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IIntroducción



El Doctorado en Bioquímica y Farmpcia requiere 
re, como coronación del plan de estudios, la presentación de: 
una tesis a través de la cual el alumno pueda reflejéjar en 
un trabajo de investigación, los conocimientos 
el transcurso de su carrera.

Esta labor, modesta, muy modesta en todós sus 
aspectos, encierra los mejores afanes puestos al servició de 
una finalidad útil y práctica* De ella, justo es decirlo, no 
cabla esperar un descubrimiento o un hallazgo sensacional en 
el campo científico; menos aún, no se pretendía agotar un te
ma múltiple en sus posibilidades. Sin renunciamientos se han 
sobrellevado todas las dificultades y al final, como saldo  
favoráble, se ha gustado de la pequeña, pero Reconfortante, IMó* 
tisfacción del deber cumplido. Sí el camino recorrido S1TW
de referencia para otros que andan por la misma senda 
los própósitos y los deseos de quienes confiaron en mÍ*téM#
no han sido defraudados, se habrá recompensado, sobrád&mspt^^
todo el esfuerzo realizado.

la elección del tema y la dirección
sis perteneced al Profesor Dr. Xenón Lugones que supo,¿ó&^^ 
nigu&láble empeño, guiarme en todos los momentos de



Sean estas palabras testimonio de reconocimiento a su vallen* 
sa colaboración, a su saber y a su caballerosidad de hpabye 
de bien* Quiero expresar mi agradecimiento a ios Laborato­
rios O.C.E.F.A., de Buenos Aires, que, gentilmente,'estuvié* 
ron a mi disposición y en los cuales realicó, en grah parte, 
Mis investigaciones con la inestimable guía del Drs^Ogc^r 
Mündel, & cargo de la sección Bacteriología, da quió&racibl 
oportunos consejos y enseñanzas* Allí tablón colaboró, e*

'-i

flcazmente, en las determinaciones químicas, el Dr* Mario M& 
glia, do la Sección Control. En ésta Facultad, la doctora 
Alice Manini facilitó, amablemente, la búsqueda bibliográfi­
ca.

A ellos y a todos los que de una u ntra mane* 
ra han participado de mis inquietudes les hago llegar, nüey^ 
mente, mi agradecimiento sincero por todo chanto haá hecho, 
moral y materialmente, para que se realizaban mis aspir^gic* 
nes. Este trabajo les pertenece tanto como a quiÓn tuvo el 
honor de concretarlo. Tal es el pensamiento y el sentir, 
sin alardes de falsa modestia, de quien siempre pudó éus 
los al servicio del bien común.
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Fonografía sobre el estado actual del tema de Antibióticos con especial desarrollo de las investigaciones sobre  

TIROIRICINA



Los efectos antagónicos de un organismo sobre 
otro fueron ya observados por varios investigedcrea^&n 163 co* 
mienzos da la microbiología y sn tal sentido se tres
ejemplos notables mencionados por Waksnan (1)*

Tyndall, on 1S76, observando bacterias y\hoaáps 
que crecían en cultivos naturales, en medios orgánicos* pudo 
hablar de la lucha por la existencia entro la "Bacteria".y el 
"PoniciÜlum", comprobando que en algunos tubos la "Bacteria" 
producía un pigmento verde que, generalmente, mataba al ?Ppn¡&- 
cillium".

Un ado después, en 1377, Pasteur comprobó que 
al adicionar "ciertos bacterias comunes" a un hedionda o&ítR* 
vo que contenía Bacillus anthracis, se producían modlflcaolo- 
nes en las propiedades patógenas bel germen y hasta sa.lnhi* 
bía su crecimiento. Pensó que esto antagonismo podía ser Útil 
para combatir enfermedades, porp i'uó necesario que transcu­
rrieran muchos ahos para que se cumplieran las presunciones! 
del gran sabio fruneós*

En 1379, De Bary recalcó el significado de las 
interrelaciones antagónicas entre microorganismos, cuando dos 
microorganismos crecen en el mismo substracto, tarde o tempra­



no uno triunfa sobre el otro y lo mata.
Por otro parte, Babee (2) en 188$ estudió esto 

fenómeno y demostró que la acción antibacterial era debida* 
la formación de sustancias de composición química definida. 
Dos años más tarde, en 1887, Garré (3) introdujo üétodo da 
las diluciones seriadas para ponor en evidencia la acción 
tagónica de un organismo sobre otro.

La primera aplicación práctica dql antagonismo 
bacteriano fué la utilización, en los tanques sépticos, ^de 
gérmenes saprófitos de la putrefacción par^ destruir los góf* 
menas patógenos provenientes de las aguas cloacales, trata* 
miento que recibe el nombre de "depuración, biológica".

Cuando Koch, en 1881, introdujo en la práctica 
microbiológica los medios de cultivo sólidos facilitó a los 
microbiólogos el aislamiento, el estudio morfológico, compor* 
tamiento, etc. de diferentes gérmenes pertenecientes a lafl& 
ra bacteriana del suelo. Gran número de trabajos fuog^^3ai& 
zades llegando a la conclusión de que, en general, no ódbe 
considerarse si suelo c&mo roservorio de gérmenes patógenos 
pues en su mayor parte, los microorganismos que caen e J&.sjan 
destruidos a corto plazo por la flora existente en eljeipRO 
Dichos gérmen^ mueren, o pierden su virulencia, ya Sea por 
que las condiciones del medio no les son favorables O por ó* 
xlstir una flora antagónica, pudiondo citarse, como ejemplo,



al agente productor de la lepra, los beciloo tifíeos, áÍW¡HS^ 
rico o coli, aborto epdseótfec do los, bovinas, virus 
nos, etc. Es nooesorio cKdtüir, sin amargo, loa t^cilaa '0*1^' 

rulados c<xüo el B. tetánico, c^ngrwna gnseoe^, cnrbób y 01^*. 
botulinicus que conservan sus propiedades patógonwtRPMt eos*'.' 
condiciones*

considerar, también, coNO-tM^Remplc 
de antagonismo bacteriano el bacteriófago (4) áeóou^&e^to poy 
^tárolle quién lo consideró un organismo vivo súbmlcroso&pi** 

o semejante a los virus. íán c.-mblo, Boróet consideraba *' es­
te agento ctáao una nsiim. SI bacteriófago (6) ejercería mi; 
acción antagónica introduciándope on el rretoplaHiaa de-otro- 
germen y lo destruiría per acción lítiea.

< Metchnikoff suponía que el organismo envejecía
etpso consecuencia de le producción de sustancias tósie&a ori* 
Binadas por la floro normal del'intestino* Basado en bs&as 8R 
posiciones so ocupó del estudio de los fermentos líetiába^e 
introdujo, on terapéutica, al laotobacillMB bulgarlcüaé 9&1&* 
cado en leci^ca faodiflcndao actunb-- no sólo por medio';., d*l 4'éídqi 
láctico que procbmís sino, también, p?r la foTWscidn-d^^ua* 
táñeles especiales. A.ñoa más tarde fuá reemplozadO'diúbá^ger* 
aon por el Baclilus aeldophllus (fermento láctico) bajo forma 
de loc^e cuajada, o en cultavo-o, paya que se implantara ol 'c& 
eroorganispo en el intestino y loa ácidos producidos poros*



tos fermentos, originaran un medio desfavorable para el 
rrollo y supervivencia de las salmonellas y de los bacilos dj^ 
sent&ricos.



2. íwiigng trnwM

Desde que el término (6) "bios" significa vida 
o materia viva, "antibiótico" es negación o destrucción dé 
vida o materia viva.

Waksman (?) (8) y otros sugirioran¿^&ajp&6%, 
término "antibiótico" y "efecto antibiótico" C(SMh^Íón.otN*.
agentes antibacterianos de origen microbiano* 
eos son definidos (9) en la siguiente forma* 
timicrobianas producidas por microorganismos, a menud^elswdv 
tido de este término ha sido ampliado para incluir* sustancias 
análogas producidas por seres superiores ve ótales o animales.

T
KO&mer (6) dice: "Agentes antimicrobianos pro­

ducidos por células viv?s", ahora el término antibiótico se g 
8a en un sentido mucho más estricto: "son agentes antimicro bi& 
nos producidos por bacterias, levaduras, hongos y otros vegeta 
les vivos".

Fhilo (10) los define así: "Entendemos -oonbí 
tancia antibiótlca toda sustancia orgánica producida 
organismos no patógenos, que ejerce su acción impidiendoeí 
crecimiento o la actividad de un segundo microorganismb^buahdó 
se hallo presente en un medio apropiado para oloracimienta O 
para la actividad normal de ese segundo microorganismo".



