeus 209P sobre 

agar a diluciones tan bajas como 1 ug/ml.

La resolución de SP-30, según se obtiene de acuerdo con uno u
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fórmico por separado a sequedad. Se bioautografía los residuos obtenidos de 

oada una de estas fraccionas en la manera descripta más arriba contra 

Staokvlacoccus aureus y se identifica los componentes por posición. Se de­

termina la actividad mediante e l mátodo disco común utilizando un disco 

de 6,3 mrn de diámetro impregnado con Staohvl,ooocouB aureus. Los resultados 

de esta investigación se describen en la Tabla X III.

TABLA X III

Cromatografía sobre Tierra Infusarla de las Antibióticos.del Pruno SP-3Q-

Contada

1 A. nada

2-3 B D (vestigios)

6—16 0 D, C (vestigios)

17-23 D C, D (vestigios)

24-43 E . C

44-46 F C, B

47-57 & B, C (vestigios)

58-80 H nada

81—84 1 A, B (vestigios), C(vestigios)

Fisicas. Y . Quími cas. deJ,oa^AntibióiiooaJPr.enarMos.a,Pariir de 

las Micro-OraanlamM.Eráfáridos Descriptor más ArribP. 

Gentamicina. ta l como es producida en la forma descripta más c- 

rrlba, M un polvo amorfo blanoo que tiene las siguientes: características 

físicas y químicas:

I )  Punta de fusión íhloaue de Kofler): ablandamiento a 102 j fusión com­

pleta a 108 9C.
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H ) A l i á i s :

a) ^ ^ lía iS J S ^ e í^ ^ :

C 50)20 %, H 9)52 %) N 13,47^%) 0 27,81 %; (por diferencio) 

No están presentes otros elementos.

1) Grupo matoxllo nado

2) Grupos N-metilo 2,75 %

3) Grupos C-metilo 2^97 %

4) Nitrógeno Van Slyko 10,18 %

5 ) Ensayo do ninhidrina positivo

6) Ensayo Elson-Morgan (amlnoazdoares) positivo

7) Ensayo de roaocián Haltol negativo
(no hoy formación de moltol despuás de calentamiento con 
á lca li)

8 ) Ensayo furfural negotivo
(no so forman productos de absorción ultravioleta volátiles

\ despuás do calentamiento eon ácido sulfdrlco acuoso a l 40 %
a 100 oc)

9) Sakoguchi (para guanidlnas) negativo

80.
Calculado (en la suposición de qn grupo ? tml.-* p -.* ?< ' 

N-metilo por molácula) 545

Hallado (ebullio^cópioo en metanol) 543

= + 146a ( l  % en agua)

V) Sol^Jjáqd:

Extremadamente soluble oa agua; soluble en medios polares ta*
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Flaa#! laa#* KeapMa* T^uneaaee)* repseaentâ Oa -, la loag&tBd da aa 
a# edea tm e  w  a ^ M a e a ta  l a  ím<Riaaaia en a e f l  y  &

?.aa awataa de abaorddh (w #. débil, a .  a&daaada* a*a #, ^detade a mafia*
a ^ ^afte* w  ^ a^y ^!apte* aH *  MMalda) aatds aitaadaa aa laa adgaieataa
ia a # ta 4 a a  de aáá*

iñ tw a id a d  
de a fea ta

3*09

3,13
3,83

80# 3*48

4*30
9,33
9*83

7*89

83̂  7*% ^  (aaaba)



Intensidad 
<3e prestq

3,00

3,45

4.27

4.95

6.27 

6,64 

6,85

7.27 

7,58

7.95

8.27

8.95 

9,20

10,25 

10,98 

11,49 

13,90 

B) SuííaRa:

Punto de fusión 

Análisis elemental:

m-S

s

ah

w

m-s

ah

B

a

v

sh

v

v (ancha) 

m (ancha) 

ah (ancha) 

V

v (ancha) 

m

218-237 ce (dése.)

C 31,22 %, H 6,57 %, N 8,46 %, O 41,63 %; SÔ  31,22 %.

Rotación óptica: = + 102" ( l  % en agua)

Espeotro infrarroja (en Nt^ol) ( ver f ig .  3 de los dibujos que
ae acompaña):
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9.

Intensidad 
de cresta

2 , 9 5 3 , 2 5 s (ancha)

3,45 vs

4,27 sh

4,80 w (ancha)

6,14 m-s

6,55 m-a

6,86 s

7,26 s

7,45 sh

7,77 w

8,70 -* 9;75 vs (ancha)

10,27 m

11,38 w (ancha)

13,88 m

C) Otras sales:

La gentandcina, por acción de los ácidos apropiados (o de sus sa­

les solubles) en medios acuosos es convertible a sales de adición de ácido 

insolubles o levemente solubles. Cuando e l anión de ácido es farmacéutica­

mente aceptable, la sal que se forma con la gentamicina se hace apropiada 

para su incorporación en una formulación acuosa o suspensión en aceite. Es­

tas preparaciones, administradas parenteralmente, proveen efectos de depó­

sito con lenta liberación de los antibióticos. En general, los ácidos gra­

sos que tienen 8 o más átomos de carbono proveen estas sales de gentamicina



- 7 3 *

3H Opa 80 raduga 3a RaltaMíRtM. áa' talaa éa^aa al

l&M^aa^ aa^aápioo# pa^ítléa* uidiaa* y la  adular* î ü atwMs ^d.éaa

ae oasparta.' ím ^  aiMlay ^  áa y w v w  aa&aa aen ^CM*

taadaAm w  t#<a aaa pvc^lodada# aatda aap^PAppaa^ada# ya# w  PMP-
5* poacmta hlárdfbbc pr̂ vá.â ? par oi tgaá&t üa '4aiéa* *¡4paa éa áoidüa

yaa^s aE^i^iPee aan los a ií^^gaa  apsíia m&a4Ataaáea* *&aa#a w a
a l  áaiPc g8t8Hba%%p&ee; áe-^áaa #& r^.xíM aaa aawaétéaaa. tü iaa  aaaa a l  áaáda

áoMoo 3S{Mi%x%e8 y tala# aoa¡
el áaááa laot-n^d^ri-aa y aéa-

1&* aéa, a l d$iaa a^laa, dadáa farahala y aagpaeatae rolaaAaaadaa #aiaa a^aa 

al 4aÂ 3 tA^lcae* .

^ í , í a a ^ M ? S L 3 ! g i a a m .

1) Mo hoy !\¡«<<# w a <!w w s Ha hMtHp** ün*«a*Hc ü a
da 8 ?g?; ywüpoBMidr. aoMa4itatdvd aa i p!M44dd*

15* 8) ^aMvidaá tmM'̂ Mt&ca da daatmlda. yay
M a n ía la  eaa éaí&s eiovhfdvioo 6 ^ a 14̂  °S on 13 adp* =.w #*Me ala#* 
^dy&dá 8 ? a 3¡úo ^  aaeaaay3a tai tieapa 7 íw yaw da#*

tpair par coagil-aao la w^&viaad*

1) la doaivMad la gan%am&(%aa aa a& alt^p  a lg a lia *

,a&# tlwm a& ta a i  aeaatar ca iw iM a  teneaa d e l ^ t i t d ^ t i a a  a  a&s. taapaM tu m  

da lüo  %  duxiA-.,te 3& a la  a t$nvda tada la  ^aa^ da. ya. daada 8 a  1&#

4) Otzoa üer&vadaa! la  ^itaaiuiaa* ^  d#adL ^  atada aB4H3d#$4eaa qpa 

tl#MB ¿pE âa isoi&d palís^w)^# a& ty^aa*-eaa a darlwadaa da %6M& N^patilad- 

awldAadaa pay aaaidEa da íamiAda^ida biaaifiica ^  aadid (da pA'sfaraMOlP aa- 
85* Ma adMBtd aa gaaÉa^iaiw^w M  da M  aaavwe*^ da laa gpugtta P*



8*

18.

