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Los aminoglicósidos constituyen un íTupo de antibióticos de principal impor- 

tancia.    Desde hace algún tiempo,  ce viono utilizando or. la terapia humana un 

número cada vez ma,   c de estos agente, ant.   xcrobianoo lPor e   jmplo,  estreptomicina, 

neomicma, kanamicinas, paromomicina, gentamicinae, tobramioina,  sisomicina)  y de 

sus derivados semisinteticos  (como   La amikacina,  la dibekacina,  etc.), obtenidos 

mediante edificación química.    Además, este tipo de antibióticos también ha encon- 

trado aplicación en la agricultura.    Es preciso descubrir nuevos aminoglicosidos, 

bien sea mediante examen convencional del   suelo, modificación química de aminogli- 

cosidos conocidos o biosíntesis mutac Lonal  f hibnmicinas), a fin de evitar problemas 

do toxicidad inherente y combatir las infecciones causada, 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 aminogli cosido s que contienen a^Leoxiatreptamina. 

El estudio de Takashi Nara también ofrece un buen resumen de avances recientemente 
roalizados en esta esfera. 

En 1977, el importe de las ventas de aminogli cosido s en el mundo entero aacendiô* 
a 350 millones de dólares. 

El complejo de gentamicina, producido por diversas especies de Micromono spora, 

fue descrito por vez primera en  1963 por Weinstein, Luedemann, Oden y Wagman.    Los 

principales componentes de este complejo son  Las gentamicinas C ,  C    y C    , utili- 

zadas ampliamente en la práctica clínica.    El complejo ae gentamicina C es bacte- 

ricida y demrroll. mayor actividad  „„tibarter'anP  que ir, «rtreptomicina,  la neomi- 

cina o las kanamicinas.    Es eficaz contra muchas cepas de bacterias gramnegativas, 

incluidas especies de Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Salmonella,  Serratia, 

Shigella, y algunas Proteus, así como contra Pseudomonas aeruginosa.    Se han comu- 

nicado concentraciones inhibitorias mínimas que varían de 0,06 a 8 meg por mi. 

Entre los organismos grampo si ti vos, los de la especie Staphylococcus aureus 

eon muy sensibles a la gentamicina a concentraciones inhibitorias mínimas compren- 

didas,  según comunicaciones, entre 0,125 y 1 meg por mi.    Otros cocos grampositivos 

8on menos sensibles, pero los Bacillus, Clostridium y Corynebacterium spp. pueden 

inhibirse mediante concentraciones normales.    El  sulfato de gentamicina se utiliza 

para tratar la septicemia y otras infecciones sistímicas graves ocasionadas por 

organismos gramnegativos sensible.    Al tratar con ^ntamicina infecciones de las 

vías urinarias, deben administrarse álcalis para elevar el pH urinario a un valor 

superior a 7.    La dosis usual de gentamicina administrada por vía intramuscular 

os de 400 a 800 meg, cada 8 horas, por kg de peso corporal.    La gentamicina se ha 

administrado por vía intravenosa en las mismas dosis que por vía intramuscular»    En 
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general, o]  trata/ni onto dobc limitarne a un poríodo do 7 diaa.    La gentamicina no 

se absorbo bien on ol   niatoma rtastrointeßtinal..    El tratamiento con gentamicina 

dobe suspenderse i ¡mediatamente si  «o obo'   van nfntomaa de o otoxicidad.    Por otra 

parte, debe adminiatrarnc non cuidado y un docin rodimi dan a pacientes con diBfun- 

ciones renales. 

El  compiojo de gentamicina G no viono produciendo on Hungría desdo  1974«    La 

cepa productora 00 la Micromunospora purpurea var. ni^resoonü nova vari otas, 

ai Diada del suelo en V/fO, y marcada como X-I48.    A osta copa do Actinorayooe oe 

le ha asignado ol mlmoro de acceso UNO 00112 en la Colección Nacional Húngara do 

CultivoB.    A continuación, on ol cuadro  1,  BO OBtabloco una comparación ontre  la 

copa X-148 y lao do M.  purpuroa (NRRL-2953)  y M.  purpúrea var.  violácea 55-5829 

(número de acceso j     Culi. Microb. Bul;:., DKILS,  55/3 III. 1971)« 

Por SUB caraoteríoticac nonGidcrabl.omento diotintas,  la cepa X-I48 puodo 

distinguirse con claridad de laa si^uontoe ospooiof, o variantes de cepas de 

mcromonoBpora producto rae do gentamicinas o de antibióticos dol tipo gontamicinat 

MioromonoBporu pur por oa NRRL-2953 

Micromonospora purprtroa var. violácea 55-5929 

Micromonoepora ochinonpora NR RL—2985 

Micromonoopora ochinonpora var.  ferruginea NRHL-2995 

Hi oromono spora ochinonpora var.  pallida NRRl*-2996" 

Micromonospora grísea NRRL-3800 

Micromonospora rhodorangea NRRL-5326 

Micromonospora inyoonoiB NRRL-3292 

Teniendo on cuenta  lo indicado, la nueva oopa X—1/JH fue designada oomo Miororaonoopora 

purpurea var. nigroecenE nov. var.    A continuación BO describo, con arreglo al 

sisteme, do Hak aman,  la oopa X-1/J8 aplicada! 

Morfol°ffr' 
Crecimiento muy lonto.    Las colonias no asomojan a laB bacterianas, oon 

Buporficie ligeramento soca y borden no dontados, por regla general j    sobre salon 

libramento dol agar nutrí onto, pero al minino tiempo oe hunden en il.    Por ser 

ol pigmento no disporsor, BU color on púrpura negruzco.    No ae forma mioelio aireo. 