3. MAR

No obstante haberse aislado una
de antibióticos sólo poces se usan como agentes terapéutico^^ 
como ejemplos Merecen citarse la penicilina* estreptomibl^a* 
tirotrieina* neomlcinn, nloromicetina y aure3M&áí$&*

Sin considerar su importancia p^íd%&&g^3Íno* 
más bien* siguiendo un orden cronológico* se expon¡8i&i &OB 
descubrimientos más importantes*

Bouehard (11) en 1839 observó que la Pseudá&&* 
ñas nyocyonea ora antagónica de otras especies bacterianas* 

primera aplicación terapéutica fuá hecha por Eiwerichy 
Lów (18) en 1899, utilizando cultivos da Pseudomohas pyoaya­
nca, que contenían oioclanasa que* suponían de naturaleza en- 
zlmática y podía curar el antrax experimental*

En 1913, AlslXií'R y Black (13).desu^%M0!n jo­
tra sustancia antibiótico que denominaron áctáo neniOÍlido y 
era producida por el Penicillium puberulum y Penioíllitim^ cy- 
clopium (14)* Dicho antibiótico tenía acción liMlt^daáR&Rtra 
gérmenes gram positivos y negativos siendo, también, activo 
contra levaduras*



Wrede, F. y Strack, E. (15) en 1924, wxM&sg 
jeron piocianina, al eetcdo cristalino, de cultivos de Pseu^ 
monas pyocyanea. Fuá activa contra ciertos gérmenes Gran (ly 
(-).

Gratis y Dath (16), on 1984, describieron 
tinomicetiná'producida por cepas de Actinomyoes, Los or&agigá 
mos productores de actinomicetina han recibido muchaá^eno&i* 
naciones, la adoptada recientemente es la de Streptony&psál- 
bus G en honor a Gratis (17), Este antibiótico es eficaz cdn* 
tra ciertos microorganismos Gram positivos y negativos*

Fleming (IR), en 1929, descubrió en forme ca­
sual la penicilina importantísimo agente quimioterapóutico 
producida por una cepa de hongos, Penicillium^ identificada 
más tarde como Penicillium notatum. Este antibiótico actúa 
sobre gérmenes Gram positivos y algunos Gram negativos*

Hetherington y Raistrick (19), en 1931^ jala­
ron del Penicillium citrinum, la citrinina, eficaz t&c-
terias Gram positivas.

Weindling y Emerson (20), en 1936, aislaroif del 
Trichoderma lignorum, la gliotoxina, en forma crist&llh&^xgUO 
ejercía su acción sobre gérmenes Gram positivos y negativos. 
También actuaba sobre algunos hongos.

*. Anslow y Raistrick (21), en 1938, describieron
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la fumigatina un producto metdbólico elaborado por el Aspergí 
llua fumigatus, sustancia que actuaba sobre ciertos gérmenes 
patógenos de especies Gram positivas.

Dubos (88), en 1339, después de pacién&ee in* 
instigaciones, describió un nuevo antibiótico efíca%¡ con¡Are 
gérmenes Gram positivos, agento denominado tiro%%iei$a^yj31$* 
horado por el Bacilo bravia.

Waksman y Woodruff (23), en 1940, aislarpn^Óel 
suelo una especie de Actinomyoes que pertenecía al tipo do 
Actinomycetes cromógenas. Poseía gren poder bacterloWt&tico 
y bactericida y fué denominado Actinomyoes antibloticus. Del 
cultivo de este hongo aislaron, una sustancia activa ,qUe, lug 
go al estado cristalino, fraccionaron en dos y las denominaron 
Actinomicina A y B. Ambas eran antagónicas de gérmenes Gram 
positivos y negativos, siendo también fungistÓticas.

los mismos investigadores, Waksmah'y WócdrMff 
(24), en 1942, aislaron del Actinomyces lavendulae, l$sp^^y&g 
tothricina que es activa contra gérmenes Gram positivas 
ÚVM.

Tallin en 1S43 se cielo- i, 

te eficaz contra gérmenes Gram positivos, Gram negativos y
-'i;

^gunOa- hongos* la claviformina deriva del Penioíílium dígvl* 
'i,

^crme y fui d%sorigta por Chain, Florey y Jennings (25)+
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Al año siguiente, en 1943, de cultivos de una 
ceta do Aspergillus flavus, White y 11111 (36), aislaron una 
sustancia cristalina, el deido asyergíllico, activó contra 
ciertos bacterias Gram positivas y negativas. Busiíy Goth (27), 
en el mismo año y del mismo hongo, obtuvieron una sustancia 
que denominaron flavicina, la cual ejercía una acción máa 
cada que la penicilina sobro determinados organismos Oyán^bb* 
altivos*

Chain, Floroy, Jennings y Willlams (28), aisl^ 
ron del Aspergillus fumigatus el ácido helvólico, bajo forma 
cristalina, eficaz contra gérmenes Gram positivos. PhilpÓ& 
(29), también en 1943, señaló la presencia del ácido gigánti- 
co antibiótico semejante a la penicilina, y producido por el 
Aspergillus giganteus.

Trascendental fué el descubrimiento de la es­
treptomicina hecho por Waksman y Schatz (30) (31), en 1944 
tenida de dos cepas de Streptomyces griseus. La estreptomici­
na posee actividad "ín vitro" contra gérmenes Gram positívoí y 
negativos* Ejerce sobre el Hycob&cterium tuberculosis,$e&^éClal 
mente de la cepa humana una potente acción bactericida* 
reostática. También es activa contra Ps*aeruginosa, Serrqtls 
márcesenos y Bacilo mycoides no ejerciendo en cambio acc^d^ 
contra hongos* Desde el punto de vista toxicológico diremos 
que la toxicidad de este antibiótico es extremadamente débil*
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La estreptomicina, industrialmente (32) y (33) se obtiene en 
cultivos aereados-apitodos y cristaliza como sal doble de es' 
treptomicina.

Mao Kee, Rake y Houck (34), en 1944, 'aislare n 
del Asyergillus flavus una sustancia con propiedades biológi^ 
Cas semejantes a la penicilina y que denominaron flavicldinn,< 

Esta poseía gran actividad contra organismos GrBmposlWlvcsv 
relativa eficacia contra bacilos Gram negativos.

Jansen y Hirsohmann (36), aislaron la subtilina, 
una sustancia antibacterial producida ?or el bacilo suhtílis^ 
activa contra bacterias Gram positivas y ciertós bongos petó* 
genos.

' Cause y Braahnikova (36), en 1944, aislaron de 
un gármen del suelo, aerobio y esporulado un nuevo agente bac­
tericida, al estado cristalino, y lo denominaron Gramipidina\&¿ 
Más tarde Sharkova y Brazhnikóva (37) identificaren aí/germen 
productor del antibiótico como perteneciente a una^tMbatwpgdl* 
del bacilo brevis y que denominaron variedad Cause-BrcshníkOVa* 
La gramicidina 8 ejerce su acción bactericida sobro
Gram positivas y algunas Gran negativas con la partieularid^ 
de conservar esta propiedad aún en presencia de caldo nutylgí^* 
suero y sangre huraña. Es eficaz sobre el bacilo disentár^bo 
pero, en general, no posee acción contra los bacilos deí grú- 



po tífico y para tífico.
De diferentes ceras pertenecientes al grupo B. 

aubtilis en cultivos superficiales, además de la subtillna ha 
sido aislada la bacitracina por Johnson, Anker y Meleney (38) 
Esta ejerce su actividad contra microorganismos Gram positivo* 
y algunos Gram negativos tales como el neumococo y d meninao- 
coco*

Cárter, Gottlieb y Anderson (39), aisiayon un 
nuevo antibiótico, Chloromicátina, de un Streytomyce estrecha­
mente relacionado con el Streptomyces lavendulae, productor dé 
la streptDtricina. La chloromícetina (40) es elaborada por el 
Streptomyces sp. en cultivos aereados sumergidos y se obtiene 
bajo forma cristalina. Ejerce su acción contra bacterias 
Gram negativas y positivas y marcada actividad contra Riclcett- 
sis prowazeki y algunos virus. Posee además poca toxicidad 
para el animal. Varios investigadores (41) realizaron estudios 
para comprobar la estructura química de la chloromícetina y, 
conseguido esto, sintetizaron un producto que denominaron CHb* 
r&mphenicol y que poseía todas las propiedades del antibiótico 
natural. Este ha sido el primer antibiótico importante obte­
nido por síntesis.

Del Streptomyces aureofaciens varios investiga­
dores (42) aislaron la aureomicina en forma cristalina* Bacte­
riológicamente actúa con mayor intensidad contra loa gérmenes Gram



positivos que sobre los Gram negativos. Actuó temblón contra 
Rickettsia y algunos virus* La auroomiciiia parece ser neis bien 
bacteriostótica que bactericida (43).

Waksman y Curtís en 1915, aislaren del*süel&'RR 
germen que designaron como Actinomyces fradii, ahora nladfic^ 
do en el manual Dorgey como Streptomyces fradiae. E$^e germen 
produjo neomicina, un antibiótico descubierto en 1949^pbr Walcg, 
man y cechevalier (44) que es activo contra gran número de bág, 
terias.Gram positivas y negativas, poro cuya acciÓn.a&s^R&tá* 
ble se manifiesta contra varias formas de Mycobaaterium tuber­
culosis y otras Mycobacterias. No posee acción contrá hongos^

Waksman y otros colaboradores (44%) aislaron dOl 
Streptomyces lavendulae nP 3516, extraído del suelo, una sus* 
tanda semejante a la estreptotricina en cuanto a sus propie­
dades antibacteriales y químicas, pero monos tóxica, de­
signaron Streptotricina VI* Esta sustancia ejerce MAe podR&a* 
aa acción üuberculicida y tuberculost-Ática contra cepas de^ My* 
cobacterium tuberculosis. También actúa contra dbrtoa í&ó&g&B 
en forma intonsa*

Entre los antibióticos podemos incluir BUstán* 
cias antibacteriales producidas por animales y V9ge%&&e#^#%&&* 
riores* A los del primer grupo pertenece la lysosyme, un príá^



pío euzlmático descubierto por Fleming (46) en In 

tevo y que taiabián fuá aislado de diversos humares 

¡liva, etc. y de varios tejidos animales y vegetní^*^;^WHSW' 
telón bactericida sobre ciertos microorganismos*

De vegetales superiores, del
gallito y Bailey (47) aislaron la allicina, un OdUité^W^ 
¡ado que ejerce acción contra bacterias Gram positivas y ne<* 

¡tivas.