1S.

aa*

as.

eáBB p u lsa r la  do l a  gee tam ia lm  a l  darlvado da 4$Ma ^ a e t llo B a H líd n la o  aa^ 

44 íg&bemode par la  cantidad da M&Hpaoato da aáloldn da fOM^aldaHlda Maaá^ 

fita  do aodla que se aaa en la  yeaaal^# ni # ! Ral Radia a. partir dal anal 

a# aÉada al p^ducto detomlaa ü̂dnda ^l pmdaota ^  axs dolda RobaaasA^l^ 
ao a aae asi del ssiaaa. a prepara atms t'̂ ylwaé&a eadlagaa da anuamata
madlarbe l a  aaalda sobre goRtomlo^m de la a  aorjpaaetaa da ad la lá a  da eo to -  

* *  a gMdhldM ail^iaaa a apaadbiaae aaa biaalílta# .natao dazlvadaa * *  
alflaabaa ^ülaea terepástlaas í3lteMdoa #a aaô ealdía oaa al aatlbldtleo 
da oaA#m... El derivado la geRtsüalalBa. ee #1 WK*1 ladee las g$vpaa aalaa 
p v in a r ia  :eatsltan M b a r sido eaava'^ldOá a  aaa reapea tivas  á a l^ a  

loaaalí^laaa aa paspo* aa la aaaaaa daaasMpba aa al Klaapla x, laa pwpla. 
dedeo da ente derivado aoB las al#ál^teas soladla aa e#oe, laaelablo aa
Rotaran / V  ^ *  4 49,7 (ly'- aa a#aa)t b^dao da abaoral4r 

^.90 a (ah  6 ,0 6  a <**a), 6,% a (oh), 8,7a a (va) a 8,8a a (a )* 

X)

na ^ootaBlalre, ta l ao¡ao se datansáaa eedloatte arwatagr^aae eabro pa* 

Pdl,ao dlforaate de atrae antibldMoas b&tlooa, í-aaa o b t w r  e l a ra ^ ta - 

d *a a  ae a sp l^  au atattgaa aaaaadente* M  ^abia X17 doaavlbe la s  velarea

8y aooper^tlvoe (le a  valoras aoóeataáaa Radiarte an <sa&4a ladlooa toa frasan- 

áa, mioMtaaa qaa las ao oaaeotadae ladloaa partee ^#amdoa y dáaarataa) aa 

alaba alataaac dlfojeteo* las uRtibldtleoa pw^aldoe por oapaoleo aoaooi^ 
das de ^layoa&aoapoM d i l l e r e r  ab tépaRaos #m #3*lao  do l e  asrtaeaiolbe p a r 

a l beaba da ao aon Moas, be tilmas eepoatEe ^ l i o  as aa aotlvlded 

a n t iM á t la a *  y  aa aob ex tm e ta b lo a  w a  upe m a í ^  ^ b e n i t é  t ip a  l í ^ % ,

Oásó ae daaariba an esto Otw .
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.Kl'V

3.

10.

13 .

33+

2 3 .

S a R ta a A e íb á 0.39 O.íág e , i 0,3 0,43 0 ,3*
8, 2$

0,8*-
o , 4á

!?eQn¿eÁRü ü .s a 0,12 0 , 2'j 0,0 0,0$
0,80

0 ,8*
0,13

0 ,8*
8,$8

K üáam icijsa 0 ,3 0 0 , ^ 0, 2$ 0 ,0*
0,33 o í M

8 ^8 0,76

neem j^a 0, 3 ) ** 3,33 0 , 0$ 0, 7$

S a t  ra p te n  ie tE # o ,37 e +%) v , a i o ^ e
g ^

3,8 8 ,8*
o,33

0.,% e , 3D 0. S7 o . a? 3,09 8,8 8,16

peaceao^Aelae o ,33 o , n 0,39 0,0 0,173­
0,29

8^)3 8, 2$

V io a ie in a 0,37 0, 1!) o , S3 - 0*
8,33

8^  ,
^

íA ^ d w e a t a e p t e *
cd eU M

e ,33 o ,% 0,38
0 .4!

*K 8 ,83*
8,3

o ,a 0,88

1 ) 3lataKMMM

do (eMitgM*) ^  #  da SaeSL, a t ll le a R d o  ^
peí Mgalaáa a pH 2.3 coa ^lfeto*Meol.^te+

b) ¡ - r o p a ^ l - ^ l T d a a d t i a o ^ ^ m  (3 $ ,l0 (3 $ 1 8 ),

0 ) !^ n m ú l* e á ^ -d e iá a  aedbá.oe ($0,48$$^

D) Oóp da fe a e l  eeaaae+

B) B*hMtaaoa. aateyadb oes ^ae eoaÉleae &-! de 4eádo 

^  matteHaa'"'! í%ná<3Q #



F) Butanol-agua (34:16) + 2 % de plperidina*

G) Agua-butanol (94:6) + 0,25 % de ácido p-taluensulfónioo. 

BA-3 (mezcla da fracciones A y B). preparado en la manera das-

cripta más arriba, manifiesta las siguientes propiedades físicas y químioas 

i )  Aaáiiaia:

* )  Análisis elemental cualitativo:

C, H, N, 0; no están presentes otros elementos.

1) Ninhidrina

2) Elson-Margan

3) Maltol

4 ) Furfural

5) SakaguoM

6) Grupos metoxilo

H ) Solubilidad:

positivo

positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

Similar a la de la gentamicina,

I I I )  Ecoectro u ltravio leta :

Transparenté en la gama de 220 a 400 mu.

IV) pormaoián de la  sal:

polvo amorfo blanco; soluble en agua, insoluble en etanol, me- 

tanol, acetona y otros solventes orgánicos comunes.

V) Cromatografía sobíe papal,:

Manifiesta los mismos valores Rp que la gentomielna en los sistemas A, 

B, C, D, F y G (ver Tabla XIV). En e l sistema E, ge observa una resolución 

coa BA-3 (fracción A) que manifiesta un valor Rp de 0,15 y B&"¡3 (fracción
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B) que manifiesta un valor Rp do 0,23, en comparación con e l valor Rp de 

la  gentomicina en este sistema de 0,4$.

R-451 crudo, ta l como se ^produce por e l método del Ejemplo XI, 

(D), es una substancia amorfa incolora que tiene las siguientes caracteris- 

<̂ * ticas fís icas y químicas.

I )  Punto de fusión:

200 a 204*C.

I I )  Análisis ( ensayos de grupo cualitativos) :

1) Ensayo de ninhidrina negativo

2) Cloruro férrico  negativo

I I I )  Rotación óptica:

/ ct / (Q $ % en cloroformo).
D

IV) Solubilidad:

Soluble en agua; insoluble en éter de petróleo; soluble en la  mryor 

parte de los solvente orgánicos comunes; dializable a través de una mem­

brana de celofán en un sistema metanol-metanol.

V) Espectro u ltravioleta:

La. f ig .  4 de los dibujos que se acompaña muestra e l espectro de absor­

ción en mstanol con una concentración de 5 g/100 mi. representa la  lon­

gitud de onda en mu, D representa la  densidad óptica): X máx a. 283 mp (E 1%

.  50).

(VI) Espectro infrarrojo: (en Nujol) (ver f ig ,  $)

Las crestas de absorción están situadas en las siguientes longitudes 

de onda:
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S#

2,92

5,84

6,00

6,12

6,45

3,00

8,07

8,33

8,55

9,10

9,60,

10,2*6

10,55

11,02

3htensidad
áa.,amasia.
a

m

^  a (ancha)

m-s

ah

a

a-a

ah

a (ancha) 

a (ancha) 

m-s 

m-a 

v

Inestable por debajo de pH -  7 a 20 OC. Se mantiene la actividad por 

encima de pH 7, aún despule de calentamiento durante 30 min a 100 oC, 

VIH ) Propiedades cromatosrdficas sobre na peí:

Cuando ae prepara un cromatograma aobre popel en la manera indicada más

%%*

adelante y se localiza bloautográfioamente los puntas oon respecto a

awsw en la manera deacripta más arriba, se determinará en 

los siguientes maneras los valares Ry del R-451 en diferentes alternas.
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,9oíY,9Ria,

A) metanol acuoso a l 80 % + 3 % cloruro de 
sodio; ascendente; papel previamente re­
gulado a pH ^ 2,3 mediante sulfato-bisulfato

0,80

9 .