Vistas al microscopio, lan hifas son larcas y oxtonsamente ramificadas, y de un 

diámetro de 0,6-0,7 fu    Loo conidios (esporas), raramente discerniblee sobre las 

hifas son rodondeadon y Lisos, y do un diámotro de 1,0-1,3yu.    No BO forman 

OBporó foros. 

Propiedades bioquímicas y físicast 
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Cuadro  1 

TSRS 

Características 

Macromorfologfa 

r 

(NRRL-2953) 
y.-1i* 
(MNO 00112) 

h    purpure-'', ver. 
violácea 55-5829 

No poseen micelio 
aéreo;    colonias 
lobuladas} forma 
espiral}    creci- 
miento abundante} 
cerosas.    Color 
de la superficie: 
entre terracota y 
parduzco. 
Reversoi    entre 
rojizo y castaño 
oscuro.    No poseen 
pigmentos eolubler 

No poseen micelio 
aéreo?   jcolonias 
lobuladas, pero se 
hunden en el medio 
de cultivo} cerosas} 
superfit ie ligera- 
mente seca}    creci- 
miento muy escaso. 
Colorí purpura 
inten3o negruzco. 
No poseen pigmentos 
solubles. 

No poseen micelio aérepj 
crecimiento abundante} 
forma irregular} 
colonias lisas. 
Observadas al micros- 
copio, la superfie 
"parece rugosa} 
cerosa;    los canales 
radiales forman cordones 
que con el tiempo se 
alisan.    Colonias« 
violeta. 

Micromorfologfa 

Gelatina 

Sacarosa 

Almidón 

C«lulos* 

Agar flooosa- 
aaparafina 

Agar tirosina 

Las hi fas .ion 
largas y ramifi- 
cadas, regulares, 
amorfas y de un 
diámetro de 0,5M« 
Se forman esporas, 
en el extremo de 
esporóforos indi- 
viduales, de forma 
esférica o elip- 
soidal y de un 
diámetro de 1,0 JA. 

Licuación débil 

Invertida 

Hidrolizado 

Ligeramente 
descomponante 

Buen crecimiento} 
color«    entre 
melocotón 
(durazno) bri- 
llante a rojo 
anaranjado mediano. 

Buen crecimiento} 
sin pigmentos 
solubles. 

•
:
Iíí hi fas son largas 

y extensamente rami- 
ficadas y de un diá- 
metro de 0,6-0,7 p.. 
Los conidios son 
raros, y de forma 
esférica y lisos. 
Diámetro» 1,0-1,3 ji} 
no poseen 
esporSforos. 

Licuación 

Ligeramente 
inv«rtida 

Hidrolizado 

Ligeramente 
üftscomponente 

Muy poco creci- 
miento}    color: 
púrpura 
negruzco. 

Crecimiento muy 
lento únicamente 
a 37°C}    color 
canela claro} 
pigmentos solubles. 

Ln laa.hifas jóvenes 
se forman esporas 
unicelulares de forma 
ovalada}    diámetro t 
1,0 En medios 
líquidos,  las hifas 
son finas y comple- 
tamente basófilas en 
posición tatreliada. 

Licuación 

In -?r!.ida 

Hidrolizado 

Color cremaj más 
oscuro en el centro, 
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Cuadro 1 

Utiliísaoió'ji do JOfhohiaxttoB 

Carbohidratoo M, purpúrea 
(NHHL-^3) 

X-148 
GINO odi 2) 

M, purpúrea var. 
violáoe* 55-5829 

D-glucoQa i + ¥ 
D-galactooa H- - + 
Sacai'osa » + + 
Maltona 0 »• + 
Lactuna - « 

•f 

Ra l'i no aa - m + 
Sorbona 0 _ 0 
Colobioaa 0 •s- 0 
Trehaloua 0 R+)l 0 
Molibiuna 0 

U J 
0 

Mclucitooa 0 M 0 
lîlicerol 0 

i 4 

Sorbitol - 

Almidón aoJublo f {• f 

D-xylouu + •f" + 
Ii-ai-abinona + 4 

L-ramnoaa • + 
Galanti toi 0 «, + 
D-manitol • 

Inonitol • «. 

Salioina 0 — 0 
cj-mat t i -î)-jf IUOôB ido 0 «. 0 
Fructona . 0 
Manoua + 0 0 
Celulosa - + 0 
Doxtrina 0 0 + 
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Af;ar ;:Iv.cGsa-aspara^tnat se forman. er.caaaG colonias de superficie ceca; son 

ligeramente lobulares, poro se hunden en si agar; les border no son dentados} 

color purpura negr-./co, 

Afflr tiroainai    no  se producen crecimientoB a 26 C;    crecimiento muy lento a 

37* C;     las coloma3  son de color púrpura intenso;    pigmento de color canela claro 

quo se dispersa en el agar. 

A,/ar de harina de maíz:    crecimiento lento, análogo al. observado en el agar glucosa- 

aspar a£i na. 

Ajgtr-aarigre:    color de las colonias:    malvagrisáceo;    no se produce hemolisis. 

Suom  san/romeo de Lb'fflert    las colonias son de color carne;    puede observarse 

una fuerte prote6lisis. 

CeTulo^a:    escaso crecimiento. 

Tolerancia al NaCl;    3»5$ (sobre agar de extracto de glucosa—levadura). 

Gelatina:    licuación. 

