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Los aminoglicésidon constituyen un grupo de antibibticos de principal impor-—
tancia. Desde hace algin tiempo, ce vicne utilizande on 1g terapia humana un
nlmero cada vez ma, c de estos agentes ant. icrobianos (por ¢ smplo, estreptomicina,
neomicina, kanamicinas, paromemicina, gentamicinas, tobramicina, sisomicina) y de
sus derivados semisintéticos (como 'a amikacina, la dibekacina, etc.), obtenidos
mediante m.dificacién qufmica. Ademds, oste t1po de an‘ibilticos tambiln he encon~
trado aplicacién en 1a agricultura. Es preciso descubrir rnuevos aminoglicésidos,
bien sea mediante examen convencional de] suelo, moditicacién qufmica de aminogli-
céaidos conocidos o biosfntesis mutacional (hibrimicinas), a fin de evitar problemas
de toxicidad inherente ¥y combatir las infecciones causadas por cultivos resistentes

a la estreptomicina, a la kanamicina, etc.,

Un estudio detallado realizado por Price, Godfrey y Kawaguchi muestra las rela~-
ciones estructura~actividad de los aminoglicédsidos que contienen 2-deoxistreptamina.
El estudio de Takachi Nara también ofrece un buen resumen de avances recientemente
realizados en esta esfera.

En 1977, el importe de las ventas de aminoglicésidos en el mundo entero ascendié
a8 3% millones de dSlares,

E]l complejo de gentamicina, producido por diversas especies de !ﬁcromonospora.,
fue deacrito por vez primera en 1963 por Weinstein, Luedemann, Oden y Wagman. Los
principales componentes de este complejo son las gentamicinas C1, C2 y C1a’ utili-
zadas ampliamente en la préctica clfnica, El complejo 1e gentamicina C es bacte—
ricida y desarrolls mavor ac*ividad Aantibacteriana que 1z ~streptomicina, la neomi-
cina o las kanamicinae. BEs eficaz contra muchas cepas de bacterias gramnegativas,
incluidas especies de Escherichia, Erterobacter, Klebsiolla, Salmonclla, Serratia,
Shigella, y algunas Proteus, asf como contra Pscudomonas aeruginosa. Se han comue-

nicado concentraciones inhibitorias mfnimas que varfan de 0,06 a 8 mcg por ml.

Entre los organismos #rampositivos, los de la especie Staphylococcus aureus
son muy sensibles a la gentamicina a concentraciones inhibitorias mfnimas compren—
didas, segin comuni caciones, entre 0,125 y 1 mcg por ml., Otros cocos grampositivos
son menos sensibles, pero los Bacillus, Clostridium y Corynebacterium spp. pueden
inhibirse mediante concentraciones nommales, El sulfato de gentamicina se utiliza
rara tratar la septicemia y otras infacciones sistémicae graves ocasionadas por
Organismos gramnegativos sensibleus., Al tratar con gentamicina infecciones de las
vias urinarias, deben administrarse 4lcalis para clevar el pH urinario a un valor
superior a 7. La dosis usual de gentamicina administrada por vfa intramuscular
0s de 400 a 800 mcg, cada 8 horas, por kg de peso corporal. Lla gentamicina se ha

administrado por vfa intraverosa en las mismas dosis que por via intramuscular, En
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genoral, ol tratamiento dobe limitarse a un porfodo do 7 dfas. La gentamicina no
ge absorbo bien on el gistoma pastrointestinal, El iratamionto con gentamicina
dobe suspenderso i mediatamenic si o obor van nfntiomas de o »toxicidads Por otra
parte, debe administrarsc con cuidado y on doeis roducidas a pacientes con disfun—

ciones renales,

El complejo de gentamicina C pe viono produciendo en Hungria desdo 1974. La
cepa productora es la Micromonospora purpiirea var. nigrescons nova varietas,
aislada del suelo en 1970, y marcada como X-148. A osta copa de Actinomyoos ae
le ha asignado ol niimero de acceso MNG 00112 en la Coleccidn Nacional Héngara de
Cultivos. A coniinuacién, on el cuadro 1, so ostabloce una comparacién ontre la
copa X=148 y las do M. purpfiroa (NRRL=2553) y M. purpirea var. violécea 59-5829
(nfmero de acceso: Coll. Microb. Bulge, DKILS, 55/3 II1.1971).