1. mHSÜBA mopmxauia DE AHHBIQtlQCa. ciASiyicÁc^^'M*^- 

Eí JMM.

Loa agentes antibióticos de origeb isicrobiahb 
pueden derivar de tres fuentes generales* Bacterias* hongos y 
actinomycetes (48).

1) Bacilas.

Las bacterias pueden ser* esporuladM*y no OspR 
ruladas. El grupo más importante es el formado por el aimplio 
género Bacillus, especulado, aerobio, del cual Jt^an sido ex* 
traídas, entre otras, las siguientes sustancias*

/Gramicídlna 
Tirotricina<f

TCirocidina
Qramicidina 8 Bacillina
Subtilina Eumicina
Endosubtilina licheniformina
Baoitracina Collstatina

Solamente la tirotricina y sus dos oonpohehtbs 
han sidó estudiados extensivamente y son utilizadas on BHB&a&Á, 
cienes farmacéuticas. Los otros son de origen y&éien^a^y^los 
Conocimientos que se poseen sobre su composición qUÍmica y .a$* 
tividad antibaoteriana son muy incompletos.



suma mu

ABRERER AUTIBIOTicm pa ORIGEN BACTERIANA

var.Cause- 
Brazhnikosa

Nombre Origen Autor y año Organismo sensible

Piooianasa Pseudomonas Emmerich y LBw ^ram (+} y (-)
pyocyanea 1899

Piocianina " Wrede y Strack Principalmente
1934 Gram (+)

Tirotrioina Bacilo Brevis Dubos, 1939 Gram (+)

Gramicidina " " Hotehkiss y Dübos Gram (+)
1940

Tirocidina " " Hotehkiss y Dubos Oram (+) y algu^
1940 nos Gram (-9

Gramicidina S " " Cause y Brazhniko Gram (+) y (-)
va 1944



2) Roñaos.
Este grupo incluye agentes antimicrobianos ob­

tenidos de hongos* Pertenecen al mismo dos de las fuente* mía 
importantes de agentes antibióticos de gran aplicación en el 
campo módico, las especies de Penicillia y AspergiUi.

SRAERR M

Nombre erigen Autor y año Organismo sensiblp
Ao.penicílico P.puberulum Alsbe^^^g Black Gram (4) y (-)
Penicilina P. notatum Fleming, 1929 Gram (+) y (-)
Citrinina P.citrlnum Hetherington y Gram (+)

Raistrick, 1931
Gllotoxina Trichoderma Weindlig y Emer- Gram C+) y (-)

lignobum son, 1936
Fumigatlná A.fumigatus Anslów y Rala* Gram (+)

trlck, 1938
Claviformlna P.claviforme Chala* Florey y Gram (+) y (-) 

Jennings, 1942
Ac.aspergíllico A.flavus Whíte y Mili Gram (+1 y (-)

1943
Flavicina A.flavus Bush y Goth Gram (+)

1943
Ac+helvóllco A.fumigatus Chaln, Florey. Gram (+)

Jennings y Wllli&ms 
1943

Ac.gigántico A.giganteas Phllpot, 1943 Gram (+)
Flavlcldlna A.flavus Me Kee, Rake y Grbm (^)

Houck, 1944



a)

A este grupo pertenecen agentes que son produ­

cidos por organismos del orden Actinomycótales (49) que ha *1* 

do dividido en tres familias! Mycobacterlaceae, Actinomyoet&* 
ceae y Streptomycetaceae, comprendiendo los gáneros Mycqbao^A 
rium* Actinomyces, Nocardia, Streptomyces y Micromonosporun.

Uno de los antibióticos más importantes correg, 
pondiente a los Actinomycetes es la estreptomicina.

Nombre Origen
Actinomicetina "Streptotrix"
Actinomicina A Actinomyoes 
Aotinomiclna & 
Streptotricina

antibiotious 
Actinomyces 
antibioticus 
Ac.lavendulae

Streptomicina 8t,griseus
Chloromicetina

Autor y año Organismo sensible
Gratia y Dath Gram (+) y ( -) 

1934
Waksman y Woodruff 

1940
Waksman y Woodruff 

1940
Waksman y Woodruff 

1942 
Waksman* Schatz y 
Bugie, 1944

Gram
Gram
Gram

(+)y (*) 

(+) y (*) 

(+) y (-) 

(+) y (*)

Aureomicina

Neomicina

Gram (+) y (*) 
Hycóbacteriaát 

Streptomyces.sp.Carter^ Gottlieb y Algunos Gran_ 
Anderson, 1948/ (+) y
\ kettsias y Al­

gunos virus 
St.aureofaciens Rryer.Schoenbach, Algunos 

Chandier, Bliss y t(t) y 
Long* 1948

guno* virus. 
Waksman y Dbchev^ Gram (+) y (*) 

Üer, 1949. ^ycóbaoterlUm
8tr.fradiae



RcAsm Autor 
x aRo_

.Pr^anAsm. 
amalüA

********** PseudoMonas 
pyocyanea

Bouohard 
1339

Gram (^y.^

Piocianasa Pseudomonan 
pyoeyanea

Rmnerioh y L6w
1399

Gram (+) y (*í

Acido pcni- 
cillco

Penicillium 
puberulum

Alsborg y Black 
1913

Gram (+) y (*)

Piocianina Pseudomonas 
pyoeyanea

HTede y Straek
1936

Gr:sm y

Actinomice- 
tina

Streptomyces 
albus G

Gratia y Dath 
1931

Gram (^) y (<*)

Penicilina Penicillium 
notatum

Fieming 
1929

Gram (+) y (**)

Citrínina Penicillium 
eitrinum

Hetherington y
Ralstrick 1931

Gram (+)

Glio toxina Trlchoderma 
lignorum

Weindling y Emerson Gram (+) y (-) 
1936

Famlgatina Aspergillus 
fumigatus

Anslow y Raistrick Grah (+)
1938

Tirotricina Bacilo bravie Dubos
1939

Gramí (+) y álgg* 
nob (-)

Gramicidina Bacilo brevis Dubas y Cattáneo Gram¡(+) 
1940

Tirocidina Bacilo brevls Dubos y Cattaneo Gram (^)Ty9^&u<-
1940 QtMr''.b4

ActinoMioi- 
na A y B

Act#nomyoes 
antibiotlous

Waksman y Moodruff Gram y
1940 hp&g#p



Nombra Orlaen Autor 
x

R^ianism 
aoMible

Rstrepto— 
tricina

Actinomyces 
lavendulae

Waksman y IVoodruff 
B342

Gram (+) y

Clavjforml- 
na

Penicillium 
el avif orine

Chain, Florey y Jen-
níngs 1349

Gram (+), (-) y
algunos hbngas

Acido Asneg
gillieo

As:)ei*áillus 
flavus

hüiitc y Hill
19^^

Gran (+) y (-)

Flavlcina Asnergilltis 
flavas

Bush y Goth
1943

Gram (+)

Acido hel- 
vAlico

Aspergilltis 
fumigabas

Chain, Florey, Jen- 
iiings y Williams 

1943
Gram (+)

Acido 
gigántico

Aspergillus 
giganteus

Philnot
1943

Gram Ct)

Estrepto­
micina

Actinomyoes 
griseus

WaÁs^an y Rchatz
1944

Gi¡K (+), (-)
Nyeobacterls

Flavicidi- 
na

Asnergillus 
flavas

Meo Koc-, Rake y Houcb Gram (+) y (-^ 
1944

Subtilina B.subtilis Janeen y Hirschmann Gram 4+) y al­
gunos hongos

Gramlcidina 
a

B.brevis var. Gause y 3r^xhnikova Gram (+) y (-) 
Gouse-Brazhnl- 1944

ItOVc.
Baeitracina B.subtilla Johnson, Anker y Me- 

leney 1944
G^om ^)¡ y

Cloromice- 
tina

StrotomyeeB 
sp.