I»    Conservacián de la cepa Mioromonospora productora de gentamicina 

1. Para la conservaci<5n dG la cepa, üO utilisa cuido-^gar inclinado con un pH 

de 7»2,  ajustado con un 0,5$ de peptona y un 0,5$ do NaCl.    Los cultivos inclinados 

se incuban a 37 C durante un día (er> el caüo de inoculación de un cultivo proce- 

dente de un frasco  ^.e agitación) y durante ^-5 días (si la ir. ¿ulación procede de 

una sola colonia), almacenándose dospaés a 4    - 10 G.    En estas condiciones,  se 

conserv&. en general la capacidad productora do la cepa. 

2. La cepa esporulada varía escasamente en los distintos, medios ensayados por 

nosotros.    Sin embargo, 3u capacidad productora puede conservarse duranxe un 

período de un año li of il izando un cultivo de semillas vegetativo, 

3»      A —15 C» la cepa puede conservarse pqr lo menos durante u-es meses,    A tal 

fin, el medio siguiente es inoculado con cultivo de agar inclinado! 

0,3$ extracto de bovino 

0,1$ peptona 

0,1$ sacarosa 

2,4$ almidón soluble 

0,4$ CaOO 

y agua corriente, a un pH de 7|0 antes de la esterilización*    Si medio se esteriliza 

a 121  C durante 20 minutos. 
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En un vaso de Erlenmeyer de 5OO ml se agita un volumen de 200 ml durante 2-3 

días a 37 C, despuô.  de lo cual se agrega m. 3$ del glicerol y se procede a su conge- 

lación en una mezcla de acetona-OO^. 

11 •    Conservación -V verificación de la capacidad productora 

1.      La forma más eficaz de conservar la capacidad productora es la siguiente» 

m cultivo vegetativo congelado a mu;  baja temperatura se pone en una placa 

de caldo-agar, a un pH de 7,2.    Tras incubación durante 4 dfas, a 3?°C,  se efectúa 

la inoculación, mediante colonias individuales, de cultivos de agar inclinados de 

la misma composición.    Al cabo de otros cuatro días de incubación a 37°C, el cultivo 

se inocula en vasos de Erlenmeyer de 50O mi de capacidad con un volumen de trabajo 

de 100 mi, de la siguiente composición, utilizando treB derivaciones: 

3,0$ harina do soja 

1,5$ almidón 

0,4# CaCO, 

2 meg/nü GoCl2.6H20 

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

La incubación se efectúa a 37°C en un agitador rotatorio (320 r.p.m. y una 

carrera de 37 mm).    ^ los cultivos que date-   de 3 dfas se tonu. . muestras estériles 

y so mantienen a 4-10°C durante 4 días más.    Mientras tanto, se verifica la producti- 

vidad de los cultivos, y del cultivo almacenado que posea la máxima capacidad produc- 

tora se efectúa una inoculación en el caldo de cultivo inclinado, a ui: pH de 7,2. 

Después de la incubación a 37°C durante un día, los cultivos de semillas vuelven a 

inocularse, a efectos de congelación, del cultivo inclinado, utilizando para ello 
el método descrito en el apartado I/3. 

2.      La verificación de la producción se realiza en el medio siguiente! 

En vasos de Brlcnmeyer de 5OO mi de capacidad, y con un volumen de trabajo de 
100 mi compuesto de 

3,0$ harina de soja 

1t5% almidón de patata 

0,4$ CaOO 

2 mog/ml CoCl .6H-0 

disueltos en agua corriente, a un pH do 7,0-7,5, efectuándose la esterilización 
a 121 C durante 20 minutos. 
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Los medios Be inoculan con 1 ml.  dt:  nu^pensión a baso de cultivo do agar incli- 

nado o de cultivo vepotftt.vu consolado a muy baja temperatura, y De abitan a 28° C 

en un agitador rotatorio (33) r.p.m.  y carrora de .Ï7 mm). 

La producción,   la ot;uri ,,'luJ.  ,,    Li morí   iu^fa so  ^.líxoau   primero al  cabo de 

72 hora?, y,  por  ro.f:ia ¿onorai , dui.itrt"  un   porfjrto adicional du  3 días. 

3. W, cultiven do una edad do 7,? hc.-ao  no caracterizan por un micelio denso de 

hifac rlol/jadar ,y  li-jin-runonU. onduLaiac.    Transcurrido un período do 72 a 96 horaa, 

so inicia una libera enporulación,  que aumenta con  la edad.    No  QO observa una 

fragmentar. ió"n cor nid oratilo. 

4. Kl pH de).  i.;u!.iivo -ininialmen-ln rio  7,0- disminuyo on 0,í>-1   unidad, aumentando 

doopuío on penoral a 8,0-«,2 al  nabo  do   14/, heran. 

5. Desarrollo medio de la producetemi 

Inoculado a  UOTI culti, ve do a;;ar   incl. i ntul-i 

V- ii 2(X)-3CIU mofi/mJ. 

%' " 300_/|(io « 

120 •• /JOO-yO " 

144 " 500-6(0 » 

Inoculadoo con culti vo vegetativo  consolado a ba.ja temperatura! 