B) n-propanol-Diridina-agua-ácido aoótico 
(1 5 :1 0 ;3 :12) ; ascendente

1 ,0

C) n-propanol-agua-ócido aoátloo (5 0 :40 :5 ) 0,93

D) Fenol acuoso al 80 %; asoendonte 0,95

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

10.

F) Benceno-cloroformo (95:5); descendente; 
papel primeramente saturado con formamida- 
mátanol ( l : l )  y luego secado al aire para 
eliminar e l metanol antes del uso.

0,0

G) Benceno-^ter de petróleo (gama de ebullición 
'30 a 60 oC)-aoetona (10:2,5:5); descendente

0, 0 ; 0 ,14 , 
0 ,2 8 ; 0,64

Be los componentes individuólas dal R-ASl. e l componente R^451A, 

ta l como es producido por al mátodo del Ejemplo XVIII (E), oa una substan- 

oia amorfa incolora que tiene las siguientes propiedades.

I )  Espectro ultravioleta:

Transparente en la gama do 220 o 36O mp.

I I )  Espectro infrarrojo: (en Nnlol) (ver f ie .  6)

<86# Los crestas de absoroión estón situadas en los siguientes longitudes de

onda y son todas anchas y de intensidad fuerte: 2,90 6,25 j¡t, 8,25 a

10,00 y.

El ^-ÁSIB. tal como es producido por e l mátodo del Ejemplo XVIII 

(C), es una substancio amorfa incolora que tiene las siguientes propiedades. 

S$+ I )  Espectro ultravioleta:

Transparente en la gama de 220 a 360 mu.



n )  Esnan^p ,in,frrri-tr (sin (v?r

Laa creatas de absorción estdn situadas sn las siguientes longitudes de

onda con los intensidades indicadas.

JL (ji)
Intensidad
áa cresta-

2,94 i&*8

5,72 a

5,80 m-a

7,^2 m-a

8,60 m-a

9,10 a (ancha)

9,64 a (ancha)

12,50 m-s (ancha)

13,90 m -a (ancha)

Ei ^— tal  como se le produce aquí# es un polvo amorfo blanco 

que tiene loa siguientes características fisioas y químicas#

i )  M o  d9 ,f'iP&áa,.(MgiHa áa M A a tÍ!

138 a n o  9C.

H ) Andlisia:

a) Elnmo^tal¡

C 52,02 %, H 6,81 %, N 0,72 %, C1 5,04 %.

b) MMs.áe.. grupa
0C H ^-n ,l5% .

e) Ensayos de aruco cualitativos: 

l )  Ensayo de ninhidrlna negativo
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9*

M .

so*

2) Ensayo Elson-Morgan

3) Ensayo KMnÔ  alcalino

4 ) Ensayo de entrona

5) Ensayo do 2,4-dinitro-fenilhidrazina

6) Ensayo Ehrlioh (difenilamina)

7) Ensayo tr ifen il-te tra zo lio  

I I I )  Rotación botica :

= + 29,2" ( l  % en dioxano).

positivo

positivo

asml grisáceo

positivo

negativo

negativo

IV) golt&íiidad:

Muy soluble en cloroformo, oloruro de metileno, acetona y octanol; es­

casamente soluble en áter; insoluble on óter de petróleo, tolueno, benceno,

agua,

V) Bsoectra u ltravio leta :

Lo í i g .  4 de los dibujos que se acompaña muestra e l espectro en mota- 

nol (concentración 2,97 mg/100 mi): s 290 a 295 (E = 37), En

una solución do 6 mi de hldróxido de potasio 1,0 N diluido con motanol a 

100 m i ...........E ^  "  79.

VI) EaEestgp ya?yp,Jp, NMjRíLÍMgl*. :

Las crestas de absorción están situadas en las siguientes longitudes da 

onda:

Intensidad
da.jBKagia_

2,88 9

5*73 s

6,13 m-a
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M .

8,33

8,49 a

7,98 a

4 3 3 a

8 ,%
8

í ó # 0  .

10,33 a

10,99 ; a

n , e o ' i#-3

M ,9 9 . . ^

18,30 a

18,$8 a

13,59 ' ' ^ a

33,87 38¡!M*8

m )

, . .  3 3 9 ^ 1 3 8  %

' ' Áe* abeowA^H H+v* a 289 a/jp (E  w 9,8)$

¡ AnA.ia&é e ieaaa taM  C $3$e8  %, !! 7 # 8  # 4  y . .# , f7 .

. . BaM¡#3# de aTMaos-cMn de (cR <a^#R se áa#i;oa a

vrnatlyiwaei&n

(a ) 3ca$aaaáéa8

8.8$
a .  9,57

v  (a a e M )

HM9
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s *

áa.

5,71 a

6,14 V

6,45 m̂*s

8,02 s

8,38 m-s

6,88 s

9,17 a

9,55 s

vH i)SgaBüR& d:

Ri-451D es estable a O &C y en la obsouridad. Ala temperatura ambient?, 

en la luz solar directa, la actividad antibiótica disminuye lentamente des­

pués de 24 hr y queda completamente destruida despuós de aproximadamente 3 

semanas. En solvente metano!, e l R-45ID es estable durante por lo menos 2 

semanas. Se produce rápida deaotivaoión a pH Inferior a 5,5, mientras que 

para pH superior a 7 y hasta H , se mantiene la actividad durante unos po­

cos dias. Por tratamiento con HC1 metanólioo 0,1 N a la temperatura ambien­

te durante 16 hr, queda destruida la actividad antibiótioa. El tratamiento 

de la mezclo ácido con una cantidad estequiomátrica da bicarbonato de sodio 

(solución acuosa al 2 %), seguido por eliminación del metanol mediante con­

centración bajo presión reducida y extracción con cloroformo, suministra 

una mezcla de cinco componentes según se determina mediante cromatografía 

en oapa delgada sobre gel de milioe usando benceno-acetona (75:25) como 

solvente y ácido sulfúrico como rociado reactivo. Todos los componontos son 

menos polares que e l B-451D. Par tratamiento con Na OH 1,0 N a la temperatu­

ra ambiento jurante 16 hr, se mantiene completamente la actividad del R-451D
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# 5 *

íí-¿5^E. aislado y purificado en la manera desoripta más arriba 

(ver Ejemplo XVII) ,  es un polvo amorfo casi incoloro que tiene las siguien­

tes propiedades físicas y químicos.

I )  Punto de fusión: 89 a 96 00.

I I )  Análisis:

a) nn9ni¡,

C 63,17 %, H 7,54 %* N 1*31 %, 0 24,23 %.

l )  Ensayo de niahldrina negativo

2 ) Ensayo Elson-Moggan positivo

3 ) Ensayo con KMnÔ  aloolino positivo

4 ) Ensayo de antrona positivo

5) Ensayo de 2 ,4-dinitro-fenilhidrazlna positivo

6 ) Ensayo Ehrlioh (con difenilamina) negativo

7) Ensayo trifen il-tetrazolio positivo

I I I )  Rataoión Óotioa:

*= + 36,7" ( l  % en dioxano).

iv )  gaiobUMid'

Soluble en oloroformo, cloruro de metileno, aoetona, metanol y óter; 

escasamente soluble en benceno, tolueno y hexano; insoluble en agua.

V) Espectro ultravioleta:

La f ig .  4 de los dibujos que se acompaña muestra e l  espectro en meta­

nol con una concentración de 3*0 mg/100 mi: *  240 mp (B^ "  232).

VI) Espectro infrarrojo (en Nu lollivar f i s .  9-do los dibujos):

Los crestas de absorción están situadas en las siguientes longitudes



M ,

33.

g e .

con la intensidad que se indica.