Cárter* Gottlieb y
Anderson 1948

Gram (+), (-) y
Riekettsia

Anreomicina Stroptomyces Bryer, Sehoenbach, 
aureofacíens Chandíer* Bliss y 

Long 1948
Gram (+), (-) ¡y
Riekettsia

Noomicina Streptomycos Waksman y Techeva- 
fradiae liar 1949

Gram (+), (-) ?
I^ycobaotorium



pbmbre primen Autor 
X aRo

Mtreptotri- Streptonyees Waksman, Swart y Oran
oina VI lavendulae Hutchison hongos y MtyéóMR*

NO 3516 1949 terium
lyeoKyme Clara de Flemlng Saprofitos

huevo 1922
411ioina Alllum Cnvalllto y Bailey Gram (+) y(*)

t;-?' satlvma 1944
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.) ggWVWA QUIMICA ES J¡g3. ANTIBIOTICOS

La composición química de los antibiótico# es 
muy variada no solo para antibióticos diferentes sino también 
para las diversas formas de un mismo antibiótico, según: que 

ellos sean producidos por cepas distintas de un mismo organis­
mo o en condiciones diferentes de cultivo* Desde este puntó 
de vista Waksman (50) clasifica los antibióticos en siete gru* 
pos:

1) Cuerpos lipoideos: piociahasa y clavaaina*
2) Pigmentos* piocianina, prodigiosina, crisogenina, ció*

rafina, toxoflavina y actinomioina. \
3) Polipeptidos: gramicidina, tirocidina, lisozima y act& 

nomicetina*
4) Compuestos conteniendo azufre: gliotoxina*
5) Compuestos de tipo quinona: citrinina, ácido penidíl^ 

co, fumigatina y posiblemente penicilina.
6) Bases orgánicas: estreptotricina.
7) Otros agentes: fumigaclna, etc*

La estructura química de numerosos antibióticos 
ha sido demostrada y varios han llegado a sintetizarse. Cita- 
yernos los siguientes:

La naturaleza química fundamental fuá estable 
Sida por Wrede y Stradk (51) y más tarde la' obtienejipor sínt&



sis KMhn y Valko (52) establecen que la í^rmula molecular 
(*13 **10 NgO es la más correcta y se representa par le *&* 
guiante fórmula desarrollada*

o isómeros

BirKinshaw, Oxford y Raistrick (53) detenga 
naron la estructura química del ácido penicflico y la sinte­
tizó (64) (55) Raphael.

C— CO CH-CBQH^^ HQ lectone

4.M. X <m .qulllbrlo tatúe
mdrico con la lactona.

RaaiaUAnaa
Ies diferentes penicilinas (56) tienen la misma 

estructura general y varían soleen lá naturaleza de la cada, 
na lateral &. Referente a la nomenclatura existen diferencias 
entre los autores norteamericanos o ingleses.
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Raistrick (19) y otros investigadores estable* 
con que la fórmula de la citrinina es*

íüAaiaglna
Johnson, Bruce y Dutcher comprobaron (6?) que 

la fórmula molecular de la gllotoxina es CiaHiiNgOipa y ade- 
más, poco tiempo despuds* los mismos autores (58), presenta­
ron con cierta reserva, particularmente con referencia a la 
disposición de los átomos de oxígeno* la fórmula siguiente*



KWHatflRs *
Raistrick y Baker (59) demostraron que 1* ea- 

tructura de la fumigatina es similar & la 3—hidroxi—4—metoxl 
B^Stoluquinona y de fórmula empírica CgHgQd y 1* sinterlábron*

OAtnllna o nlnviforminat

La estructura de la patullna fuó demostrada per 
Birkinshaw, Michael, Braeken y Raistrick (60).

0711594
o par alguna fq& 
ma tautómena.



En 1967, Dutcher (61) llagó a la conclusión QtW 
la fórmula del ácido aspergíl&ao as*

StraStomiclnA*
Xanhl (63) y otros Investigadores sugieren p&

ra la estreptomicina la siguiente fórmula desarrollada y brg
ta*

CaiHaeNyOia



Alliclna*
Cavallito, Buck y Suter (63) dicen que la es­

tructura química de la alllclna puede ser una de las cinco 
guiantes

representa el grt^)O alilo*
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b) antlülátl&a* Clasificación se%úa
MaSEUSElA*

los antibióticos ejercen la acción antimlcro- 
blana principalmente por inhibir el crecimiento del germen que 
le es antagónico facción bacterlostática). Así, Roblnson y 
Graessle (64), realizaron ensayos con la gramicidina y la t& 
rocidina frente al Str+haemolytlcus, en caldo, variando las 
proporciones del antibiótico*

la gramicidina en dosis tan pe que tías como 
l^g/ml alargaba el período de desarrollo del cultivo a diez 
horas, 16^g/ml no producían efectos bactericidas en veinte 
y cuatro horas los que se obtenían roción con dosis de 64^fg/ 
mi* A los antibióticos que actúan de esta manera se dice que 
son bacteriostáticos*

la acción de los antibióticos puede ser más Í& 
tensa y producir efectos bactericidas y bacteriolíticos evi­
dentes* la tirocidina con pequeñas variaciones de su concene 
traclón actúa sobre el mismo germen como bacteriostático o c& 
mo bactericida* Bn concentración da 1 ^sg/ml aumenta la fase 
lenta de crecimiento de Streptococus hemolitycus y en dosis 
de 2 ^g/ml ejerce una potente acción bactericida*

El mayor o menor grado de intensidad de la ao*
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ción depende del número y naturaleza de la bacteria sensible, 
del estado de su desarrollo, de la edad del oultivo, de la co^ 
posición del medio de cultivo o del substracto, del pH, da la 
concentración del antibiótico, etc.

Así Strauss (65) demostró que la cantidad dé 
estreptomicina requerida para matar una suspensión de Bact. 
coli de tres horas era veinte y cinco veces mayor que la re­
querida para matar un número similar de organismos en caldo 
de corazón*

Es importante el hecho que informan Curran y 
Evans (66) ga que ciertos antibióticos cuando se usan en cog 
centraciones menores de las que actúan como bacteriostóticos, 
ejercen acción estimulante* La penicilina y la estreptomic& 
na en pequeñas concentraciones, estimulan el crecimiento en 

leche estÓril del Staph, aureus, Str* agalactias y muchos or­
ganismos esporuladoa*

Basándose en estas consideraciones han sido di* 
bididos (50) por la intensidad de la acción en**

1) Principalmente bacteriostúticosf actinomioina*

3) Bactericidas pero no bacteriÓlíticos* penicilina, piociana-.
sa, piócianina, gllo- 
toxina* fumigacina y 
clavaoina*

3) Bacteriolíticos* gramicidina, actinomicetina y lisozima*
Si se los considera teniendo en cuenta la cía­



se de microorganismos, veremos que algunos antibióticos actúan 
indistintamente sobre bacterias Gram positivas o Gram negati* 
vas, ejemplo la estreptomicina, la estreptomicina y cloromi- 
cetina actúan sobre ciertas bacterias Gram (+) y (-), otros 
antibióticos, como la gramieidina actúa sobre algunas bacte­
rias Gram (+), la tirocidina y gramioidina & sobre determina* 
das bacterias Gram (+) y algunos microorganismos Gram (-), o- 
tros por el contrario actúan selectivamente sobre determina* 
dos górmenos pertenecientes a uno de los grupos o a ambos*

Algunos antibióticos son eficaces contra baci­
los acido-alcohol resistentes, pero otros no, ejemplo* estrep­
tomicina, estreptotricina, subtillna, allieina. Algunos afee* 
tan en igual forma los górmenos aerobios o anaerobios, mientras 
que otros actúan mejor sobre los primeros que sobre los segun­
dos o reciprocamente* La penicilina os muy activa sobre los 
górmenos Gram positivos, aerobios y anaerobios* Otros anti­
bióticos son fungistáticos y aún fungicidas* Así la gliotoxi- 
na, la subtilina, la oumicina, actinomicina, estreptotricina, 
ácido asperglllico y axpansina ejercen acción contra algunos4
hongos* La viridina ejerce gran actividad fungistática sobre 
ciertos hongos*

Además algunos antibióticos, como la cloromice- 



tina y aureomlcina actúan contra ciertos virus y rickettsias. 
Otros como la eatreptotricina actúan contra levaduras.

Estas diferencias de acción pueden ser no so* 
lo cualitativas sino también cuantitativas,(9), pudiéndose 
hablar de un "efecto bacteriostátlco" o "espectro antibióti­
co" queriendo significar así la extensión de la acción anti­
microbiana o antibacteriana selectiva de una sustancia deter­
minada cuando se pone en presencia de una serie de bacteria# 
u otros microorganismos típicos.

Para que la aplicación de un antibiótico se ma 
paralice en el campo módico es necesario que el mismo ejerza 
una acción selectiva, es decir, que mate la célula bacteriana 
pero que no dañe la célula animal. Así la pan cilina y es­
treptomicina, ambas altamente tóxicas para determinadas baota 
rias poseen poca toxicidad para la célula animal.

la tirocidina pertenece al tino de antibiótico 
qte se designa como "Veneno protoplasmático" y actúa tanto s& 
bre la célula bacteriana como sobre la animal. La acción 
tóxica sobre la célula animal ea, además, selectiva así, la 
gramicidina hemolisa los glóbulos rojos, mientras que sobre 
otras células no ejerce ayeres efectos perjudiciales. Se de­
duce ade&ás que esta acción distintiva es también evidente 
sobre los diferentes microorganismos.
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De de el punto de vista de mi toxicidad (5G)
sobre el huésped los antlb&o-tlcos pueden sep!
1) Ko tóxicos o noseye?x!o -r^oque^a lóad: Ptm&cil&na* &ítr&* 

nina* pioaiRaasa* 
ploeianiaa* estMsa 
taE&Gihgy<aetiB&* 
Nicotina*

3) Dóbüaoate tóxicos* graHicidina* tlroaldina* o^troptet^tHb* 
¿m* gl&otog-ina**

3) áltwK^to tóxicas* RctimKdclns*



-35-

5. máSSim*

Sin tener un mecanismo de acción determinado* 
los antibióticos arece que actúan afectando diferentes meq& 
nismos básicos de la biolo gía bacteriana* (9).
1) 51 antibiótico forma narte de un sistema enzimático y p5& 

duce en el medio sustancias como las peroxidasas que oxi­
dan a otras que en el proceso de la nutrición celular ha­
bían sido reducidas.