72 h ra)-K! 0 mcfj/mi 

;'6" » 2'.X>-3Ln     " 

120 •• ¿JÚ-S.'Q      " 

MI  " /|'/WjOÜ      « 

6.      Componición media del componente dol  complejo, determinada a baso del complejo 

do contamicina C, preparado con caldo de J'ormcntaciÄn (sustancia en bruto) de una 

«dad do  M4 hor.-i.oi 

C1a M 
<•>, Abt 

m« Preparación de cultivos de somilla^ 

1.      Para la preparación do un oultjvo do  Bonillas m emplea inoculo vegetativo 

congelado a muy ba.ja  temperatura y do una  edad rio  superior a loe tree meóos.    La 

compOEiciÄn dol medio eo la oi^jientoi 

0,3$ extracto de bovino 

0,1$ pepi, una 

0,1$ aacaroEa 
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2,4$ almidón soluble 

0,5$ extracto de levadura 

0,4$ CaOO^ 

y con agua corriente, a un pH de 7,0. 

Se prepara un medio de 200 mi en vasos de Erlenmeyer de 500 ral de capacidad 

efectuándose la esterilización a 121°C durante 20 minutos. ' 

2. Tres vasos que contengan, respectivamente,  200 mi de medio se inoculan con 

1-1 mi de semilla y se agitan durante 48-72 h a 37°C    Tras una verificación 

microscópica, se utilizan 5OO mi de inoculo para inocular 5 litros de medio de 
cultivo. 

3. Características microscópicas del cultivo de 72 horas de edad,   las colonias 

consisten en micelios de hifas delgadas y ligeramente onduladas, que no forjan 

una red continua}    ligera formación de esporas?    no  se produce fragmentación. 

Iv»    Proceso de fermentaci ón 

El cultivo así obtenido  se emplea para inocular 2.000 litros del medio esteri- 

lizado en un depósito de fermentación de 3 -n3 y con la siguiente composición 
(gramos/litro) 1 

Almidón de patata 10 g 

sacarosa 5 « 

extracto de levadura 5 mi (e luciÓn al  IO56) 

hidrolizado de caseína 20 "   (   " »    20£) 

peptona 2 g 

licor de maíz macerado 1 « (50$ de peso en seco) 
CaCO 4 1, 

aceite de palma 2 mi 

agua corriente 

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

una velocidad de 1/1 v/v y se agita a razón de 13O r.p.m., a 35°C, durante 5O-6O 

horas.   El cultivo resultante se inocula después en el depósito de fermentación 

productor, de una capacidad de 30 m3, que contiene 20 m3 de la siguiente 
composición (gramos/litro) 1 

harina de soja 30 g 

almidón de patata 15 « 

glicerol 15 ml 

> 

-L. 
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CaCO 5 e 

CoCl2.6H20 2 mg 

aceite de pal'a 2 g 

agua corriente 

con un pH do 7f0 autos de la esterilización.    Esta se réalisa ai  tiempo que m 

agita la composición, durante una hora, a 121°C.    La fermentación tiene lugar 

en depósitos de acero ácido-resistentes.    La veLocidad de agitación os de 

130 r.p.m., efoctuándose el aireado a una velocidad de 1/1  v/v. 

La producción del antibiótico  so inicia al   cabo de 35-40 hora,;, alcanzándose 
ol valor más eLcvado transcurrí dar, 100-110 horas. 

La actividad antibiótica total del caldo refenda a la gentamicina-C • 

normal es de 850 U/ml  (i U es igual a 1 meg do gentamicina normal;    (y    32$, 

C2:    4S#, C1a»  20%), detenninada en organismo de ensayo Siaphylococcun, opidermidis 

por el método de difusión en placa de agar grande.    La cantidad  total de antibió- 

ticos producidos es de  IOOO-IO5O mcg/ml, de los que un 75* es gentamicina-C. 

Composici<5n de la fracción de gentamicina-C:    C'   -- 36£, C2 := A^,  c      ,   1<$. 

Las fermentaciones realzadas fueron do carácter discontinuo, y no poseemos 

experiencia alguna respecto de la fermentación aemicontinua.    La economía del 

proceso mejora, desdo luego, aumentando el volumen de loe depósito, de fomentación. 

Con un volumen de 30 mj, la producción ya resultaba económica,  pero un volumen 

de 100 m    sería económicamente más ventajero.    En cuanto a Ir  automatización, 

merece la pena automatizar po~ - rmoc la  icmi-craf-ra,  cl PH y la adición de 
agentes antiespumantes. 

Como las materias primas (arriba indicada«)  que intervienen en el prococo 

de fermentación  son productos agroindustriale, puede disponerse de ellas local- 

mente.    En cuanto a las fuentes do suministro do equipo, para la fomentación de 

gentamicina no  se requiere equipo eapocial, por lo quo ol equipo necesario podría 
adquirirse en cualqiúer parte. 

Se prevé que las pérdidas debidas a la contaminación serán de alrededor de 
un %. 

Aislamiento del complejo de ¿rentamicina en brutn 

A un metro cúbico del caldo de fermentación (85O mcg/ml)  obtenido por el 

proceso indicado, se añadió el ácido sulfúrico 5N, a 20°C, necesario para ajustar 

el pH a 2,0.    So filtró el caldo y se lavó la torta micelial con agua corriente 
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en volumen de 0,1, dando "3n  i  ¿= <--I.L    , 

de ácido orfr , A °8te filtrad° 0e ****i*ro* 2.7 kg ácido oxálico, ajustándose adornas el nH a un valor de 7 «i -«,»•     + 
do hidroVido aÄdirn      TI        x    J 

?'5 mediante una Bolucián 
-do ridico.    Después do  10 minuto, do calentamiento a Ö0-90&C    Be m*rf 

el  caldo y B0 iavrf (a torta mioelial 
w y° C» Be fll*r<5 

980  1   (82S mrp./«n „n     • , gU& COrri0nte-    ^ solución de 7w  í   v«o mtjft/mlj obtenida FO hi KO nnor.r •.. 