Intensidad
áa-SXegj¡a-

2,94 m-s

5,68 s

5,76 a

5,83 8

6,00 va

6,16 m-s

6,22 m-s

7,87 vs

8,31 V

8,55 w

8,96 v

9,33 w

9,55 w

9,77 m-s

10,50 w

10,90 w

11,26 m-s

11,42 V

12,22 w

12,62 m-s

# 3 .

Loe antibióticos del sruoo SP-30 son solubles en la mayoría de 

los solventes orgánicos talas como acetato de e t ilo , cloroformo, cloruro
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xa.

xs*

de metileno (y otros hidrocarburos halogenadoa) y alcanolea inferieran (per 

ejemplo metanol y etannl); tienen mínima solubilidad en agua. Del caldo de 

fermentación, a un pH = 2-9,$, ae extracta fácilmente el SP-30 mediante bu- 
tanol, acetato de e tilo , cloruro de metileno, cloroformo, tetraclaruro de 

carbono, benceno o áter.

Cuando ea somete a diertos ^naavos da Brunos cualitativos* e l  SP- 

30 y sus componentes individuales manifiestan las siguientes aociones: 

Ensayos de ninhidrina y Sakaguchi negativo

(El SP-30 crudo oomo asi tambión todos sus componentes individu­

ales).

Azocares reductores

(con nitrato de plata amoniacal) positiva

(de los componentes individuales, A es fuertemente positivo, miag 

tras que B, C y D son negativos).

Reducción de ferricianuro positivo

(de los componentes individuales, A reacciona negativo mientras 

que B, C, y D son positivos).

El SP-30 y sus componentes fraccionados, en solución motanólicc, 

son absorbentes on e l ultravioleta en la gama de 220 a 400 y  con las s i­

guientes características específicas: e l SP-30 crudo tiene una curva de ab­

sorción no trazada oon puntos de inflexión a 260 y  y 290 y ,  teniendo e l 

punto a 260 y  un E-*% de aproximadamente 28; e l SP-3ÓA tiene una curva de 

tipo similar con una inflexión a 258 y  (E-*% aproximadamente 70) y una se­

gunda iníloxión aproximadamente a 295 y ;  e l SP-3OB manifiesta un máximo a 

268 y  (Ê % aproximadamente l l l ) ;  e l SP-3ÓC no muestra máximos sino
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ones a 2Ó5 m̂i (E^ aproximadamente 181) y aproximadamente a 290 mpi a l 

3CD manifiesta un máximo a 263 mp (E^ aproximadamente 115)'.

Los espectros infraprpic^ del SP-30 y sus componentes individua­

les, suspendidos en Nujol, están ilustrados en las fig s . 10 a 14, respecti­

vamente, de los dibujos que se acompaña. Las crestas de absorción y las ca­

racterísticas de las bandas se indican en las siguientes tabulaciones.

SP-30 (ver fig „ 10) 
\ (p )

Intensidad 
t̂ e oyeqta

2,93 s

5,78 s

6,00 m-s (ancha)

6,58 V

6,81 m-s

7,02 v (sh)

7,22 m

7,71 m-s (sh)

7,83 a

8,32 v (sh)

8,86 m-s

9,28 m-s

9,54 ancha

9,75 ancha

13,42 m

14,20 w (ancha)



SP-30^(ver f ig ,  11) Intensidad 
de cresta

2,95 a (ancha)

3,42 m

5,82 a (ah)

5,89 s

6,15 m(sh)

6,60 w

6,80 w

7,16 m-s

7,56 m (ancha)

8,50 w

9,22 w

9,46 w

SP- 30B (ver f ig .  12)
'M u )

Intensidad 
de cresta

2,98 w (ancha)

5,72 m-s

5,80 m-s

6,79 m-s

7,15 m-s

7,21 m-s

7,88 s

8,70 a (ancha)

10,00 s (ancha)

11,51 m-s

12,00 a (ancha)
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13,00 a (ancha)

SP-30C (ver f ig .  13) intensidad
de. cresta,

2,95 v (ancha)

5,74 a

6,20 w(sh)

6,79 m̂-a

7,20 m

7,70 s (eh)

7,82 8

8,85 8

9,28 a

9,56 m

9,60 m (ancha)

9,90 m (ancha)

11,50 v (ancha)

12,00 m-s (ancha)

12,80 m-s (ancha)

13,35 v (ancha)

14,15 v (ancha)

SP-30D (ver f ig .  14) Intensidad
______ X íji )____ cresta.

2,95 m

5,75 a

6,00 m(sh)

6,16 v ( s h )
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$0^

6,30 w (sh)

6,56 w (sh)

6,78 m-s

7,20 m

7,28 w (sh)

7,70 s (sh)

7,80 s (sh)

7,88 s

8,32 w

3,52 w (sh)

8,88 8

9,28 s

9,42 m-s (ancha)

9,56 m-s (ancha)

9,72 m-s (ancha)

10,44 w

11,30 V (ancha)

11,60 v (ancha)

11,82 w (sh)

12,42 a

13,32 m (ancha)

13,48 m (ancha)

14,20 m (ancha)
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La estabilidad del SPr30 varía entre un componente y otro* En 

particular, la Fracción A es estable a la temperatura aa&iente mezclada 

con un regulador acuoso a una gama de pH do 2 a 10. A 100 BC au actividad 

antibiótico disminuyo a medida que e l pH esta por debajo do 6. Su activi­

dad se destruyo a pH 2 por calentamiento a 100 "C durante 30 min mientras 

que no se observa perdidas en la actividad bajo condiciones similores a 

pH 7 y más.' La fracción B os establo a pH 2 a 10 a la temperatura ambiento. 

A temperatura olovada (100 9C) sigue siendo estable hasta pH 2 durante 30 

min? punto en e l cual su actividad disminuye* La fracción C es estable so­

bre la gama do pH do 2 a 10 aun a 100 se durante 30 min. La fracción D es 

estable desdo un pH 2 hawta 10 a la temperatura ambiente; y dosdo pH 4 has- 

tq 10 a 100 se durante 30 min*

Propiedades Biológicas de los Antibióticos Obtenidos de los

&tsBoips,EEsapdñn&aa

La eentamieina poseo un amplio aspootro antibacterial y antirrao 

qultiamo. Es un ú til agento antl-infecoloso capaz de inhkblr eficazmente 

ciertas manifestaciones de transtornos producidos por Staohvlococcus aureus. 

Klobsieíla pneumoníâ  y otros organismos patógenos* Ea también ú til en e l 

tratamiento de la mastitis en e l ganado*

Es particularmente eficaz para combatir infecciones en e l tracto 

urinario producidas por organismos gram-negativos tales oomo especies do 

Protaus y Psoudomonas. So sabe que aumenta la cantidad de infecciones hos­

pitalarias debidas a los organismos gram-negativos. La gontanicina resul­

ta particularmente ú til en e l tratamiento de esta clase de infecciones 

gram-nagativas crónicas en e l riñóon y en la  vojlga aún en pacientes rofrag.
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tarios, la  alta actividad antibUtica de la  gentamicina contra infecciones 

por Proteus y Pseudomonas permite fácilmente la  u tilización clín ica. Como 

ejemplo particular de dicho efecto se ha empleado exitosamente la  gentamici- 

na para tratar una infección crónica en e l riñón por Pseudomonas a una do- 

sis de 1 mg/kg, administrada tres veces por día. Esta infección que no res­

pondía bien a. otra terapia fué completamente eliminada de la orina después 

de 1 día de tratamiento y no se rep itió aún después ¿e 10 días. Se obtuvo 

respuestas contra diversas infecciones por Proteus . Resulta por lo  tqpto 

que la gentamicina posee una ventajosa combinación de tipos únicos de ac- 

&Q* tividad juntamente con baja toxicidad que permite su uso con preferencia a 

otros antibióticos.

La actividad antibiótico de la  gentamicina es 1120 unidades por 

miligramo; la de su clorhidrato es 820, y  la  de su sulfato es 800 unidades

'A&y

30+

3 9 *

por miligramo.