Por sus caracterfoticac considerablemente distintas, la cepa X-148 puode
distinguiree con claridad dc¢ las sipnucntes ospecies o variantes de cepase de

Nicromonospura productoras do gentamicinas o de antibifticos dol tipo gontamicinat

Miocromonospora purpirca NRRI=29%3

Micromonospora purpfiroa var. violdcea 55=5829
Micromonospora ochinospora NRRL-278Y

Micromonospora ochinoapora var. ferrugfnea NRKI~-299%
Micromonospora echinospora var. panllida NRRI=2946
Micromonospora ¢risea NRRL-3800

Micromonospora rhodorangon NRRI~'326

Micromonospora inyvonois NRR1I~3292

Teniendo eon cuenta lo indicado, la nueva cope X=148 fuo desigrada como Micromonospora
purpdrea var. nigroscens nov, var, A continuacién oe doscrive, con arregic al
sistemc do Wakmman, la oopa X-148 aplicadas

Merfologfat

Crecimiento muy lente, Las colonias ne asomcjau a las bacterianas, con
superficie ligeramentc soca y bordes no dontados, por rcgla generalj sobresalon
liperamonto del agar nuirionte, pero al mimmo tiempo se hundon en 6l. Por ser
el pigmento no dispersor, su ocolor cs pirpwa negrusco. No ee forma micelio aéreo,
Vistas al microscopio, las hifas son largas y oxtonsamente ramificadas, y de un
difmotro de 0,6-0,7 po  Loo conidios (esporas), raramente discernibles sobre las
hifas son redondeadon y lisos, y dc un difmotro dc 1,0=1,3 st, No se forman

espor§foros.

Propiedadeg bioquimicas y f{gicast
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Cuadro 1

Carecteristicas M., ~urpfoon Y=113 . murpdren ver,

: (NRRL-2953) (MNG 00112) violdcea 55-5829

Macromorfologfa No poseen micelin No posecn micelio No poseen micelio aéreps
aéreoj colonias aéreos roloniag cracimiento abundantes
lobuladas) forma  lobuladas, perc se forma irregulars
egpiraly creci~ hundzn en el medio colénias lises,
miento abundante; de cultivoj cerosasi Observadas al micros=-
cerosag, Color superficie ligera- copio, la superfie
de la superficie: mentec seca; creci- ~parece rugosa
entre torracota y miento muy escaso., cerosaj 1los canales
parduzco, Color: pdrpura radiales forman cordones
Reversot entre intenso negruzco. que con el tiompo se
rojizo y castafic No poseen pigmentos alisan. Coloniast
oscuro., No poseer solubles, violeta.
pigmentos solubles,

Nicromorfologfa Las hifas son _ “+& hifas son largas In lan hifas jévenes
largas y ramifi- y extensamente rami- se forman eapores
oadas, regulares, ficadas y de un did- unicelulares de forma
amorfas y de un metro de 0,6~0,7 p., ovaladag didmetro:
didmetro de O0,5u. Los conidios son 1,0 pe En medios
Se forman esporas, raros, y de forma 1fquidos, las hifas
en el extremo de egférica y lisos. gon finas y comple=
esporéforos indi~ Diémetrot 1,0-1,3 uj tamente hoséfilas en
viduales, de forma no poseen posicién estrellada.
esférica o elip- espordforos,
soidal y de un
didmetro de 1,0 u,

Gelatina Licuacién débil Licuacién Licuacién

Sacaross Invertida Ligecamente Inroriidn

invartida

Almidén Hidrolizado Hidrolizado Hidrolizado

Celulosa Ligeramente Ligeramente
descomponante Bescomponente

"!‘ glocosa- Buen crecimientos Muy poco creci-

ASpareagina colors entre miento§ colort
melocoién pérpura
(duragno) bri- negruzco.
llante a rojo
anaranjado mediano,

Agar tirosina Buen crecimiento; Crecimiento muy Color cremas mds

lento dnicamente

a 379C; color
canela claroj
pigmentos solubles.

sin pigmentos
solublea.

oscuro en el centro,

s
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Carbohidratop

M. purpdvea
(NHRL=2953)

X=148
@Ng 00112)

M. purpdrea var.
violéoea 55-5829

D~glucosa
D-galactona
Sacarosa
Maltosa
Lactooa
Raf'inosa
Sorboga
Celobiosa
Trehaloua
Molibiousa
Melecituoa
tilicerol
Sorbitol
Almidén soluble
Dxylouvy
L-arabinose
L-ramnorna
Galactitol
Dwmanitol
Tnoaitol

Salicina

d-metil-D-glusdsidy

Fructona
Manoua

Geluloea
Dextrina

Q
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Agar [liccta=aspararinas € fomman eccasas ocloniag de superficie seca; son
ligeramerte lobulares, pero s¢ hunden cn el agarj los bordes no son dentados;

cclor pirpura negr...co.

. . 0 .
Agar tirosina:; no se producen crecimisntos a 26°C; crecimiento muy lento a
0 . . . . .
37°C; las coioniaa son de color pidrpura intenso; pigmento de color canela claro
H P I o

{uC Se dispersa en el agar.