abZ r "Cg/ Alra30a0r "" '* de U »tt»"- ""«««c total fue 

con árido  „.iróv      /„ «"ti Udu, (rao lo cual se «luyeron antibióticos 

»nul "    v :ura voipíitoi do ^ d°o>5 i/h- "• *—«•. «° 
do soluciín con vna activ.dad de  13Í.0TO »Wml       fa, „„, „     , 
«.• ,k „Mra ,«lir    ,, ,. ' S/ml-    (En PrOC880 dlE<»»«•»,  « obtu- 

ra anuí« , d,  la „opmdo y torco• columnae. 3.500 a]   do otuatn 
con u„a .actividad de 40.000 mcWmJ   ,.«,„,,    ,     , W"° 

•>•«» „o,/,.,, ro^ti^entc!, COn "" aCUVÍdad d° 

- zr.vx irrr;ï;u?:pard° °ocuro ob,oMtt° <°ia ~ «- .*-* m.,„„ul : 
e•m r   ;°vriot:'iamina'j a oontinua<!i& - 

fu  r; » "8ífUid-«'to » '* -l^ft. «**. voltai activado, y „ la 
o«• " rut:d;aptaciÄn-se ^oi -^ -» - *•»* «• -- 

r ; : ;; :'t;:irr' "351 *netanci-La •—- —>*«. iati«, „o lavi do,, voooa con Botanol y eo 8oo< on vaofo a 30-4O°C 
Do ooto modo eo obtuvioron Sii? ^=„„. A. , ^    ' 
de tifato -o„ ,v »   / 0°mPl9JO antlbi«««> on fo»a de aal 

.»«• 0^it:; ' °onta"d—' '.<*« »*-*. W?. 

^^ "r0"11•" 10B °1Uat- 19 *>"» -1^" obtenido* en fo• 
»i- lardo la B<Wu„,la y teroora »1«, dieron ,68 e nie do „1 de sulfato en 
^ o    con u„a «UTttod 4o 536 „^^    canti(tad totai -1«. e 

sulfato do tfentamicina en bruto. *g" 



TSa 

Fracciones 

31 ~ 91 

92/V123 

124-V175 

176^198 

199-260 

261 ^298 
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Cuadre   ¿ 

Sefaiucifa cromatoci c» ^  -entamiez. „•. ^.+~ 

Voy.t-laLS de 
antibióticos 

r 
Principal(es) componentc(s) 

Comparato i- i 

Gent amie ina A • ant -. t i /•!+ s ^ - .•"< / 1 "¡ • "«» n, a.iT i ciútico u-¿, 1 fj, compuesto 11-2 

garamina, gentamicina A, 

gentami.ci.na E, 

sisomiciña 

geritami ciña C 

"1 

1 )>  ^ 
mentamiciña C, 

1a 

J 
Fi¿rura 1 

Separaci«» cromatogràfica de componentes de ¿entamicina 
Pesos y valores  Rf de los componente, * 

(TLC, sistema B) 

Resina:     Amberlite CG-SO I  (taiBiZ de   !0ü^200 mallaa) 
Columna»  12 x -, .j cm 

Muestra;  500 g  de gentamicina on bruto 

aacifc! &^0&
h%fä£r ^ 0.». 0,«. o>Ml o„«. 

Fracciones:     1.000 ml 

Peso 

24,2 

17,1 

18,6 

17,3 

345,5 

16,2 

"«    ' •   OJO   . 
J K> -••   OSO    •   It VI,VI 



í/.iúcL'V-   <\ 

t'ropiodadiv  fí.jjca;,  v     .^früci.; do  ocmpohc,.,,..; r.iuiu,n.   de /c^amic^c 

Struc- 
ture 

Compound 
nuniK-r Identical 

! 
Formul.T        ! 

.. . _ ' 

i 
MW 

! vs.ltcr) 

!    rc 

Rf rei. Hi 
; S>iicni 
I      A 

TLC 
RI            Rf"" 

S> stoni    Swcm 
B            C 

1 II New compound C.M,,N,0, 4«   > 1 144' ; 1.60 0 93 0.16 

2 1-2 Cìciiiitiukin ,\: Ci:H„N,0„ 455   j ,13?' ;    0.25 Ü.08 0.47 

3 Ili G-4IB CMH„N.O«        ; 496   I ilfiS' !    0.73 0.27 0.60 

4 II  2 Ne», compound C,»tluN«0,. 4S2 •; 140 :   0.52 0.15 0 73 

S 11-3 Ccnuiiii.'iri X; (.•...llj.N.O.i 4s? ; -í 1ÍM ' |   0.55 0.16 0.66 

6 li 4 Gcnt.imicin A G.IUN.O,.   1 4(.S   ' : 146' |   0.3C 0.0S 0.S4 

7 111-1 New compoimJ C.,ll„N.O.«    | 482   ' i 1561 ;     0.46 0 18 '    0.67 

8 III •> (I.T.linil'.' (.'• Il   \>", .VI    ' r-v n.oi <) .'. ' 0.71 

0 MI   3 ( Iciil irli«...! A. (.   .ll.N.W.. ",<\ \f>¡ 0. iV 0.(0 ti..-.2 

10 1V-I Cjcnumicin 11 C„llj,N«Oio   , 4S2   : i 155 •    0.41 0.15 0.7'J 

11 IV 2 Gailamiun 11, C.JInN.O.» •1% ir,- 1.00 0 .''3 0.62 

12 1         ,V ? \ Ji :o v Crii .NX), 4KI -- I   0..ÏV 0.14 0/6 

13 1V-4 : JI-?OìI '       t':,M..N/>> 4V5 ; -, 150- j   0 94 0.25 0.46 

14 !    V..I ; Sivimicin '        Cl,ll,N,0: 447 ; •i tSS-: 0 86 0 60 0.24 

15 V-2 Ne* compound C.II^NsO, 44») 1 156 j   0.75 0.56 o.h> 
If. 1         V ? ('.ll(."VÌ    "1    \ C, Il s.o. •I'-;' U.' O.'i 0 06 0,84 