La actividad in v itro  comparativa de la  gentamicina contra una 

variad d de organismos gram-positivos, gram-negativos y f i jo s  a l ácido se 

indica en la  Tabla XV. La susceptibilidad de los micro-organismos a l anti­

biótico se determina mediante e l método normal de dilución en tubo de 

la siguiente manera. Se emplea, como inoculum, en cada caso 10*"5 diluciones 

de cultivos da caldo de 24 hr con los puntos finales tomados después de la  

incubación durante 24 hr a 37°C. A menos que se indique lo  contrario, e l 

medio de crecimiento consiste en mi caldo de infusión sesos-corazón (D ifeo ). 

En la  tabla, los sulfatos de los antibióticos particulares se utilizan en 

los ensayos contra los micro-organismos enumerados aquí. Sin embargo, las 

concentraciones inhibidoras mínimas se expresan en tiradnos del antibiótico
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de buss

áa 9&;aa í l )  . G ^ ta ^ ^ a ^ a  Hatmials a

?!ucí33ne saraos v e r . 3&
.-uysodáes

0 ,9 3,9 o ,5

^swMHua usroas var#  
gyeoAdea .S& M ' 0 ,5 i* 3 a ,$

9ao333ue asw u a  vay .
^yse id ss r.?üc 7064 0.75 3.a 2 ,0

B ^ s iU o a  MagathoriBa M  3i o ,07$ ' 0 ,29 ,079

B u l l a s  su b t^ lis  ATOO 6633 0,039 ' 0,099 o ,o i9

B a s iU o s  s p ^ y ^ e a a  m  32 0 ,1  (a ) a ,7$ 0 ,2$

^ o R lU to  aphaorlo!M! M  33 0,09  {Z ) o ,7$ 0,07$

^M M eHa ebsrtoe  B&. 70 0,29 . a , 7$ 0 ,5

s to ^ ^ o o o e c a s  aBpeuo ATí?e 693^' 0,079 0,7$ o ,a

S t^h y lo saaoaa  áureos ATCH ^271$ 0,035 o ,9 0,039

^ ^ y lo e a c ^ t e  m iraaa A^eo 6538 0,379 0,79 0,37$

ntaphyloeaeoMa áureas ATOC $9% 0,2$ < 3 .$ 0,7$

^ t^ h y lo sa ssa s  áurea# AMO ^363 0,17$ a,7$ 0,37$

^upisyieeeeeao áureas Hray 0,37$ a ,3 0 ,25

í:tup!sy3.o#eeeas áureas f'^aith 0,2$ o,7$ 0,375
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Staphylococcas aoreas

Staphylococcas epider- 
midis

Sarcina latea

Sarcina latea

Streptococcas pyogenes

Streptococcas feca lis

Streptococcas feca lis

Micrococcas flavas

Corynebacteriam sim-
plex

Gram^NeMtivo 

Aerobacter aerogenes 

Aeromonas salmóniclda 

Alcaligenes sp. 

Alcaligenes feca lis 

Escherichia co li 

Etcherichia co li 

Etcherichia intermedia 

KLobsiella pneumoniao 

Frotous hydrophila 

Protoas vulgaris 

Pseadomonas aeraginosa 

Pseadomonas aeraginosa 

Pseadomonas aeraginosa 

Psoudomonas aoruginosa

BA 40 0,25

DA 41 0,375

ATCC 9341A 0,25

ATCC 9341 0,25

DA 21 6,0 (3)

DA 20 12,0

ATCC 10541 12,0

DA 60 0,075

DA 80 20,5

DA 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 1C145 0,25

1,5 0,25

0,25 0,25

0,75 0,25

3,0 0,25

32,0 16,0

> 100,0 16,0

> 100,0 48,0

6,0 0,75

- 0,25

94,0 24,0

3,0 0,25

0,5 0,75

3,0 1,5

12,0 3,0

12,0 6,0

1,5 1,5

0,75 0,375

12,0 12,0

16,0 12,0

0,25 0,25

12,0 1,5

6,0 l ,o

12,0 3,0
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Pseudomoaas aeruginosa ATCC 8709 0,25 12,0 1*5

Salmonalia schottmue- 
U e r i DA 10 1,5 12,0 1*5

Salmonella typhimurium DA n 6,0 12,0 12,0

Salmonella typhimurium ATCC 93JB7 3,0 12,0 12,0

Filo al ácido

Mycobacterium smegmatis DA 150 0,15 Ó - **

Mycobacterium tuberou- -
losia H 37 HV 0,20 (^) - -

***) DA se refiere al námero dá la colección do la Sbhoring 
Corporation.

2
) 1 % de extracto de levadura, 1 % da medio da dextrosa.

3) 5 % do suero humano agregado.

Caldo da levadura-carne (Difea).

Dubos -  Medio + "tveen 60" (= mono-oleato do poli-oxieti- 
lon-sorbitan.

Se ensaya también la actividad in vivo contra oiertas infoocio- 

n es bacterianas en los ratones. Se infecta los ratones con un inooulum de 

la bacteria particular administrada mediante inyección intraperitonial.

So los trata entoncos mediante inyecciones subcutáneas de sulfato do gen- 

tsaicina (7% unidades por miligramo) disuelto en agua, administrándose 

cha inyección en dos dosis diarias igualmente divididas. Se determina la 

dosis protectora para divorsos poroientos de animales inyectados, en la ma 

ñora que so indica en la  Tabla XVI.
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10.

15.

33.

3S,

KMÜA XVI 

Aot3vM ad i c  v i w  de

Miow^opgfmlam icfbotacta
msis de
oles aa^tdB/<%s

Perol auto
aoyewvAvee

Mabalalla p^aaoniae 0 (aolaei^ seiA  ̂
ce tasti^d)

o

ao
% ,

40 ao

5o 100
^aphyloeeceus eurme (Orsy) 40

50
MM3

sa?33scalla se!30t'ínnallari áo 50

!̂ a toxicidad de la gectomicica ac loa í̂ atOROB so dotom^
na en la aunéis* ccm^ sedî rnte oca voricM áe vías# Utiliaamda eL oaifato 

de ^ectaaioics deeoripto ac loe patacas âo posac 10 a ^  g so

obtlece loa a:Qmlectes datos#
^Q{{Q de a tsa id a ^ K s tc^

:'mboatdnea 
X ctcaperítonaa i 

IntpavGcaoa

675

5%

75

Opal 10#0W
y^ ^ t a c í i o i a a  o e ^ ii 'ie s to  awt&t&daá ^  a c t i v iw o  eoc^

^ o ^ o t t s ia  L,o in fe c ta  uotM da ia#owo oab iiscades de 6 d ia s

de edad oon 5- .. vceea  la  ^  de ^ e l^ tted a  í^sa d o e ie  do 3^0mg
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da gentamioina, administrada 3 hr antea de la infección, da una protección 

de $0 % (OP^^). Se obtiene una protección do 20 % cuando e l tratamiento con 

gentamioina comienza 2 hr despuas da la infección. Se obtiene una protec­

ción do 100 % on ratones infectados intracerebrolmente con aproximadamente 

450 veces la UL^ de Rickottsia akari mediante 5 mg do gantaminina n̂ minje- 

trada subcutáneamente 4  hr antes do la infección y que so continúa durante 

4 dias a 5 mg por día en dos dosis diarias. Guando so retarda e l tratamien­

to con gontamicina 48 hr después de la infección lntracerebral, so obtiene 

todavía una protección de 100 % mediante administración subcutánea de 10 mg 

por día (2  dosis da 5 mg cada una) durante 5 dias.

La gentamioina y sus sales manifiestan un efecto terapéutico 

cuando se las ensaya on los ratones contra la oopa H 37 HV da Mvcobaoto- 

rium tuberculosis.