2) Por combinación con algunas sustancias integrantes del qg 
dio de cultivo donde se desarrolla el germen y que en es­
ta forma impide que sea aprovechado por el microorganismo*

3) Por interferir ciertos mecanismos enzimático s esenciales 
oara que el germen lleve a cabo un proceso netabólico im­
portante cono el proceso rosniratorio. con las hidrogena­
ses o con la asimilación de los fosfatos que acompañan la 
oxidación de la glucosa* ejemplo: gramieidina*

4) Por alterar la tensión superficial de la bacteria. Algunos 
antibióticos actúen como depresores de la tensión superfi­
cial, ejemplo: la tirocidina*

5) La interf renda que ejercen los antibióticos en el proqg 
so de la división celular impidiendo la utilización de los 
grupos SH— indispensables para que se realice este proce­
so. Cuando un microorganismo crece en un medio inadecuada 
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puede adquirir formas diversas, aumentar de tamaño, no poder 
dividirse y finalmente morir. El 1900, Emmerioh y Salda (67) 
adicionaron Ps.pyoeyanea a un cultivo do B.anthracis y des­
pués de unos días observaron que el B.anthracis tenía la for­
ma de un Bacilo hinchado y arrollado, pero al efectuar repi­
ques en medio nutricio fresco el germen adquirió su morfolo­
gía característica*

Gardner (68) comprobó que colocando penicilina 
en pequeñas concentraciones en contacto con cepas de B.añtrax% 
S.typhi y B.gubtilis en agar, a la temperatura de 37 "C a las 
pocas horas los górmenos mostraron cambios pregerminativos, a- 
largándose un poco e hinchándose. Estas pequeñas células ovoi-1 * 
deas entonces pierden más y más sus características morfoló­
gicas y en lugar de crecer como bastones, como ocurre en au­
sencia de dicho antibiótico, se vuelven anchas y esféricas se- 
mejándo; cocos y hasta algunas explotaron y so desintegraron, 
dejando leves trazas; como consecuencia de la acción litios, 
quedó una pequeña mesa de gránulos.
6) ios antibióticos pueden afectar la utilización de las vita­
minas por la célula, corrientemente a esto mecanismo de neutra­
lización de una vitamina por un antibiótico se lo designa bajo 
el nombre de "antagonismo".



6. MMFÍACJ.OH Mi LAS JlAClíJUAS ñ LOS

Algunos MlcroorganispiOR que al ser tratadoa^^&g 
antibióticos detienen su desarrollo pueden adquirir clert3=lá&al& 
totola y hasta crecer en presencia del agente bactericida, ¿a 
penicilina, el ácido helvólico, 1' piocianlnc y otros sntibiótí^ 
eos, rueden originar adrianes resistentes (69).

Klein y colaboradores (70) relatan que cultiypq 
de S. aureus en presencia de penicilina, detienen su desarr&Llo 
y mueren la mayoría de los gérmenes, pero los sobrevivientes 
se multiplican con grao rapidez y los subcultivos de los mismo# 
muestran ser muy resistentes al antibiótico,

El S. aureus (71) en presencia de ácJdo mico* 
fenólico se adapta a crecer más y más rápidamente en presehe^# 
del antibiótico. Los organismos adaptados se multiplican ráp$3r 
damente después de hacer subenltivos* Este adaptación fué fóci^ 
mente reversible.

t La resistencia adquirida por un microorganismo
<s, en general, específica para dicho antibiótico y por el con* 
trario el germen puede haberos bocho más sensible para otro 
tibiÓtico (72). En el caso del S, aureus ene ^dqui^re res&dtá&g&t 
ñora la penicilina aumenta su sensibilidad para Ir gliotaxin#*

Los toctos de acción de los antibióticos sor
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bien diferentes, ya que un germen puede hacerse resistente pSg& 
uno de ellos o nata varios y ser sensible a la noción de otra 
antibiótico o ríe otros.



7.

Generalmente los antibióticos reciben un non* 
bre derivado del organismo productor, pero como algunos antit&& 
ticos han sido aislados, por diferentes investigadores* de 
cíes distintas da microorganismos no existiendo una regla oi^ 
cial para nombrarlos un mismo antibiótico ha recibido varias 
nominaciones lo que da lugar a confesiones. Así de varias pe­
pas do Aspergillus clavatus Waksman (73) y colaboradores (1943) 
aislaron un antibiótico que denominaron davacina, en el mismo 
año, Bergel y otros (74) aislaron, en forma cristalina * del 41 
pergillus clavetas un antibiótico que denominaron clavatina* 
En 1&43* Chain,Florey y Jennings (35) aislaron, bajo forma crlg 
telina, del Penicllllum claviforme la clavlformlna. Atkinson 
(75) en el mismo año aisló de un fenicillium no identificado 
un antibiótico que denominó ponicldina. Raistrick (76). en 1943 
aisló la patulina del penicillium patulum. Oosterhuis y Luyken 
(77) de cultivos de Penicillíum expansum aislaron, bajo forma 
cristalina, un antibiótico que denominaron expansina y que Doy* 
vené de It, en* 1344, demostraron es idéntica a la claviformlhe. 
Todcs ested antibióticos resultaron ser idénticos y el nombré 
adoptado es el de expansión por haber sido descubierto con pri& 
ridad por Luyk en 1938,



a. NAXMRAR&ZA BR ¿S& 

a&13gU2&NMÍjMKMRLK^r^R^XEJUAIH&.

Oran número de trabajos relatan Isa propiedades 
antagónicas de numerosos górmenos aerobios-esporulados que 
han sido aislados de una grmi variedad de fuentes tales como* 
suelos* aguas de albafíal y alcantarillas, quesos, estiércol, 
etc* Entre los górmenos se citan el Bacilo subtilis, B*mesen- 
tóricus, B.mycoides y el B.brevis, entre los más importantes 
(78).

Así de queso de Cantal, Duclaux en 1898 (79), 
aisló bacterias esporuladas a las que denominó "Tirotrix". DE 
polvo reoogidd en Constantinopla, Nicolle, (80) en 1907 aisló 
una cepa de B. subtilis que poseía propiedades bacteriolíticas 
contra górmenos pertenecientes a grupos de* neumococos, antrax, 
Shiga, estafilococo, B. suipestifer y tifoidea.

Pringsheim en 1920 (81), aisló una cepa de Bacllltnt 
mesenterious yulgatus que ejercía efectos inhibitorios sobre 
gran variedad de bacterias y particularmente sobre Corynebacte- 
rium diphtheriae que crecía en placas de agar.

En 1924, Much y otros colaboradores (82) aisla­
ron varias cepas do B. mycoides las cuales en caldo originaban 
una sustancia con marcada acción lítica sobre numerosos cocosA
Gram positivos y bacilos Gram negativos.

Un ario despuós, en 1925, Rosenthal (83) aisló 



del suelo y materias fecales una bacteria perteneciente ¿C 
po B+mesentéricus y que poseía la,propiedad de Usar bacte^&H 
vivas o muertas. Numerosas cenas del grupo subtilis-meswq&P^ 
ricas fueron aisladas y ensayadas contra las siguientes bastid 
rías: siete especies Gram positivas - Staphylococcus aureus* 
Barcina, Barcina flava, Pneumococo tipo I, Stroptococcus Virl^ 
dans, B. diphtheriae y siete especies Gram negativas - B.collr/
B.typhl, B.paratyphi B, B.disenterias Shiga, B.prodigiosus, S, 
nroteus X19, B.nyocyaneus. Los organismos vivos, Gram positi­
vos, ensayados, fueron más susceptibles a la acción antagónica 
de los bacilos aerobios esporulados que los gérmenes vivos Gram 
negativos. En cambio, todas las bacterias Gram (-) muertas 
fueron más sensibles a la acción de todas las cepas espcroforem 
doras, mion&ras que los microorganismos Gram positivos, muertos 
no fueron afectados.

Si bien los substractos originales hqn sido muy 
variados, actualmente al sistematizar el estudio de los antibi& 
ticos, los substraotos se han tipificado y se pueden clasificar 
en: químicamente definidos y orgánicos complejos.