Aar de harina de nafz: crecimiento lento, anflogo al observado en el agar glucosa-

asparafing.
ar-sangre: color de las colonias: malvagrisiceo; no s¢ produce hemflisis.

Suero_sanguinec de LY¥fflert las colonias son de color carne; puede observarse

una fuertie proteflisis.
Celulosa: escaso crecimiento.
Tolerancia al NaClg 3,5% (sobre agar de extracto de glucosa~levadura).

Gelatina: licuacién,

Micromonogpora producmora de gentamicing

s Para la conservacibn dec la cepa, se utiliza caldo-agar inciinado con un pH

de 7,2, ajustado corn un 0,5% de peptoua y un 0,5% de NaCl., Los cultivos inclinados
g6 incuban a 3700 durante un dfa (er el caso de inocula~ién de un cultive proce=-
derte de un frasco .e agitacién) y dvrante =5 dfas (si la in culacién procede de
una sola colonia), almacendndore despubs a 4° = 10°C, BEn estas condiciones, se

congerva en general la capacidad productora de la repa.

Ze La cepa esporulada varia escasamente en los distintos medios ensayados por
nogoiros. Sin embargo, su capacidad productora puede conservarse dwenis un

perfodo de un afio liofilizando un cultivo de semillas vegetativo,

3, A —15°C, la cepa puede conservarse pqr lo menos durante (res meses. A tal

fin, el medio siguiente os inoculado con cultivo de agar inclinados

0,3% exiracto de bovino
0,1% peptona

0,1% sacarosa

2,47 almidén soluble

¥y agua corriente, a un pi de 7,0 antes de la esterilizacién., £l medio se ssteriliza

a 12100 durante 20 minutos,




En un vaso de Erlenmeyer de 500 ml se agita un volumen de 200 ml durante 2=3
dfas a 37 Cy despud. de lo cual se agrega w. 3% del glicerol y se procede a su conge-
lacién en una mezcla de acetona-ooz.

II. CogservgciGn X verificgci&n de l_a.,. capacidad productora

'« La forma mds eficaz de conservar la capacidad productora es la siguiente:

El cultivo vegetativo congelado a my baja temperatura se pone en una placa
de caldo-agar, a un pH de 742 Tras incubacifn durante 4 dfas, a 37 C, se efectia
la 1nocula,c16n, mediante colonias individuales, de cultivos de agar inclinados de
la misma composicién. Al cabo de otros cuatro dfas de incubacién a 37° C, e;l. cultivo
se inocula en vasos de Erlenmeyer de 500 ml de capacidad con un volumen de traba jo

de 100 ml, de la siguiente composicién, utilizando tres derivaciones:

3,09 harina de soja
1,5% almidén

0,4% Caco0,

2 mcg/m1 60012.6H20

Y agua oorriente, a un pH de T40-7,5 antes de la esterilizacién. La esterilizacién
. 0 .
se realiza a 121 C durante 20 minutos,

La incubacién se efectda a 37°C en un agitador rotatorio (320 r.p.m. y una
carrera de 37 mm). ™ los cultivos que date: de 3 dfas ce tom: . muestras estérileg
¥y sc mantienen a 4~10"C durante 4 dfas mis. Mientras tanto, se verifica la producti-
vidad de los cultivos, y del cultivo almacenado que posea la m{xima capacidad produo=
tora se efectda una inoculacién en el caldo de cultivo inclinado, a ui: pH de Te26
Después de la incubacién a 37 C durante un dfa, los cultivos de semillas vuelven a

inocularse, a efcctos de congelacifn, del cultivo inclinado, utilizando para ello
el método descrito en el apartado 1/3.

2, La verificacibn de la produccién se realiza en el medio miguientos

En vasos de Erlcnmeyer dc 500 ml de capacidad, y con un volumen de trabajo de
100 ml compuesto de

3,04 harina de soja
1,5% almidén de patata
0,4% Ca00,,

2 mog/ml CoCl o+6H 0

dmueltos €n agua corriente, a un pH de 7,0-7,5, efectufndose la esterilizacién
a 121°C durante 20 minutos,




Los medioe se invculon con 1 ml de su~pensidn a basc de cultivo de agar inclie
. : . . o
nado o de culiivo vepntat.vu congelado a muy baja temperatura, y se agitan a 28 °C

en un agiiador rotatorio (32 r.p,m. y carrora de 37 mm).