17 .       Vii  1 New coiup<mini C-II.ìNìO- •V..I : 142 
1  in 0.6'J o.n 

IR VII  ? Gcn(:ui)inc ( i C.II.N.O. 3IX SS ;    1.35 0.7.1 Oli 

19 ,       VII  3 Ni-*' conip(>u'id e. ii „v.o.. 4P) : IIS ¡   0.92 '   0.55 0  17 

20 ;    vu A Gi'ni.'iicii.c C" C..(H:  N.O, riet •; 92 ' ;    1.12 0.5') 0.27 

21 
i    v'   ' : New ci>ii;p.).ulti C,,M,:N\      ; 4.VS 14-1 ' .71 :   0,IS 0.20 

22 VII 6 ,   GHIIUIMMI.: ( l. i',.ll..-,N'.0. ?Vt) 97' !   0.F2 0.42 0 2* 
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Fiflui-g ?. 

Ealructurau do  lor: ru. uponentcs 

M H| 

2 
.1 
4 
5 
« 
7 
9 

10 
II 
12 
n 
15 
16 
17 
19 
tl 

Ri 
M 

fili 
C II, 
I! 
M 

CM, 
» 
IC 

CM, 
H 

Cil, 
cu, 

H 
CU, 
cri, 
li 

R, 
OH 
OM 
Oli 
OH 
OH 
OH 
OH 
MI. 
NH; 
NH: 
MI: 
NH: 
NH. 

NHCH, 
NH 
NH: 

K, 
MI. 
NH.. 
NH. 
MI. 
NH; 
NH, 
MI.- 
OH 
OH 
NH. 
NH. 
NH.. 
OH 
MI, 
NH- 
NH.. 

K, K, 
OH II 
OH Oli 
OH II 
OH 
OH 

OH 
H 

OH OH 
OH OH 
OH OH 
Oli OH 
OH OH 
OH OH 
Il OH 
OH  OH 
M 
II 
II 

OH 
OH 
OH 

R. 
OH 
C\U 
OH 
CU, 
OH 
H 
II 

CU. 
CH, 
CiL 
CH, 
CH 
H 
II 
H 
H 

R; 

OH 
NHCH, 
MICH, 
NHCH, 
NHCH, 
NHCH, 
MICH, 
NHCH, 
NHCH, 
MICI!, 
NHCH, 

Nili 
NHCH, 
MICH, 
NHCH, 
NIICHi 

V 

i 

«•i 

MO 

OH 
\ 

0 

ti.M   J 

(HI P* 

liti 
1701 

IMI 
1751 

(ì'.l 
(ni 
IJOI 

CM» *MtW, M 
CHj N!(, H 

M W(f 

M OH 
C'-j OM 
M f. ij 

CHj l,H, 

H 
OH 
O'I 
OH 
OH 

»IO 
OH 

H,N-J -NM» 

I2SI 
•i-üCH» 

IMI  OH   CM, 

l*TI    H     OH 
IMI   OH  H 
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Ai slamento de cnrr.ro-u*^*^ 

El complejo   'o gentamcina on bruto   '500 g del cual corresponden a 67O g 

de la sal du sulfato  ^ Lu. ..... xr-iic^  ^ _r ,  ^.to^fiado en columna 

de resina AmberlUe CG-50 tipo-1, y desarrollado con crociente concentración de 

amoniaco en disolución acuosa.    La fig.   1  representa los resultados de la croma- 

tografía.    Ll complejo antibiotico se separo" en siete mezclas, indicadas en el 
cuadro 3, 

El análisis cromatogràfico por sistemas A, B y C de las mezclas I-VII, indica 

la complejidad de las mismas.    Existe rae o menos superposición de mezclas, cada 

una de las cuales contiene 4-12 componentes.    La detección bioautográfica mosti« 

que todos los componentes, salvo los 1-1 y 111-2, desarrollan actividad biológica 
contra B._subt i li g » 

La aplicación del metodo de elución de gradiente escalonado permitió una 

buena resolución de substancian de diferentes características estructurales paro 

de análoga polaridad.    Mediante la apropiada combinación de diversos procedimientos 

cromatografías de intornio iónico pudieron separarse 35 componentes puros 
del complejo de gentamicina. 

f        522£ÌìI1   El compuesto 1-1, relativamente apelar , fue separado del compuesto 1-2 

VgJirt«nicina.A2)  en colana QUUSephadex, utilizándose agua como eluente.    El 

consto I..1  fue eiuido primero y purificado después mediante cromatografía de 

excluisión de io ^ r^etu-, en columna    o resina Dowex 1-   ..    La gentamicina A 

se aisló de las fracciones posteriores mediante cromatografía en columna Ctt-Sepnadex 

utilizándose como  eluente hidróxido amónico 0,05,-    0,07 y 0,10 N,  sucesivamente. ' 

La gentamicina Ag en bruto fue purificada por precipitación con ¿ter de solución 
metanólica. 