Tirotricina



Mientras Dubos (84) en el Instituto Pockefellcr 
se dedicaba a estudiar la acción s-e una enzima aislada de un 
gormen telúrico, esporo-forjador, que digería el polisacÓrido 
capsular del ^neumococo tipo III, tanto "in vitro" como "in vi- 
vo", pensó en la posibilidad de aislar otras enzimas que no solo*
Usaran sustancias solubles y compuestos aislados sino tamb&&%
células intactas de especies no relacionadas*

R1 mismo autor (22) basándose en que las mate­
rias orgánicas añadidas a los suelos, en general, sufren transa 
formaciones por acción de la flora microbiana existente en los 
mismos, supuso que agregándoles a muestras de suelos de reacción 
neutra, cultivos vivos ée górmenos Gram positivos, podría obte­
ner una copa selectiva antagónica de los gór,eu<s agregados* 
Combinó diferentes muestras de suelos, les adición/ fosfatos a^.
calinos, sulfato de amonio y un exceso de carbonato de calcio 
mantuvo en una humedad del 70% $ incubó a 30" C varias semanas

?'R

para provocar la descomposición de la Bt^ria orgánica origi­
nal. Aparte resuspendió en pequeños volúmenes de agua destlla- 
da, los sedimentos obtenidos por centrifugación de cultivos 
en c^ldo de estafilococo, neumococo y estreptococo hemolítiéo 
grupo A y los añadió a las castras de suelo, iston rocosos 
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fueron repetidos en el transcurso de dos aros en períodos 
g lares de tiendo, luego una pequeña porción de este preparado 
de suelo (8 g) í'uó agregado a 10 del siguiente medio* 
IlgKPO^ M/20, HgNaPOg M/30, S0^(m^)g. M/100 y agua potable el 
que se le habían añadido las células vivas recuperadas de TSOml 
do cultivo de estafilococo, incubación a 30'- C cuarenta y ocho 
horas, al final de este tiempo se observó la clarificación <fel 
cultivo, como consecuencia de la lisis del estafilococo y en*I&^ 
parte superior del medio de cultivo la presencia de una pelícu­
la membranosa característica del crecimiento de un germen aero­
bio, ístos repiques se efectuaron varias veces para eliminar la^ 
mayos parte de las especies microbianas primitivas. Finalmente 
por siembras sobre agar-peptenado se aisló t<n germen bacilar se— 
roblo, esporo-formadory dotodo de propiedades lítlcxs para Va- 
rlas^esyecies Gram positivas, este germen más tarde se lo das^ 
ficó en el Manual Bergeys (85) en la siguiente forma*

Clase * Schizomycetes ilSgeli
Orden * Rubacteriales Huchanan

-*<wSub-orden * EubactorRneae
Familia XÍII * Fac&llaceae Fincar

Gánero I * Bacillus Colín

14,Especie * brevis
Bacillus brevis Figula



giDQSiRia* Badilas centrosporus Ford. Primeramente fuá deslg 
nado Badilas FlSgge NQ I* luego se comprobó era i— 
dénticc al B.bravia de Mígala.

EE& mcim

Es un bacilo móvil, tamaño 4 x 0,5^que se pre­
senta. solo o agrunado en pares, con esporos centrales o subtsgg 
mínales, bacilos claramente hinclados dar tute el nroceso dé es- 
porulación, los endosnoros tienen forma elipsoidal y un tamaño 
de 1-1,3 por 1,5 & 8 micrones, resisten temperaturas de 80R 6 
pero mueren a la temperatura de ebullición. El comportamiento 
de dicho germen frente al colorante de Gran es variable, asi en 
cultivos jóvenes es Gram positivo luego se vuelve Gram negativo.

Se observan bajo formas de colonias ciroúlámm 
de 1-2 mm de diámetro después de 24 h ras de incubación & 
planas, lisas, bordes perfectos, al principio de color blañpuy 
brillo perlado, frecuentemente con más ^cubaci&B ae tornan de 
color ligeramente pardo amarillento* Son mosofilícas y wstr&e*

* f"

tomante aerobias, En este medio genera ácido sulfibídrico.

Ea EalRa
Moderado enturbiamiento* ligera película en la

parte superior y sedimento
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gl&sAdaa'

No produce fermentación.
Ni&ra&pp:

Reduce los nitratos
gelatinas

Licúa la gelatina*
SaSalaaa*

Abundante producción de catalana*

Rh&AKKa&l&náa derivadas !

Medios conteniendo hidrolizado de caseína Rol­
da al 1 ¡%, a p H 7 e inoculados con B.brevls, incubados 3-4 días 
a 3?ac en cultivos superficiales producían la lisis de suspen* 
sienes de estafilococos y Dubos (22) comprobó que esa propiedad 
era inherente a una sustancia que se originaba en el transcursa 
de esa incubación y la encontró en solución do dichos autoliza- 
dos y también en los cultivos jóvenes (12-18 horas) encontró el 
agente activo sobre los cuerpos bacterianos* El antibiótico e- 
ra precipitable a pH 4,5yese precipitado poseía las propiedades 
del líquido original*

Este antibiótico primeramente recibió el nombro 
de gramicidina (86) por su actividad contra gérmenes Gram (+) 
pero más tarde Dubos y Hotchkiss (87) demostraron que estaba 
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formado por don pust'Mici.p.s e las cuales donowüuaron: á ana g&R* 
miciuina en honor a Grat? y a la otra tirocidlaa ñor su conteni­
do cu el aniño-ácido tirosinR. A a sustancia Madre la renca-. 
braroH Tlrotricina, denoMtni'ión aun proviene de "Tirotrlx*"' 
dado por Duelaux a los gérmenes aerobios esnoro-for&adores.
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MEDIOS DE CULTIVO REE BACILO 1WL LA r^QPiniXEN ER

Los medios de cultivo pare la obtención dé t%t*
rotricina se pueden dividir en la siguiente forma*

II) Aereados

I) Superficiales
orgánicos complejos.

a) químicamente definido#

sumergidos orgánicos complejos

químicamente definidos^

a) Medios &&&LRL&3A:

En los medios químicamente definidos se utilicen 
como fuente hidrocarbonada * glucosa, lactosa, mañosa, etd* co* 
mo base nitrogenada * sales amoniacales tales como lactato, su& 
cinato, SO4, NOg , amino - ácido y diferentes sales minerales* 
tales comoí'FQaHgK, PO4HK2, SO4C11, SO^Mh, SO4M&, ClgCa, etc*

b) Medios &2BELsl2&*

Bases nitrogenadas* peptonas a partir de dife*
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rentes sustancias, como por ejemplo citaremos* de caseína, de 
hígado de porcino, de carne vacuna, de estómago porcino, etc*

EMS12RR
Teles como dextrina, lactosa, glucosa, 

etc*
A pesar de que para los casos más simples ha 

sido posible ajustarse a una clasificación de este tipo, las 
sucesivas incorporaciones de factores a los medios de culti­
vo han hecho que se asocien a elementos químicamente defini­
dos (nmino-ácidos, vitaminas, soles minerales, etc.) y otras 
drogas de naturaleza compleja (peptona, "corn steep", jugo de 
prensado de espárragos, levaduras, etc.).



I) MEDIOS DE CULTIVO EN SUPERFICIE

El Medio do cultivo utilizado ñor Dubos (22) 
consistía en hldrollzacto de caseína al 1% en agua potable y e 
pH 7. Incubación 3-4 días a 37"C.

Lewis* Dimick y Feustel (88i utilizaron dos 
tipos de Medio, uno a base de jugo de nrensado de espárragos^gb 
mo componente principal y el otro a base do "Bapto Triptona^u 
otra fuente nitrogenada, m&s glucosa u otros hidratos de carbo­
no fermentecibles y varias sales minerales. Luego de numerosos 
ensayos, en los cuales variaron los diversos componente dél m&* 
dio de cultivo: la cantidad de materia nitrogenada, hidrato de 
carbono y do las diferentes sales minerales, así como también 
tuvieron en cuenta la temperatura, pH, Op, etc. llegaron a des* 
cribir un medio de cultivo con el que obtuvieron un rendimiento 
de tirotricina de 2 g/litro.

La composición del medio do cultivo Rescrip­
to por Lewia y sus colaboradores es el siguiente:

Triptona
Glucosa

1,5 %
3 %

PQ^IgK
C1K
SOdMg. 7Hg0

0,070 % 
0,035 %
0,050 %

ClgCa ** 
Fe (como SO4)
Mn "(corno SO4)

0,055 %
2 p. p.B!
2 p.p.m



Temperat ra óptima de incubación fuó de 35^C y el ajuste dt&%y 
a 7,5 fuá considerado el mAo satisfactorio*

ii) jma¿s m AsgEADga

Para la producción en gran escala de tirotrict& 
na* Stokes (89) utilizó un fermentador de acero inoxidable de 
tipo especial y como medio de cultivo un medio sintótico que jp& 
sola como fuente nitrogenada, ácidos aminados talos como: 
d-1 ácido glutámico, (3 al anina, d-1 fenil al anina, d-1 ácido 
pórtico, glicina, d-1 leucina, 1-nrolina, l-histidina* HC1 y 
d-1 isoleucina solos o en combinación más una mezcla de sales 
inorgánicas y como fuente hidrocnrbonada glucosa*

La composición del medio de cultivo es la si­
guiente:

d-1 ácido glutámico 0,35 %
glucosa 0,1 %
PQ4HK2 0,05 %
POdHaK 0,05 %
SO^,Mg* 7 HgO 0,03 %
ClNa 0,001 %
SOgFe* 7 HgO 0,001 %
SQ4M9. 4 HgO 0,001 %
(H2PQ&)a Ca. HgO 0,3 en sol*sa— 

turada
c.s*p* 1 litro
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El pH se ajusta a 7, se esteriliza el medio 36; 
cultivo, se inocula con Bacilo bravie y se efectúa la aerea*, 
ción por pasaje de 1,5 litros de aire i:or minuto para cada 5 
litros de niobio. La incubación se realiza a 37^C, 35-60 horas.