BA-3t Utilizando una solución do la mezcla, dando dicha solución 

por análisis 10 unidades por m ililitro  (basado en e l método de ensayo ap lí 

cado para la gentamieina), la actividad antibiótiea es demostrable contra 

Staohvlococcus aureus. Strentoooccús fecalis. Baoillus subtilis. B9oheri- 

chin cali. Saimonella schottmuelleri. Psoudomonas aerucinosa. v Klebsiella 

nneumoniae. La mezcla resulta sor inactiva comtra Rickettsia akari en loa 

ratones a 10 mg/dia. Su actividad antibiótlca (ensayada como para la  gon- 

tamioina) os de aproximadamente 200 unidades por miligramo.

Los Antibióticos del Grupo &-451. particularmente e l R-45I  y e l 

R-451D, y los.Del Gruoo SP-30. poseen una amplia gama do actividad contra 

organismos gram-positivos. Tienen particular valor en e l tratamiento de 

enformodados producidas por micro-organismos resistentes a la  penicilina
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(ver Tablas XVII, XXI y XXIV), Son útiles también en al tratamiento de en­

fermedades producidas por Staohvlococcms a^gRa, BiPlooocou# pneumonina y 

otros micro-organismos patógenos.

H3AJSn
Espectro antibiótico in vitro del R-451

Micro-oreanismos ensayados

Nombro sistemétioo Designación de la ceoa
Concentración inhibidora 

mínima (pg/ml)

Baoillas cerous ATCC 7064 0,9$

Baoillus cerous var. 
mycoides DA-39 0,25

Bacillus megathcrium DA-31 0,75

Bacillus subtilis ATTC 6633 0,25

Sta^ylococcus albas DA-2100 0,10

Staphylococcus aurous ATCC 6538P 0,075

Staphylococcus aurous ATCC 1163 0,25

Staphylococcus aureus ATCC 12715 0,75

Staphylococcus aurous Gray 0,50

Staphylococcus aurous DA-201 (***) 0,10

Staphylococcus aureus DA-202 (^) 0,25

Staphylococcus aureus DA-203 (^) 0,30

Staphylococcus aureus DA-204 (^) 0,15

Staphylococcus aureus DA-205 (^) 0,40

Streptocoocus fecalis DA-20 0,75

Stroptococcus pyogenos ATCC 12384 0,175

Streptocoocus pyogenos DA-21 0,375
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) Copa resistcate a la novobiocina.

) Cepa resistente a la oleandomicina y erltromioiaa.

Cepas resistentes a la penicilina.

Los antibióticos del grupo R-451 son también activos contra cior- 

tos micro-organismos atacados por las penicilinas. Sin embargo, Se ha <2a- 

torminado que son diferentes de las penicilinas, según queda demostrado por 

la incapacidad de la penicilinasa Para desactivar ya sea e l R-451 o e l R- 

451D. Ademas, e l uso de ostos antibióticos os también aplicable a pacien­

tes que manifiestan o so sabe que manifiestan sensibilidad resultante do 

la terapia con penicilina y/o do la terapia que utiliza derivados sintéti­

cos de la penicilina, que es un fenómeno comparativamente frecuente, que 

aparece en e l caso do aproximadamente 8 a 10 % de la población de los Es­

tados Unidos do América,

E1__R-451 crudo, obtenido en la manera doscripta en e l Ejemplo 

XI, es, entre otros, un ú til agento anti-infeooioso capaz de inhibir cier­

tas manifestaciones de transtornos causados por StaDhvloooccus aureus. 

Streptoooccus pyogenep. Diplooocous pneumonías y otros organismos patóge­

nos. Su actividad ln vitro comparativa contra una variedad de organismos 

se describo en la Tabla XVII (determinada como para la  gontamiclna; sin em 

bargo, en un medio de crecimiento de extracto de levadura-extracto de oar- 

ao-glucosa). Se determina como para la gentamicina su actividad ¡Ln vivo 

contra oiertas infecciones bacterianas en los ratones (18 a 20 g). En ln 

Tabla XVIII se muestran los resaltados. Se obtiene también 100 % de pro­

tección madiante la vía oral contra Streptoooccus evosenes administrando 

400 ̂ g (20 mg/kg ratón) en dos dosis iguales comenzando 3/2 hr antes do ln

2
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Infección. La. toxicidad aguda del R-s45l ee ha determinado o orno para la gen- 

tamicina con los siguientes resultados!

Moda_-áe administración BL.Q (aa/kg ratón)

Subcutánea 1000

Intraperltoneal 1000

Intravenosa 850

Oral >2500

TABLA XVHI

Actividad in vivo del &-451

Microorganismo
infectante

Dosis del R-451 
us/rntóa/día

Poroiento de 
supervivencia 

desnuós de 24 hr

Streptoooccus pyogensa 0 (solución sa li­
na testigo)

40 (2 mg/kg)

0

50

40 (2 mg/kg), tíni­
ca inyección 
1 hr después  ̂
de la  infección

100

Staphylococcus aurous 40 (2 mg/kg) 50

Diploccoous pnaunoniao 50 (2)5 mg/kg) 100 (después do 
2 días)

pi R-Á51A. obtenido ta l como so doscribio en e l  Ejemplo XVIII 

(E) y e l R-Á51B. obtenido ta l oomo se describió en e l Ejemplo XVIII (C), 

mediante método do ensayo en disco (diámetro del disco 6,3 mm), con lo 

cual la zona de inhibición so mide después de disponer un disco, impregna­

do con o l antibiótico respectivo sobre una placa do agar sombrada con or­

ganismo do onsayo e incubada 24 hr a 37 90, muestra una actividad ¡in vitro
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oantra ciertos micro-organismos ta l como se muestra en las Tablas XIX y XX,

respectivamente. La actividad jja vivo dol R-451B se determina como para e l

R-451, con los siguientes resultados: Staohylocoocus aureus . . . . . . .  DP e
$0

500 ^ig/ratón (2$ ag/kg/ratón); Streptocoocus pyogones.......... = 80

^g/raton (4  mg/kg rajtón).

TAPM.XH

Concentración del 
8*4514

Actividad in vitro del &¿51A 

Zona de inhibioión ímm diámetro) contra
Staphyleoocoha

áureos
StreptedCócus

fecalis
Baoillus
subtilis

1000 18 23 M

100 9 15 10

10 0 10 0

1 0 7 0

TABLA XX

Actiyidad in vitro del Rr451B

Zana de inhibición (mm diámetro) contra
Concentración del Staphylococcua Streptocoocus Baoillus
R-A51B (ug/ml) aureus fecalis pubtills

1000 23 30 17

100 20 26 8

10 15 22 0

1 8 15 0

El R-4510. obtenido en la  manera desoripta en e l Ejemplo XV, ma­

nifiesta una actividad i¿  vitro contra una variedad do organismos gram- 

positivos tal como se indica en la Tabla XXI, determinada oomo para e l 

R-451. Su actividad in vivo se dotermina también como para e l R-451. Loa
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resultadop de dichos eneqr os se muestran pn la Tabla XXII, la  toxicidad a- 

guda dol R-451D, según se determinó en loe patones, es la siguiente;

Msás.áa, ,nd"45 Í§&K32Ma DL.^ (ms/kc ratón)

Subcutánea 100p

Intraperitonaal 50p

Intravenosa 150

m & ja a

Esmotro AntibiótÍoo_:dalR-45M)(Activiáad.ln v ltro )

__________mcro-org^iiamo ensayado____ :______ Concentración inhi

.........Nombre sistemático
Designación 

- da la cesa
bidora mínima del 

R̂ A51D (jM/ml),.