La produceidn, lu coverl,.iud o Livmord dugla se vesd Mean primero al cabo de P’

12 horar, yy por regia gencral, dmianie un perfodo adicional do 3 dfas,

3o Lus cullivos de unu edad do 12 horas we coractorizan por un micelio denso de
hifas delpgadas Yy lLiporamonic onduladac. Transcurrido un perfodo do 72 a 26 horas,
80 inictia una ligera esporulacifn, que aumenta con lo edad. No oo observa una

fragmentacién corusiderable,

e BL pH del collivo -inicia'menles do 90—~ diaminuys nn 0,5=1 unidad, aumentando
denpubu on menerzl a 8,0-4,2 2l vabo de 144 hovao.

¢  Desarrollo medio de 1o produccidni

Inocnlados con cult ive de agar 1nelingdo

‘I 200~300 mepr/ul
ag J00-g00 »
120 A00=500
144 " 500 =600 "

Inveuladon con cultivo veretntivo comgrelado o baja temperaturats

12 b c00=2 ) mc,f;/'ml
a6 20=30 v
120 " A
144 " AL0500 0

6e  Componicidn media del componente del complejo, determinada a base dol complejo
do gentamicina €, preparado cor caldo de f'ormentacidn (sustancia en bruto) de una
adarl de 144 horass

" ‘
"1a 19%
¢, 5%

7, 36%

1II. Preparacién de cultivos de gomillac ’

1« Para lu preparacién de un cultivo do memillas ge emploa inSculo vegetativo
congelady a muy baja Lomperatura v de unn edad no guperior a los tres mesos., La

composicifn dol medio ep la sifurentos

0,3% extracio de bovino

0,1% peptona

0,1% sacaroga




2,4% almidén soluble
0,5% extracto de levadura
0’4% C&m.l

Y con agua corriente, a un pH de 140,

Se prepara un medio de 200 ml en vasos de Erlenmeyer de 500 ml de capacidad,
efectudndose la esterilizacidn a 121°C durante 20 minutos.

2. Tres vasos que contengan, respectivamente, 200 ml de medio ge inoculan con
1-1 ml de semilla y se agitan durante 48-72 h a 37°C. Tras una verificacidn
microsofpica, se utilizan 500 ml de infculo para inocular 5 litros de medio de

cultivo,

3. Caracterfsticas microscépicas del cultivo de 72 horas de edad: las colonias
consisten en micelios de hifas delgadas y ligeramente onduladas, que no forman
una red continua; ligera formacidn de ésporas; no se produce fragmentacién,

IV. Proceso de fermentacién
M
El cultivo asf obtenido se emplea para inocular 2,000 litros del medio egsteri-
lizado en un depfsito de fermentacidn de 3 > Yy con la siguiente composicién

(gramos/litro)s

Almidén de patata 10 ¢

sacarosa 5

extracto de levadura 5ml (& lucidn al 10%)
hidrolizado de casefna 2" (n " 20%)
peptona 2¢g

licor de mafz macerado 1 " (50% de peso en seco)
CaCO3 4 "

aceite de palma 2 ml

agua corriente

con un pH de 7,0 antes de la esterilizacién, El medio inoculado se airea a

una velocidad de 1/1 v/v y se agita a razén de 130 TePeloy a 35°C, durante 50-60
horas. El cultivo resultante se inocula después en el depdsito de fermentacién
productor, de una capacidad de 30 m3, que contiene 20 m3 de la siguiente
composicién (gramos/litro)s

harina de soja 0 g
almidén de patata 15"
glicerol 15 ml
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Ce.OO3 5e¢
CoCl2.6H20 2 my
aceite de pal''a 2 ¢

agua corriente

con un pH de 7,0 antes de la esterilizacibén, Esta se realiza al tiempo que se
agita la composicifn, durante una hora, a 121°C. La fermentacién tiene lugar
en depSsitos de acero fcido~resistentes. La velocidad de agitacidn es de

130 r.p.m., efectudndose el aireads a una velocidad de 1/1 v/v.

La producecién del antibidtico se inicia al cabo dc 35-40 noras, alcanzdndose

¢l valor mds elcvado transcurridas 100-110 horas.

La actividad antibiética total del caldo referida a la centamicing=C-
normal es de 850 U/ml (1 U es igual & 1 meg de gentamicina normal C,s 32%,
G 48%, Cia? 20%), determinada en organismo dc cnsayo Staphylococcurn cpidermidis
por el método de difusién en placa de agar grande. La canlidad toial de antibif—
ticos producidos es de 1000=1050 mcg/hl, de los que un 7%% es rentamicina~C,
Composicién de la fraccién de gentamicina~C: C} = 36%, Co = 157y Cha* 19%.