Stokes (90) (91) en colaboración con Woodward 
dicen que la tirotrieiná es elaborada por el Bacilo brevis ta& 
to en medios superficiales como eh medios aereados sumergido^ 
siempre que el medio sea de naturaleza sintética y consistían* 
do on asparragina u otro amino-écido, glucosa y distintas ea*' 
les minerales. Contrariamente la tirotrieiná no se formó en 
cultivos aereados sumergidos cuando el medio contenía compuse 
tos nitrogenados complejos*

El medio descripto por estos autores es*
Asparragina 0,25 % 0 d-ócido glutámico 0,50%
G1UCOBO- 10 g
PO4HK3 0,5 "
PO4H2K 0,5 "
S04MK.7 HgO 0,8 "
CINa 0,01 "
504X0.4 HgO 0,01 "
RO4F0.7 H&0 0,01 "
(Har04)sCa.Ha0 3 mi de una solución saturada
Upo destilada 998 mi



La proporción de aire insuflado fuÓ de 1,5 li­
tros por minuto para 5 litros de medio* Ajuste del pH a 7. Q& 
servaron que la agitación y presión no influyen en el aumento 
del rendimiento de tirotricina* Con este medio obtuvieron un 
rendimiento de tirotricina comprendido entre 100-300 mg por 1& 
tro de medio, luego de 30-40 horas de incubación*

Estos mismos autores informan que no obtuvie­
ron resultados satisfactorios cuando utilizaron medios sln^^í 
eos aereados sumergidos conteniendo mezclas de 19 omino-ácidos.

Applely, Knowles, Me Allister, Pearson y White 
(92) comunican que en medio sintético conteniendo como base ní* 
trogenada succinato de amonio obtuvieron muy buen crecimiento 
de Bacilo brevis y un rendimiento de tirotricina de 0,5 % per 
litro. Temblón usaron úrea en medio conteniendo succinato de 
amonio pero el rendimiento de producción de tirotricina disgin^ 
yó a 0,2 g/litro. la adición do biotina en proporción d^0,005 
mg/litro originó un marcado aumento en la proporción de ti^jjhrl 
ciña hasta de 0,9 g/litro*

Además comprobaron que la mayoría de las cepas 
crecían en medios de cultivo aereados sumergidos, conteniendo 
fuentes nitrogenadas complejas, pero no producían tirotricina 
aunque una cepa originó el antibiótico en una proporción de 
0,2 g/litro, en un medio peptonado.
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La actividad bactericida del Bacilo brcvis fuá 
primero delerrdn^da en filtraos de cultivos autolizados. El pr& 
mitivo mátodo de extracción utilizado por Dubos (25) consistía 
en acidificar el líquido de fermentación con HC1 concentrado ha& 
ta pH 4,5 y el precipitado obtenido, constituido por material 
celular y la sustancia bactericida, era redisuelto a p H 7* Ésta 
fué la rimer preparación concentrada del producto.

Posteriormente,Dubos en colaboración con Cat- 
tóneo (P3), comprobaron que el agente activo está asociado con 
titií proteína y que tratando el precipitado con acetona clorhí-* 
drica se solubilizaba lo fracción antibiótica pero además se ójg¡ 
tenía un precipitado que era de naturaleza proteica, soluble en 
agua, precipitablo a pH 4,5 y nuevamente soluble en excepo de 

ácido. Esta sustancia de naturaleza proteica no posee aptlvt-? 
dad antibacterial, y la actividad bactericida do la fraccióa 

luble en acetona es mucho mayor que la del cultivo bruto*

Cuando el extracto cetónico es destilado a pr& 
sión reducida, en el balón de destilación queda un residuo ma­
rrón, insoluble en agua pero muy soluble en acetona y alcohol* 
Posee actividad bacteriolítica contra el neumococos y estafilo­
cocos y proteje las ratas contra infecciones experimentales.
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EXTRACCION DE LA TIROTICINA DE LOS LIQUIDOS DE CULTIVO DEL BACILO BREVIS. SEPARACION DE SUS COMPONENTES
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Bate preparado líbre de protaína retiene la actividad del 
do original, tanto cualitativamente cor;a cuantitativamente*

R1 material activo de la solución acó tónica 
puede ser precipitado por adición de 10 volúmenes de una solu­
ción acuosa de CINa al 0,5 %+ El precipitado filtrado o centré 
fugado contiene la actividad bactericida de la solución criglnsl 
do acetona* Esta fracción activa es insoluble en óter snlfúgí*; 
co, óter de petróleo, cloroformo, benzol, toluol, y tambión eg; 
agua. Por el contrarío es muy soluble y conserva su actividad 
en acetona, dioxano, alcohol, piridina y ácido acótico glacial* 

8* puedo resumir lo expuesto en el siguiente 
esquema:

Cultivo
: 4,5

1
C1H hasta pH

Filtrado 
(inactivo)

Precipitado
.j^ncetona clorhídrica 

redídua^ \ 
insolublo solución 
(inactivo) h**

1 * destilar Residuo jh destilación 

agua clorhídrica 
solución* P*pT esposo

(inactiva) # L+alochol
residuo 

(inactivo)



-55*

Otra técnica de separación de tirotricina 33 

odios de cultivo, utilizada tambión por Dubos y Cattáneo es la 
titúlente*

El medio de cultivo a baso de triptona al 1%, 
Lnoculado o incubado cuatro días a ^La temperatura de 37RC, fuá 
Midificado con C1H concentrado a pH 4,5 y so obtuvo un preclpl 
6tdo constituido por material celular y el antibiótico. El^pr& 
^ipltado es separado por filtración y el material qué queda en 
tí filtro es tratado con acetona clorhídrica y dejado 84 horas 
m reposo, luego se filtra, el extracto cetónico es destilad# a 

pasión reducida y el residuo que queda en el balón de destila* 
tldnes tratado con agua clorhídrica formándose un precipitado 
ti que se separa por filtración a travós de un filero de Bdch- 
mr, el filtrado es descartado y el precipitado os desecado al 
racío sobre P2O5. El material seco es extraído varias veces 
!on óter sulfúrico y luego tratado con alcohol de 95° en el que 
pedan insolubles algunas impurezas* la fracción insoluble so 

¡osearte y el material soluble en albohol fuó precipitado par 
tdlclón dp agua clorhídrica filtrado por Mchner y secado al v& 
tío. El precipitado seco tratado con^dioxano deja un residuo 
.naoluble que os descartado y el material soluble nuevamente 
irecipitado con agua clorhídrica. El precipitado fÚó secado al 
acío sobre PgOg.

Se sintetiza lo dicho en el siguiente esque- 
ta*



Solución 
(inactiva)

Insoluble^* 
(inactivo)

Cultivo
+ !C1H hasta pH * 4,5

P*P-^
Precipitado

^^^ijpcetona-clorhídrica
Solución
Destilación a presión reducida 

Residuo dp destilación

Solución 
(inactiva)
Insoluble 

(inactivo)

tagua clorhídrico. 
Precipitado

óter sulfúrico

InsolublC* 
(inactivo)

Solució# 
(inactiva)

Solución
de 960

ión 
clorhídrica

Precipitado

Inso 
(inactivo)

SoluciÓn 
(inactiva)

ón

ua olor-

Precipitada 
de

Hotchkiss y Dubos (78) separan tirotridna de 
los líquidos de fermentación, siguiendo el procedimiento de Du­
bos y Cattáneo poro habiendo introducido algunas modificaciones^
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E1 medio de cultivo inoculado, fuá incu­
bado a 370 C, seis días y al final de este tiempo se le adi­
cionó HC1 concentrado hasta pH <4*7* se dejó 24 horas en re­
poso a temperatura ambiente, luego se centrifugó, el líquido 
sobrenadante fuá descartado y el precipitado se tomó con 50 mi 
de alcohol de 959, por litro de cultivo original, dejando en 
reposo y luego filtrado a travós de papel de filtro, elox- 
tracto alcohólico se diluyó con 10 volúmenes de una solución 
acuosa de CINa al 1 por ciento obteniÓndose un precipitado que 

contiene el antibiótico; el precipitado es separado per fil- 
tración y desecado sobre PgOg al vacío.

la tirotrieiná (94) fuá fracciodbdó en dos 
componentes aprovechando la diferente solubilidad de los mis­
mos en mezclas de acetona -óter (1*1).

los rendimientos de los precipitados (78), 
variaron según la cepa que utilizaron para inocular el medio, 
así, los mayares rendimientos los obtuvieron con los siguientes^ 
cultivos* Bacilo bravia (BG), cultivo T.C^ (aislado de un queso 

Turkish) y un cultivo IBar (obtenido de aguas de albañal).