Baclllus coreas ATOO 7064 0,25

Baoillus cereus var. 
mycoides

DA 39 0,075

Bacillus megatherium DA 31 0,25

Baoillus megatherium QMCC 3773 0,025

ay# Bacillus megatherium DA 38 0,25

Bacillus sphaerious DA 32 0,75

Bacillus sphaerious DA 33 0,25

Baoillus subtllis ATCC 6633 0,25

Diploooccus pneumoniae (**1 DA 150 0,25

Sarcina lútea ATCC 9431 0,0075

Staphylococcus albus DA 2100 0̂ 25

Staphylocooous aureus 
(10 aislados clínicos 
resistentes a la  poní 
cilina, estreptomici­
na, tetraciclina y o-

DA 2027-2036 cada 0,25

ritromidna)
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Staphylococcus aureus Oray 0,25

Streptococeus focalis DA 20 0,025

Streptococeus pyogenes (^) DA 21 0,25

*̂) Caldo de infusión de sesos-corazón + 0,5 % de suero huma-
no.

w ; s í i

Actividad in vivó dal R-A51D

Poroiontodesupervi-
MLcro-organismos Dosis del R-451D vencía después do

infectantes - ______ 24 hr_________

Streptococeus pyogenes 0 (solución salina 
testigo)

0

75 (3,75 sg/kg) 50

100 (5,0mg/kg) loo

Staphylococcus aureus 250 (12,5 ng/^) 50
* 400 (20mg/hg) 100

Diplococous pneumoni- 
ao

75 (3,75 mg/kg) 50 (después do 
2 días)

100 (5,0 mg/kg) 100 (después do 
2 dias)

Para e l R-A51E. obtenido de acuerdo con e l Ejemplo XVII, en la 

manera indicada coa referencia al R-451A y R-45IB, ae determinó una acti­

vidad jn vitro ta l oomo se indica en la  Tabla XXIII.

M A -g R í?

Actividad in v itro  del R-/sí^

, Dimonsionha de la &opa do inhibición (mm) contra
Concentración del R-4.51B Staphylococcus Streptococeus Baoillus
------------ .... ..... fecalis subtllis

1000 20 19 24
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100 15 13 19

10 8 9 15

1 0 0 8

Se muestra en la Tabla XXIV la actividad íg  vltro del SP-30 con­

tra diversos micro-organismos gram-pbsitivos (determinada como para la  gen- 

tamicina aunque, siempre que no se indique lo contrario, en un medio nutri­

tivo que consiste en caldo de triptosa-fosfato). ^La substancia utilizada 

para los ensayos respectivos se obtuvo del Ejemplo XIX (C) y tenía una po- 

tenoia de 4*000 unidades de dilución por miligramo; es decir 1 mg de dicho 

material, cuando se disaLvió en 1 mi da solvente y lia vado a una dilución 

do 4.000 veces, todavía inhibe e l crecimiento de StnDhvlocpccua aureus 

(ATCC 6538P)/.-Ademés, olSP-30 crudo como así también sus componentes in­

dividuales (fraccionas) ha sido ensayado mediante la  técnica común de on- 

styo en disco descripto oon referencia a los R̂ 451A y B-451B, contra cier­

tos organismos gram-positivos. Los resultados de estos ensayos so muestran 

en la Tabla XXV. La actividad in vivo contra ciertas infecciones bacteria­

nas en les ratones se ensaye también como para la gentamiciha..Se adminis­

tra a los animales do ensayo e l material precedente, del Ejemplo XIX (C), 

suspendido en carboximetil celulosa aouosa al 0,25 %: la dosis protectora 

para 100 % de los animales infoctados cón StaDhvloeooous aureuB os 10 mg/ 

raton/día (= 40.000 unidadesda dilUoioñ/ratón/día). La dosis protectora m - 

ra 100 % do los animales infectados con Diolococcuá bnoumoniae es 15 mg/ 

raton/día (¡= 60.000 unidades dé diluoion/ratón/día), admihistríadoso dicha 

dosis durante dos días. La toxicidad aguda (DL^) de la misma muestra SP- 

30, se mide también en manera usual, en la forma da dosis de una suspensión
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en carboxÍBBtil celulosa acuosa al 0,25 %, oon los siguientes resultados;

subcutánea..........  >7500 mg/kg ratón; iatraperitoneal . ......... 7500 mg/kg

ratón; intravenosa.......... 800 mg/kg ratón.

MBM g s n

Micro-orranlsmos ensayados

. Concentración inhibidora
Nombre sistemático Designación de la cena ..... mínima (pg/i

Baoillus careus var. 
nycoides ATTC-7064 6,0

la , Bacillus ceraus var. 
cycoldes DA-39 0,75

Baoillus cereus var. 
myooides DA-30 12,0

Baoillus megathorium DA-31 0,25

Bacillus magatherium DA-36 3,0

Bacillus magatherium DA-35 6,0

Bacillus sphaericus DA-32 2,0

Bacillus sphaoricua DA-33 1,0

Diploooccus pnaumoniae DA-999 0,075

Staphylococcus albus DA-4.0 0,75

Staphyloooccus aureus ATCC-6538 0,25

Staphylococcus aureus ATCC-6538F 0,25

Staphyloooccus aureus ATCC-12715 2,0

Staphyloooccus aureus ATCC-1163 1,0

Staphylococcus aureus ATCC-9996 0,75

s$* Staphyloooccus aureus - 0,25
va?. Gray
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Staphylococcus aureus
var. Smith DA-H1 0,25

Staphylococcus áureas DA-2026 0,25

(Aislados clínicos re­
sistentes a la penlci- 
liaa ) DA-2027 0,75

DA-2028 17$

DA-2023 0,75

DA-2030 2,0

DA-2031 1,0

BA-2032 0,75

DA-2033 0,75

DA-2034 0,75

DA-2035 1,0

Staphylococcus epi­
dermis DA-41 0,25

Sarciaa lútea ATCC-9341 0,75

Micrococcus flavus DA-60 0,05

Stroptococcus pyogeaes C DA-21 0,025

Steptococcus feca lis ATCC-10541 16,0

Eschorichla co li DA-110 16,0

Escherichia intermedia DA-111 2,0

H/cobactorium smegmatl6 DA-150 4,0



TABLA XXV

1

Antibiótico

Actividad in v ltro  de los Antibióticos SP-30 .

Cono,
(% )

Zona de inhibición (mm) contri
Staphylococcus

aureus
Streptococcus

pyogenea
Bacillus

subtilis

sp-30 1000 28 29 12

100 19 19

10 13 9 0

1 9 0 0

SP-30A 1000 28 31 9

100 17 12 0

10 (1) 0 0

1 0 0 0

SP-30B , 1000 28 35 11

100 20 20 8

10 11 (1) 0

1 0 0 0

SP-30C 1000 28 33 14

100 22 24 8

10 17 14 0

1 9 ( b 0

SP-30D 1000 19 19 0

100 13 10 0
10 (1) 0 0

1 0 0 0

-*-) Indica la existímcia, de una leve inhibición, d i f í c i l  de ser expre-
sada numéricamente.
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Formas da Aplicaciones FarmaoóutioAsíde.loá Antibiótícps Pbecedehtea

Loe antibióticos, de acuerdo con id precedente invención para ad­

ministración a los pacientes, se preparan en formas de dosis tales como las 

comunmente utilizadas para loa antibióticos. Para la preparación de dichas 

formas de dosis se puede utilizar portadores farmacéuticos usuales.

Los siguientes ejemplos desoriben dichas formas do dosis que con­

tienen gentamieina (en la forma de su sulfato) como ingrediente activo. EB 

evidente que se puede reemplazar e l sulfato da gentamieina por otros deri­

vados de la gentamieina, por gentamieina libre, mediante otros antibióticos 

do acuerdo con la presente invonción (inclusive sus derivados usuales), o 

por mezclas de dichos antibióticos y/o derivados.

E jn a o A

Impotable

Para la preparación de una inyectable apropiada, so disuelve 

$0 g de gentamieina (en la forma do su sulfato) en suficiente agua de In­

yección, y se completa la solución, así obtenida, con agua de inyección, 

hasta que se obtiene 1,0 l t  de solución. Se f i lt ra  la solución a travos de 

un f i lt r o  de retención bacteriana y se llena con ella asépticamente ampo­

llas estériles. Se tyata las ampollas en una autoclave a 121 9C durante 30 

min.