Las fermentacioncs realizadas fueron de carfcter discontinuo, y no poscemos
experiencia alguna respecto de la fermentacién semicontinua. La economfa del
proceso me jora, desde luego, aumentando el volumen de los depbeitos de fermentacién.
Con un volumen de 30 m3, la produccién ya resultaba econdmica, pero un volumen
de 100 m3 serfa econdmicamente mis ventajoras  En cuanto a 1- automati zacion,
merece la pena automatizar po~ s mawns 1 Jmparatora,y ol pH oy la adicién de

agentes antiespumantes,

Como las materias primas (arriba indicadas) que inlervienen en cl proceso
de fermentacién son productos agroindustriales, pucde digponerse de ellas local~
mente. Bn cuanto a las fuentes de suministro de equipo, para la fcrmentacién de
gentamicina no se requiere cquipo especial, por lo que el €nuipo necesario podria

adquirirse en cualquier purte,
Se prevé que lac pérdidas debidas a la contaminacién serdn de alrededor de
un 5%-
islamiento del compleio de ntamicina en bruto

A un metro cdbico del caldo de fermentacién (850 me:g/ml) obtenido por el
proceso indicado, se afiadié el Acido sulfdricc 5N, a 2OOC, necesario para ajustar

el pH a 2,0, Se filtré el caldo Yy se lavé la torta micelial con agua corriente




- 11 -

en volumon de 0,1, dando 020 1 de filtrado. A este filtrado se afiadieron 2,7 kg
de 4cido oxflico, ajustdndose ademér ol pH a un valor de 7,5 mediante una solucidn
de hidrdrido sddico, Despuds de 10 minutos de calentamiento a &)-—9000, ge fil4ré
el caldo y se Iavs la torta micelial con 50 1 de agua corriente., La solucidn de
980 1 (82% mee/ml) obtenida so hizo pasur por un sistema do 3 columnas con relleno
do resgina a lg tomperatura ambiente, contoniendo cads columne (8 x 60 cm) 3-31

d6 resina de intercambio de cationes tipo carboxflico (Wofatit CP-300) en forma Na,
La velocidad o paso era de 50 l/h. Durante el proceso de absorci&n, la primera
columna quedd préciicamente sa‘urada, es decir, que ®e obtuvo un efluente de una
actividad de 80O m.r;g/ml. Alredsdor de) 15% de 1a actividad antibibtica total fue
absorbide por 1a negunda columra. El efluente deo 8ata contenf{a solamente

5 = 10 mcg/ml al 1mmino del proceso do absorcidn, En casos de tratamiento continuo,
enta columna uo emplod adenés para la aboorcidn de caldo activo, La primers
columna 6o lavd con 2% 1 do agua destilada, 1ras lo cual se eluyeron antibibticos
con 4cido eultdrico 4 N a ura velocidad do paso de 0,5 l/h. Les fraociones de
efluente que contonfan mg de 5.,0CC meg/ml se mezclaron, obteniéndoge 4.500 ml

de solucidn con vny activided de 136.000 meg/ml,  (En proceso discontinuo, 86 obtue
vieron dc marerg eimilar, d2 la uegunda ¥y tercera columnae, 3,500 ml de eluato

ton una actividad de 40,000 mcg/mi ¥y 2.600 ml de eluato con una actividad de

154000 meyr ml, respectivamente, )

Bl pH Joieluate acfdico de color pardo oscuro obtenido de la primera columng
8¢ ajurtd a un valor de 145 araténdolo Lon trie't,:nlamina, J 8 continuacidén ge
ahadié metarol (unor 2500 ml) a lo solucidn hasta que la turbider empezé a desa-
parccers  Se agremd seguidamente o la solucién carbén vegetal activado, y ge 1a
f11tré tras 30 minutos de agitacidn, Se lavd o] carbén con agua destilada, resule
tando 6,900 ml de solucién con una actividad de 383,000 meg/ml. Esta solucién se
veriid, con artacién continua, er 35 1 de metanol. La gentamicing rrecipitada
en brulo ge Tiltré, se lavé dom veces con metanol y se seod en vacfo a 30-4000.
Do ente modo su obtuvieron Y62 gramos de complejo antibiétioo en forma de mal
de sulfato con 536 meg/mgy contenido de cenizat 2,045 rotaciéni () 2’? =
+ 104° (1,0% on apua) ,