*£2&\W    apararos los principales componentes de esta complicada mezcla 

de la siguiente nuderai    el primer paso consistió en una repetida cromatografía 

en columna de resina Amterlito CC-50 lipomi mediante elución gradiental con 

hidróxido afónico 0,08-0,12 H.    El compuesto II-1  (antibiótico 0-418)  fue aislado 

de las primeras fracciones enriquecidas mediante cronatoírrafía de exclusión de 

iones en columna de resina J*wex 1-X?.    Las acciones activas siguientes se mezclaron 

y be volvieron a separar mediante cromatografía en columna de resina Amberlite 

XS-69.    La elución se realizó utilizando sucesivamente hidróxido amónico 0,08,- 

0,10 y 0,12 N.    Las fracciones finales (0,12 N) le esta cromatografía contenían el 

conpuerto II-4 (gentamicina A) cristalizado a partir de etanol-agua.    Us fracciones 

\ 

A. 



[-i-.   ' ori: on* ut: compuoelo.:  11-2 y ÏI-3  ( .-^-TiLafiti oiii'i X0)    vx  rm :v.. iaron ;/  -A;  cfomuLo- 

;i'at'i aron  nue/uritr ut/    on  columna uc  renna Ar herd ilo  'JC-4OO  tq   -II,   utiiirandooo 

oorm-   cj-ionio Utfua  libre  do  ione'...     ea t--otit,;un.. citte X0   tuo  «. j IJX<J.;-I  primero, y u 

eor.t i t'vaciín et  compuei.tü  II—2.     Lu  puri fieno/ V.  !'ir;ál   .J'.: componen i,c o  üO efectuó* 

uri  o<vLunm;.u-. do  reniña Amber l. i te  C(J—'30   t ipo-I mediante   elución cou rudr^/etc 

cimiti ico 0,1 N. 

Mcr.cla III;     E.1   compiicelo IIÏ.-1   on  bin lo  fn<: aislado de '.Lar piu me rar. frac o ;<¡iio. : 

obtenida:-  por ero-mal o^-afía repetida do  cela mezcla  on  columna;1 do   roc-ilia Ambuj 1. L ' <: 

(XT-7)   upu-II,  u I i. li ¡lando 3 c como  'luenl.e i'idr-o*>: uto  amttuieo 0 ,1 2-0, i •)  f¡, y :;o j;\ir 1 f 1 •-í 

¡nfiíaicl'.:  :'roiri;)1e>,;rafia do  oxrluoión do   i once on  oo.l urnca:; do reou.a  Dowc-:   1-X2. 

!.. :•   fraccionen r:ic/.o1adae y evaporala:.,   libro.- de  oompno-cdo  III— ' ,   fec-on croma to- 

-ru ¡ : alo.:   I'1  nuovo   Ott coLumna  ¡Jo   Cf.'-oopnadox,  y eneida.:   ;::u,c;nv¡/nen1 e  coi;  huiro" x i uo 

om'ti..'.-) 0,10;    0,12, y 0,1,). '¡.     Lai- primera:: fra-e.1'eroe curi quueida:: del 

( oiiípuo.-:! o  I1I-2  (,'curamuia)   r:o  cometí ot\ui a cromai o.^ai'ia do  fXol.;.:i'?i, de ione.; < un 

ob ¡oto  ,1c  obtener  .aranu.ou pura.     La;    fracciono.; finólo::,  cru''   centonían principal — 

¡non.o  cumpliente-  III—j   (,'7» J tvl rain : O.LIKï à  )   ;:e mece larou y   pu.,' 1 fioaror   por cromatografici 

repulí da   en eolumra :io   CM—Gepliadox. 

Mencia IV;     lac  pr nuora:;  fracciono;.; obtenida:,   por  cromato/Tciffct  do exclusion 

ne   i-çte.- do i'y la rmo'ola,   efectuada on columna de ron na  DOKO.   1-X2,  eon ton far oompe— 

nonU.r. apolaroL.  (oompuo:-.to:.¡ IV-'.  y  TV-«')  ,\  oompuor.to::  1V-3  (anií.bi 6*1 Loo JI-2UA) 

,y 1V-1   (antibiotico   ÍI-20B).     Er :1.a.-.  fraoc-io   :;•.  cr  mocci aron y    ;o volvieron a cejvirar 

por   croma! ¡"-¡l'Ìa   on odumnado  rocina Ambi ri i .te   cd-Sü   ;. LJ>o-.l.1.,  ut 1 tirando.;e corno 

''lucirlo  ttolróYido amónico 0,12;    0, el  y 0,16 U,     bar;   fraccione:: 01..    contenían 

uní ib.i'Ucoc «1I-20A y .7I-20L¡  ;.-,e no; clarori,  eopatár: i'.o.'O  la mo:',< (a mediarte TLC y 

olí 1 L;;a;irio  el   rielóme  B co(rn.'  o l nonio.    Lai pro n ei jai .0,   frai1;:Kirie.:: do  la cromato^ru fía 

do  0\o.l.uci6r. de   ione.", do   ia nic:;ola IV,   que  • OH tonfati  ÏV-1   (/orilruiu ."ina B)   y IV-2 

'.,.,''.:t!t uni 1 ..ini B,)   f'iot"'"   ( roma Lo ;r;ifi ad ..ir   ••: 1 uj jnna  do  CM-Eophudo ••,   ¡Hill   andor¡. 

i omo   ol'.íor.t.c huir-e" •.  (]•    amo'ri-o 0,12 y 0,1'; N,  y ;;c   .-..pararon  lar:   >;ontajricii!iu: B y  B   . 