E^MPLQJ^

Ungüento Tópico

Se puede preparar #n ungüento a partir de loa siguientes ingre­

dientes:

Gentamieina (como sulfato) 5:0 g
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p-hidroxi-benzoato de motilo p,2 g 

p-^idroxi-benzoato de butilo 1,8 g 

Acaite mineral 100,0 g 

Petrolato, c .s . 1 kg

Para preparar e l ungüento, do los ingredientes precedentes, se 

fundo e l petrolato y se mezcla a 70-90 RC con e l p-hidroxi-bonzoato de me­

t i lo  y de butilo. Después de haber sido todo disuelto, se deja enfriar la 

solución aproximadamente a 40 oc. Se dispersa separadamente e l sulfato de 

gentamicina en e l aceite mineral y se hace pasar la dispersión a travos de 

un molino coloidal. Se agrega la  dispersión molida a la base de Ungüento, 

mencionada más arriba, y se deja enfriar la mezcla espontáneamente a la tcm 

poratura ambiente bajo condiciones de agitación. Se carga e l producto en 

tubos o potes apropiados. EL ungüento asá obtenido puedo utilizarse tam­

bién como ungüento oftálmico.

EJEMPLO C 

Gotas Oftálmicas

Las gotas oftálmicas que contionon gentamicina so obtienen a pag 

t i r  do los siguicntos ingredientes:

Gontamicina (como sulfato) 5,0 g

Alcohol fen il-o t ilic o 5,0 g

Agua purificada, c.s. 1 l t

Para preparar las gotas, se disuelvo e l alcohol fo n il-e t ílic o

aproximadamente 90 % del agua, se disuelve luego e l sulfato de gentamicina 

on la solución do alcohol fon il-e t ílic o  y se agrega suficiente agua para 

hacer que e l producto alcance 1,0 l t .  So f i l t r a  la solución a través do un
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filt r o  da retanoioR bactariaaa y sa carga asopticameote en botellas de go­

teo estériles.
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HaaWity a i ÍRW&&Q aaaaaa y 4a paayia
iava!Mti4a 3̂A# áAâ î aatiaa %aÍ̂ ia4tya&itaMMt§ f)HMW yaiaií4a4 .4a 
iaa áeaaadas 4a yataatea aaÍMYáamiáaRaaa SH 1$2*242 M  i4 
4e a a t ia t ^  4a i$% i, ^a W .444 4ai y 4* ^w ii 4a i^yaa,

$. HA M4**3* 4ai ay 4a iaaya 4a ¿*68+ Ha 2n.3*y M 4a 
ja iia  4a ^*68, ga sn *i%  Mi M 4a j*M a 4a i+W , y 
sa 83H#404 4ai 83 4a ia iia  4a- i*%a+ eziatieaéa aa ta4aa

M. i# 5a ppoeedhBiaato yaya ia yyayaaaatáa 4a aaaaaa
aatiM itioaa an la  aaaaaa MaMeiaa aaaai+ aa a i qaa aa aaaa 
ai otv—af^ a  *̂"w a 4a <wt*  4a iaa aapaaiaa 4á44!4MM¡44HH4i4 H4H&* 
3MEB&# &. MMMSHM4§ amBMMW* y $* M M M 4M  4 *aa 
4a aaa aataataa a wyiaataa, a 4a aiwa^aagaaiaaM aqaiaa- 

M. iaataa, aaaaat^iaaéa yay ia  aiaiaaiéa 4a 4iahaa aatibiMiaaa 
aaa r$ap$o3a ai aaitiw# y# ai aai #*aaa aaaaaaiayáa< aa 
laaaayaaaaaiéa aa i ta aaaiaaéaa <aaaaiaa+ yay tiaataaaaata aaa 
aaiaa aaa 4ai4aa$ aaa 4aaiaa4aa M# y/a O^aaila y aaa yaaMataa 
4a #aaaai4a aaa aw ^attaa 4a MiaiM 4a bia^M ta 4a 

86* ai4aM4a a aataaaa*

a . M paaaaéiBiaaia 4a aoawda aaa la aaiaiA4iaaoi4a 
i ,  aapaa*a*isa4a yay M iaaMaaiáa aay^iaa 4a taa aiaaa-araa- 
aiaaaa ntiHaaiaa aa saáic a d it iv a  aaaaaa ^ a  aaatiaaa aar- 

44* Maa y áita4aaaa a§4miiaaiaa Mata qaa aa yy*4a&a yay ia aaaaa
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MML 3985, HHRi 8ppp y H3BH 3M*.

5* Shyraoadiaiaata da aaaw^ aaa iaa raiviadiaa-
8iaaaa 4 # 5, aaraatariaaaa par ^  daada d* qaa. daapade da 

5* *A fayaaoida ^  aa pradmata aáá aativid&d a&tiMdMaa adbataâ  
didi, sw aaty&at4 aaa daida al aieaUa dai wiiíva y aa 

ala ia yaataaiaiáa y/a aaa aaiitidtieaa aapradaaiáaa a 
y^rtir dai artraata daida par adrar aida, pay praaipidaai&
4* aaiaa iraweiaaadaa a par aaa aaaMaaedda da diâ aa daa 

id* altada#.

7$ ^  pyaaadiaiaata da aaaarda aw Ma reiviadiea-. 
*4aaea 1 a 8, aaraatayiaada pa* ai ana da &*
$ da aícra-ar^aiaaaa aqaivaî yiaa taiaa aaaa ia variaata

35* R. f!f?,?Mn̂íMM var. am̂ aaAaaâ  yaya ia praparaaida dai 
aaavo aatiMdtia* R̂ 45i wa ia aaaara 'Maidgiaa aaaai# ia 
aialaai^, y ai &af &$%& caavaaiaaia, pári#iaaai#a da par 
3ta aeaao aaa #  aaa aa^aa^taa R#493Á, a«*piB* 8*apie,
8-431B y P-45ÍB a partir dai aditiva) y# ai aai Paara aaa*

98, vaaiaate, ia traaafayaaoi& aa dariváda# acaaiaa# partid 
aaiayaaaia a 3#a derivadas 8* y/á C-^aiia t^aa aaaa ai ' 
aaatata dai aaapáaaata M 5M .

d. un yreeadimiaata da aaaarda aaa aaaiqaiara da 
85. iaa raivia48aaaiaaaa i. 8 y ^  aaraatariaada par ai aaa da 

ana. aspa yradaatara da R-45Í$ da praferaaoia da aaa da iaa 
aapaa Wm. í̂ TS y 8W  W f*

P. ua praoadiaiadta da aawardd aaa iaa reiviadioa-
Pd. aiaaaa i  a 8$ .paraatarizada par a i aaa da R* ^a.iaa^M ^.

s
\

i



*  de aiart^aygaaleaae a^tltaltaPta, para la ywaraalda dal 
aaaat aallbldllaa SP^pc aa la mawa blald#aa Banal, la 

alalaalda y, al aad mara aaaaaalaata, pwldlaaalda da pap 

1# taaaa nao da ana eawaaatao ap-P^á., ap*3B2$ dP*30C 

y SP-MB a papllp dal anHlw§ y, al aad dtapa aaawalaate, 
la tvaaafapaaoldm a lea darlvadae nanalea*

le . Oa ppeaadlnlaala da acatad* oaa analaalapa da 

laa palvladlaaalaaaa 1, 2 y $, aapaalaplaada par a l sao da 

aaa atpa ppadnatapa da dP^pa, da ppayaaaaala da la a^a  

'MMN' 2 7 7 2 *

11* B, paaaadladaata da aaaapda ata anaiqnlapa da 

laa pelaladiaaalaaea 7 a ID# tapaataplaad* p*p ^  haaha da 

Sda. datada de la feamalda da na pradaet* ata aablnldad 

aatlbldbloa aabetaaalal, aa aapaaa al alaalla aaa vaapaata 

a l 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 
a a a iM d lla a a *

atada aa daaaalba y aalvladiaa aa la praaaata tanapla 

dta aaaata da 114 pdglaaa dadladaa y aaarltaa a a%93*** par

w a tala da ate atrae*

Madrid, a 33 da BMdtaR** da l#d2*
aCHESldd L7B*

p*a*
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