En proceso tigcontinuo, los eluatos de £cido sulfirico obtenidos en forria

vimilarde la segunda y tercera columnas dieron 168 g més de gal de sulfato en
bruto, con una actividad de 536 mcg/mg. Cantidad total obtenida; 1.130 g de
sulfato de gontamicing en bruto,
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Separacidn ~romatorrdfica de zentamicina cn bruto
!
Mesclas de Peso
'raceiones | antibidticos Principal(es) componente(s) {g)
b~ 30 I Compucsie j-) 2442
EYRPORCY| 11 Gentamicina Ay antibiltice =418, compuesto II=2 0 49,8
92 A123 I11 gacamina, gsentamicinag A‘x 1741
124 A 175 v gentamicina B, B1 1846
176 A 198 v sisomicina 1743
199 A~ 260 VI gentamicing ¢y, (12, 318. 345,5
261 A298 Vil gentamicina. 1642
[
Figura g
Separacifn cromatogréfica de comnorentes de gentamicina,
Pesos y valores R de los componentes
(TLCy sistema B)
Resina: Amoerlite 06-50 I (tamiz de 100 200 mallas)
Columnas 12 x . J ¢m
Muestra: 500 g de gentamicina en bruto
Eluci8n: 20730 litros de hidréxido aménico 0,05, 0,10, 0,12, 0514, 0,16,
L),1H, 0,20’ 0,2[), 0,30 Yy O,SO N
Fracciones: 1,000 ml
z
&
£
f )
1 20 o0, . /\ l
e N W N ‘
oc ,--n:.:u\- '
Fraseavsaa ! 22
. O¢ [ R i —
C4 ,'. "\f‘—:‘:‘;
o2 ' '
[-X+] — - ..-_..:. e :‘
0 ;'»‘ il oy
OIS YN0y tee g8g o LR AT




rropicdadoc ffiical

(Y oy e T
Laadre A
S ————

. P TR - .
ATl e Go COIMLOL G Ll MGG O O W L G i

Strue-

ture

O WSO AW N

- -
-

-

N PO B ms s e = i S e
N o DV RN b

i
i
1

Compound’
numbe

]
Identical

-1 ; New compaund

[-2 | Gentwnicin A

-l Gl

12 Nev compound

-3 | Gentaowsin X

11-4 | Gentaniicin A
-1 ' New compound
LY Garamine

HE Y Gentiuea AL
V-1 Gentoniicin B
N2 Gentamian 18,
LAYK) . LERKSVAN
V-4 . Ji.204

V-1 ' Sisomicin

V-2 ' New conpound

AN SRR INTINAN
VH -t New compond
Vit 2 Gentimine €,
VI3 New compeand
V-4 Gentnee C
Vi 3 Nes comspoand

Vit 6 ¢ Gendiene Gy,

Formula !

C..H.NO,
Ci:HuNLOn
CxHuNOwo
(‘A‘Il‘sN‘Olo
CoHaNGLe
CistliNOwo
CithaNO
CoeNO,
CaloN O,
CulsNOowe
CHoNO
ClEuNLO,
CHG N,
Cilty NLO:
CintliaNsOy
CoHoNQL
Co N O-
Cutl. N0,
CLNQO
il N,
CidleN,

U HLaNGO,

MW

455
496
482
48?2
468

482

A
RYAN
482
BRI
4l
495
447
449
RYA
4ni
IR
449
M
435
299

1
v
h

445

i

i

{2}

(7

water)

SETN

13
1 1687
S 140
ERALE
D467

4

156
17

Ihi

B}

185

163

» 150"

§

1

+ 188

156
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- 88
PN

92’
e
97"

i rc i TL.C
Rivel By TRCTTORETT
P Syatem | System System
A B ¢
" reb 093 ' 0.16
{0.25 . 0.08  0.47
o 02 o0.60
‘ 0.52 | 015  0.73
| 0.56 : 0.16 0.66
, 036, 008 ° 0.54
0.6 @ 018 ' 0.67
n.9 (i 0.71
[URY) 0.0 [T
C 041, 015 0.7
S 0 0
|0 . 04 016
} 0.94 : 0.25  0.40
0.8 @ 0.60 0.4
'i 0.75 | 056 0.19
0 006 0.84
R L 0.6 0
© 138 0y 019
092 ' 085 07
S 0w 0.7
ST 0ds 0.2
Do i 0.4 o
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Aislamiento de comroenies

El complejo ‘e gentanicina on bruto ‘500 g el cual corresponden a 670 g

de la gal de¢ sulfaio vu towee .. . irdicade, Jus o rupel . vworitografiado en eolumna

de resina Amberlite CG-50 tipo-l, y dezarrollado con creciente concentracién de
amoniaco en disolucién acuosn. La fig. 1 representa los resuliados de la croma~
tograffa. L1 complejo aniibibtico se¢ scpard en siete mezclas, indicadas en el

cuadro 3,

El anflisis cromatogrifico por sistemas Ay B y C de las mezclas I-VII, indica
la complejidad de las mismas. Existe mds o menos superposicién de mezclas, cada
una de las cuales contiene 4-12 componentes. La deteccibn bioautogréfica mostrd
que todog los componentes, salvo 1og I-1 ¥y III-2, desarrollan actividad biolégica

contra B, subtilis,

La eplicacién del mAtodo de elucién de graliente eccalonado permitié una
buena resolucién de substancias de diferentes caracterfsticas estructurales psero
de andloga polaridad., Mediante la apropiada combinacién de diversos Procedimientos
cromatogréficos de intercarhio idnico pudieron separarse 35 componentes puros

del complejo de gentamicina.