Mo:-,ola V;    Kcla moscia i'nc  eroma Uo;ra fi adu en  1.0 1 .amna de SlJ-Gop}-adc.;.    La 

(.Ju!'t(5f,  injocaiva  con ìmir^/ido  amónico 0,12;    0,1/i;     0,16 y 0,18 i\  dio conipuc:ito:; 

V-3  (,'or.l um> cica A,),  V—1   (r;L;3omioj na) , y V-2,  por  certo ord.on.     Lac:  fraccione: 

q to  ooxit.on'an cada  cvHr.t'Ono'.to   r;o mo.;r laro:; ,y   00  pur ' f ioavon  i^r e ¡•emù io graffa ropo— 

',:ida  on ooiiimna:.; do ror:ina Ambor Li Le  ÜC,-[)Q   t,ipo-II,   :i la I L",;iri<ior>o remo  oluonte 

iiidróxLd.o amónico 0,1'; îî. 

M e an I a VI:    Mediar Lo croma to^-affa rODCtida do   "la mo;:cla VI  (oomplo.jo de f;on1.a- 

rr, u ina  0)   «ri columna de re rana Ambcrla lo 'IG-^0   i t pò—Il ai riamo e .-en l ani teina Cn pura 

ic   la.    primerai; fracciono:;      Lao  fraccione::  nubei.r>nü onice  no mezclaron y cromato— 

:rafj.ai'on on columna do CM-Cophadc.x, ut iL Liando ce corno  o L-..ionie hidrc'xido amír.ico 
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0,15 y 0,18 N.    El  e.oato of i;> M contiene gontamicinao G     y Cg, mientras que 

ni eluato 0,13 îl  contiene i. ' -, li canon te gentamicina C1  pura.    Dospuós de la mezcla 

do gentanucma C   »*C„T  aojurada por cromatogr&ffa on gol. de sílice,  pe eluyó una 

pequeña cantidad do im nuovo componente (compuesto VL-4) •    Es muy similar en todos 

los aspecto« (fórmula moloculer, FW y espectro de mana, y actividad biológioa) 

a la centenacina C  , oxcenoión hecha cío la rotación óptica {£<\J <• 124 )•    Suponemos 

que ecto naterial puede nor idóntioo a la gentamioina C^. 

Molamieirlü de la m^cla VI con finos do producción industrial de sulfato 

de gentamicina C: 

So niozelor.r, lau fraccjonoe de oluato 199-2«) (62 l) y se evaporaron en 

vacío a 8e/0 luciti,, una concentraci on del  30$ (poso seco).    A la temperatura 

eir.bior.íe, DO añadió carbón vegetal a osta oolución concentrada, agitándose la mozcla 

durante 30 minutos y filtrándoeo después.    La torta de carbón ae lavó con agua. 

El pH de ion filtrador agitados y enfriados Be ajustó* u un valor de 4»5 con ácido 

cu Ulrico l3 :i.    La noluclón volvió a decolorarse con carbón, se agiti durante 

30 minutos, R<   i i 11 ró .y so lavó bien con agua.    Loe filtrados aní obtenidos se 

virtieren, r.X tu^po quo so agitaban, en 10 volúmoneo do metanol muy puro.    Después 

de pominocui- n-.-n Jigras a 5°C, se filtró el compiojo de sulfato de gentamicina C 

y tie Ja\ó c,i .-. M.anol.    So^udamonto no uecÓ en vacío a ÎJOuC, hasta conseguir un 

poro oonntanto.    K"1   ri-idmionto do sulfato do gentamicina corresponde a unos 468 g 

do producto ai.Vidro  prácti ctonio puro, con 64O meg/mgt    contenido de ceniíai 

aire!odor   l: C; ,'•     ^.f+--ci'>r: vol^tilost    2,8#}     rotacióni    ( cS ) D   = + 112 

(l,Cj?, en ag.-0 ,    n .uditosi    (^  -- 34-tftf, Cg - 45-49*, Clft - 17-19*.    «• rendi- 

miento total uo    ontamicina C obtenido de]  caldo oe ha calculado en un 70,5*« 

/.cicla V'ït    fíntr. nu zela, bastante complicada, y que contiene por lo menos 

12 onpononhci , fu« -,>-ime.-o cromatografiada en columna de resina Amberlite XB-69 y 

oluir-, r.uci?nv. .-.orto con hidrórido amónico 0,l6j    0,20}   0,30 f   0,40 y 0,60 H.    I*aa 

primeras fracc.wj-.r a contenían compuesto VII-4 (gontamicirav Cg), que fue purificado 

medicato ci i ;   :   i: ne ion a partir de otanol-agua.    Las fraooiones siguientes se 

dividieron c -t.-rso partos.    Cada mezcla secundaria fue oromatografiada en ooluranas 

de CT.- Ccph -uio>;; y los componentes separados se purificaron mediante cromatografía 

de exclusion d- ior.oe on columnar do QAB-Sephadex o Dowox 1x2.    De la primera 

raoacla poeturria (0,20}    0,30 N)   se aislaron compuestos VII-5 y VH-6 

(-cntaT.ir.ira <":...).    La cromatografía de la segunda meada secundaria (0,40 H) 

dio oo.no r'ví.ili'i-.) comr-unclos VlI-2 (gentamicina £,) y VII-3, obteniéndose el 

compuesto Vi.!-, ^'.o la cromatografía de la tercera mezcla secundaria (0,60 N). 
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