lh__zg_lg__y El compnesto I-1 y rclativemente apolar y fue separado del compuesto I-2
(gentamicina‘A?) en columna Q\P-Sephadex, utilizdndose agua como eluente, E]
eolputsto I 1"'ue eluido priwerv y purificado después mediante cromatograffa de
. excluisién do io.:3 ronetira en colwnna > resina Dowex = .. La gentamicing A2
se aislé de las fraccioneg rieteriores mediante cromatografia en columna CM—Sepha.dex,
utilizfrdose como eluente hidrdxido aménico 0,05; 0,07 y 0,10 N, sucesivamente.

La gentamicina A2 en bruto rue purificada por precipitacién con $ter de solucién

metanélica.

Memcla TIl: Sorararosz los pPrincipales comporentes de esta complicada mezcla
de la siguiente muncra: el primer paso consistié en una repetida cromatograffa
en columna de resina Ambterlite CC-50 tipo~II mediante elucidn gradiental con
hidréxido aménico 0,68-0,12 N. Fl sompucsto TI-1 (antibibtico G=418) fue aislado
¢e las primeras fracciones enriquecidac mediante cromatosraffa de exclusién de
ioges en cclumna de resina Jowex 1-X2. Las frncciones activas siguientes se mezclaron
Yy oe volvieron a separar mediante cromatograffa en columna de resina Amberlite
X569, La elucién se realizd utilizando sucesivemente hidréxido aménico 0,08;
0,10 y 0,12 N. Las “racciones iinales (0,12 N) e esta cromatograffa contenfan el
compuesto II-4 (gentamicina A) cristalizado a partir de etanol-agua. Las fracciones




Sgaorenteniar cempuestos 11-2 y TI-3 (ontam oinn X?) SO mMenLhuZON e Crumilo—
iratiaron nuersament. ern columni de recing Aoherlite S0=400 1y <11, wiilindndose
comes claente agua 11bee de aonvce wa eontan cine X, Yus Grusda pramocroy y oo

2
cuntrrvacedn ol compricoto I1eRe Lo pweificae: Sn Cinal do componenve oo ofeetud
i columnae de rosing Amborlite CG=50 trpo=I medianic c¢lueifn corn nidrde ot

am&ieo O 21 N

Mczela III: Bl compucsto III-1 an brote fue alwlado de tan primerzs raccioness
obLenidars por cromatomralfa renetida o eota mescla on enlwmnae o ceoing Amberlito
o= Lipo=II, ulilivindose como clucnte polr$iide amérieo 03120, 14 Hy v se pariive§
medaante cromptosralfo doooxelusidn Ao tones en eolumias de vestne Dowes 1=X2,

L racciones neseladan vy ovaporaduas, Libves do compoiasto IXT=1y focron cromico-
o cadeas de ueve en colimna de Oh=Scphadax, y o croidan sucosuvamente con hided o ao
amSh e 09103 0412y v 0411 Ne Lo primerus fencod onds cnelaquaeeidng dol

campuasto I1I-2 (praramina) oo somcdicror o aromatorrarfs do cexelaoifn de iones cul
obgoto do oblener saramrng purse Las froccsoncs Dincles, que contenfan principal—
mer e comymecho TTL=" {eontami cing A') oeomeselaron y i frearor por cromatorraita

repetada on o columra e CM=Cophudex,

Mescia Ve Lar promeras Cracoiones obrenidas poe eromutorraffn de evelamén
ac rones de vsta meselay ofcctunda en columie 4o roecing Dowos 1=X24 conlentun compyim
nentes apolaves (compuenton IVe' V=) y compuostis IV=3 (aniabiético JT=M0h)
¥ IV=4 lantabidirco JI=20B)., Brtas fracec o oo mesclazon Yy ¢ owolvieron uoaeparal
percromal o i e columna de cectn, Ambord it G50 Lipo=li, uttiindndose como
clucote nedrdxido aménico 0,125 0,14 v 0,10 Ne  Lan r'raccionc: gue eonbenlun
ratibaSticoe J1I-204 v JI=20L s merolaron, cepurdedece Tu mencta mediaric UG y
nhricando el vistems B ocomo cluentes Lue privcrpados Uracoioncs de la cromatopren o
de exvelumidr de iones de lu moencla IV, que vontenfon TVl (rertamacing B) y IV=2

Comtamioina B)) facror cromabo srafadar o colanng dee CM=Sophude g i 1bn Andos

\

i
vomo lucrte hide@s deoandrieo 0,12 7 0,19 Ny y ce sovararon lan sentaricinas By B1.

Meoela Voo Bota mezcla fac cromatoysrafiade on coiamn e SP=Sephade:.  La
Clucidn oucesiva con hadrfiide amdnico 0,125 0,145 0,16 ¥y 0,18 § dio compucitos
V=2 { ~crtamicion AB)' V1 (oisomicina), y V-2y por cote erden,  Lao tracciones
e contontan cada componomtie ne oo taruy ¥y ooc pariilearon por cromaiorsrutfa rope-
Lida en o ecotumnes de recing Amberiite Ci=50 ti po=IIl, "1t imArdose come cluente

Erded v ido améuiso Oyt Ne

Mesela VI: Medianic cromatograffa rvepetandn do lu mezela VI {(complejo de onta-
micina (}) en cotumna do roemina Amberlite OG-S0 f1po-IT ainlumos ;entumicina C,, pura
(4
A6 las primeras traccicncs . Las fracciones subremiienics se mesclaron 7 cromato-—

“ratsaron en columna de CM=Secphadery utiiisdndese como cluenie hidvéyvido américo
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0,19 ¥y 0,18 No L1 e anvlo Dyin N contieno gontamicinag Cia ¥ C,y mieniras que

el eluato 0,13 ¥ vontiere j. 7 licamenie gontamicina C, pura. Dospuée de la mezcla
do gentaricina (1‘ 'y Bcporada poc aroma ograffa en poJ de sflice, se eluy§ una
pequefie cantidad do un ruevo componenic (compuesto Vi-4). Es muy similar en todos
los aspectow {férmula molcculer, PMK y espectro do masa, y actividad biolégica)

a la gontomicina ('2’ oxcencidn hecha de la rotacién 6plica ([U + 124 ). Suponemos

que ecte matcrial puede sor tdéntico a la gentamiciua C2a.'

Aialomiento de 1o rozela VI con fines do produccién industrial de sulfato

de gontamicina G

S5 mozelaron lns fracciones de oluato 199=260 (62 1) y se evaporaron en
vacfo a 8‘)”() howbi: una concentracién del 30% (peso seco). A la temperatura
arviorie, po afindif carblin vegetal a esta golucifn concentrada, agiténdose la mozcla
dwrante 30 minutos y £iltrdndoso después. La torta de carbén se lavé con agua.
BL pH de los filtrador agitadon y enfriados se ajuatd o un valor de 4,5 con &cido
culf¥irico Y Mo la solucidn volvié a docolorarse con carb8n, se agité durante
30 minutoz, s 11l ir8 v oae 1avd bien con agua. Loe filirados an{ obtenidos se
virtioren, 1L ticmzo que 80 apimbmn, on 10 volimonen dc metanol muy puro. Después
de porminocer e HoTao A 5 Cy sc filtr§ el vomplejo dc sulfato de gentamicina C
y g6 128 co. octarole Semudamonto so gecd en vacfo a $0°C, hasta conseguir un
pero conrtente, B rondimionte de sulfato de gentamicina correpponde a unos 468 g
de producto aiidro practic:aonto puroy con 640 rhbg/m{;z contenido de cenisat
alrcledor 1o €, "= mistemginn volAtaless 2,063 rotacidns ( )2.05 =+ 112°

(1,04 cn arony . conpommntes: ¢, = 34=36h, C, = 495=49%, C 1o = 17-19%, El rendi-
miento total ac  eniamicina C r)b?nmdn del cn.]do ne ha calculado en un 70,5$
Semla Vi Bole wezclay bustante complicada, y qie contiene por lo menos

12 craronente: , fun pimero cromatopraliada en columna de reaina Amberlite XB=69 ¥y
eluid- rucesiv srvtn con hidr6rido aménico 0,163 0,205 0,03 0,0 ¥y 0,60 N« las
primeras fracc..s¢ e contenfan compuesto VIl-4 (gontamicina 02), que fue purificado
medignto eri: o iracibn a partir de otanol-agua. las fracciones siguienies se
dividieron ¢ t.os partes. Cada mezcla secundaria fue cromatografiada en columnas
da (T-lcphades, v los componentes separados se purificaron mediante crom.togrsffl.
da exclusifn 4~ ioroes on columnas do QAE=Sephadex o Dowex 1 x 2, De la primera
mozela eocundoria (0,207 0,30 N) se aislaron compuestos VII-5 y VII-6

(~entamicira O _.). La cromatorraffa de la segunda mezcla gecundaria (0,40 n)

dio cono resal! l:z‘d) commiacioe V1I-2 (gentamicina C ) y VII=3, obteniéndose el

compucsto Vi~ ¢ la crematograffa de la tercera mezcla secundaria (0,60 N).

v
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