El esquema (95) de la separación es el si­
guiente*



Se trwta la tirotrlcino (64) con volúmenes 1- 
gtxi^es <3c pceícMP^étar (1:1) en un recipiente que contiene pe& 
las do vidrio y se se realizan así áes o tres extrae-
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clones con 10 6 80 rrrt.es de sóbrente, se sopre la rayar paf* 

te de ?a gramicidln* Se evapora el extracto hasta consisten* 

cía gomosa y es disuelto en cinco voces su eso de ncotons ce- 

liante* La cristalización es total en ponas Iteras. La reerig 

tallen ción con cotana sirviente y lavado de los cristales 

con acetona fría y con éter do un producto de alto pureza.

Los cristales de grnmicídina se presentan'ba­

jo formas de placas lanceoladas y de contorno parecido a unA 

lente biconvexa. Cuando 3a cristalización so efectúa lentanog 

te 1?. juntes Re los cristales se vuelven rectangulares. Oes- 

pués d.?; Tnrirs cristaliza cienos presenten como cristales 

débilmerte coloreados.

Con este procedimiento se obtiene aproximada- 

rente 10-30 % de gramicldlna con respecto a la tirctriclna 

bruta de que se porte.

El residuo insoluble que queda cuando se ex­
trae la gramicidina con la mezcla acetona-éter, se trata con 
cuatro veces su peso de alcohol absoluto callante, la solución 
es enfriada y so le agrega, luego, alcohol clorhídrico. En 
esas condiciones, la tirocjdjna cristaliza bajo formas de agu­
jas agrupadas^ las cuales son recristalizadas con alcohol me­
tílico. f

Con esta técnica des^hacción se obtiene un 
rendimiento de tirocidina clorhídrica que oscila entre 40-60% 
corfresrecto a le tirotrlcina bruta de que se parte.

rrrt.es
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PROPIEDADES Y NATURALEZA QUIMICA DE LA GRAMIDICINA

El punto de fusión (94) de la gramieidina os­
cila entre 230-231(corregido) y 328-23O°C (no corregido).

[ 125
Poder rotatorio:) c(j =-+5 (c=0,4% en alcohol 95°)

[ 125
Poder rotatorio: c() = +2,6 (c=l,5% en alcohol absoluto)

La gramieidina es soluble en alcoholes de 
baja graduación, acetona o dioxano diluidos, ácido acético y 
piridina. Moderadamente soluble en acetona y dioxano anhidros. 
Es insoluble en agua, éter, cloroformo e hidrocarburos.

Cuando a una solución alcohólica' conteniendo 
de 20-50 mgr/ml de gramieidina se diluyo a 1 mgr/ml, con agua 
destilada o solución de glucosa, se forma una solución opa­
lescente, pero que no flocula. Por el contrario con solución 
de electrolito flocula rápidamente.

Tishler (96) y sus colaboradores cuando tra­
taron la gramieidina con ácidos flaviánico y rufiánico en al­
cohol metílico, obtuvieron flavianato y rufipnato de gramici- 
dina al estado cristalino.

La gramieidina (94) (96) (97) contiene C, H, 
N, y 0 y el análisis elemental reveló: Cc2,7 Ü7,59 N14,8*
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Las determinaciones dol peco molecular dieron resultados dife­

rentes según la calidad del solvente orgánico y la concentra­
ción. Así el peso molecular (86) en alcanfor osciló dirededor 
de 1.400. Cuando se utilizó (96) como solvente el ciclo-hexa- 
nol y el peso molecular se determinó por crioscopia* los valo­
res obtenidos oscilaron entre 699 y 1.830* que dependieron dé 
la concentración de gramicidina utilizada. Cuando Tishler y 
colaboradores usaron fenol* como solventé* el P.M fuá de 864- 
908.

Gordon* Martín y Synge (38) sugirieron que 
estas variaciones en los valores del P.M eran debidas a pre­
sencia de agua éh la gramicidina que no había sido separada 
completamente en los procesos de desecación de la droga. Así* 
por destilación isotérmica (96) eh metano-l* que separó el a- 
gua* dló valores del P.M mucho más altos que los indicados a& 
teriormente* de 3.100.

La gramicidina (99) (100^ no tiene grupos áci­
dos ni básicos libres y por hidrólisis se comprobó que es un 
polipeptido y el total de N es explicado por compuestos%amino* 
ácidos y por un 1-2 amino alcohol* la presencia del mismo fuá 
revelada por tratamiento con ácido periódico* liberó HHg y al­
dehido fórmico. El grupo hidroxilo del compuesto umino-al- 
cohol se presume sea 81 responsable de obtener un derivado acatl, 
lado de la gramicidina. Synge (101) identificó al compuesto 1*8 & 



-62

mino-hidroxi como 2 amino 1 etanol, y que como mínimo, la gra- 
micidina contiene dos residuos del mismo.

Lipmann, Botchkiss y Dubos (IOS) realizaron* 
ensayos enzimáticos tratando hidrolizados de gramieidina con 
d-amino ácido oxidasa y comprobaron que *1 45 % de losqamino 
ácidos tienen la configuración

la presencia de d-amino^ácidos fuá confirmada 

por el aislamiento do dkleucina (99)(1QO) y de 4-1 valind (9ig^

Botchkiss (99), Chrla tensen y colaboradora* 

(100) efectuaron valoraciones cuantitativas de algunos da &od 
amino ácidos desda gramieidina, pero análisis más vastos,fue­

ron realizados por Gordon, Martín y Synge (98) par partición 
cromatográfica de acetil derivados de los amlno^ácidos, prepa­
rados como indica Gordon (103).

Por hidrólisis profunda de la gramieidina se 
obtuvieron las siguientes sustancias que juntas responden al 
dato del N total obtenido en el análisis*

6 leucína (d)
6 triptofano (1)
5 valina (di)
3 alanina (1)
2 glicina
2 etanol-amlnm

La estructura molecular (98) de la gramieid^ 



na podría considerarse como un gran ciclo-peptido formado por 
la unión de 84 residuos, con perdida de 32 moléculas de agua, 
22 de los cuales serían o( amino-ácidos y con un peso molecular 
aproximado de 2790+ Hotchkiss (99) y Synge (104) dicen que 
la manera en la cual los residuos nitrogenados están condensador 
para dar la gramicldina neutra es un problema que no ha sido 
dilucidado hasta el presente+

El método de partición croiatográfica fuó ut& 
Usado por Gregary y Craig (105) con soluciones dé gramicldina 
cristalina en diferentes solventes y obtuvieron por lo menos 
cuatro componentes: una fracción de gramicldina que cuangp crig 
talizó en acetona dió cristales en forma de bastones y con un 
punto de fusión: 258-25990 y que denominaron gramicldina &+ 
Otra fracción que cristalizó en finas hojas y cuyo punto déf^i 
sión fuá: 227-228se, y la llamaron graml^AinaA* ImbaSpC^ 
clones revelaron por espectros de absorción triptofano paro la 
gramicldina & aparentemente reveló el mis alto porcentaje* Zas 
otras porciones que contenían mezclas, tenían monos triptofano* 

Tiras de papel para an&lisis cromatográflco 
(106) revelaron que la gramicldina 4 y & contenían: glicina, 
alanina, valina, leucina y triptofano*



La tirocldiaa clorhídrica (87) prlmarawnta 

fuá denoml'^ds ácido granínfeíao*

pinito do fusión os (a&) de a&o^C (con d%g* 

-compcsioión)

r las
Pot.i%r rotatorio*H ! = - icio (Cl^on alcohol de 9591

la tirccldina clorhídrica as soluble en el##^¡¡ 

lea diluidos* ácido acético y piridlna. Moderadamente soluble 

en alcoholas anhidro^ acetona o agua* Xn&oluble onóter, O13gá¡ 

forao a hidrocarburos*

Cristaliza en aoluoianea clorhídricas da al* 

cbhol etílico y metílico*

Análisis etemantales realizados por Hotohhlbé 

y Buhos revolaron los siguientes valores*

C6&.6 H(5,7 % 14,9 01 g,g

Bgstcn (97) intentó determinar el P*M da la 

tlrccidine en ácido acético diluido, usando la ultr&oentrífu* 

y loa valorea considera'OS^c^RO probables oscilaron .entre 

1GW y -3o6O.

la tiroeldina (87) es un pollpóptidO básico 

conteniendo atnluo grupos libras y un pK* aproximado do 8,4*

lAymann, HotChKiss y Cubos (IOS) demostraron 

que el 30% de loaxamino ácidos tienen la configuración g.

*44<e



Por hidrólisis (('9) (100) de la tirocidí
na se demostró la treseuei^ de triptofano, tírosina, feAil ala* 
nina, "'mina, un ói. id.o dlcKrhoxílieo yerto ácido ^rn^rtlco) 
Nllg y beses nitrogenadas precipite bles con ¿oído f^s^o-tángetiqp

u'-rdon colaboradores (107) estudiaron los
productos da hidrólisis Óolda de 1? tlrocidina, por partición 
cromatográfica sobre gol de sílice, separaron y caracterizaron 
los acetil derivados de: tirosina, fenil-alanina, lancina, pro* 
lina, v:lina, rnitina, ácido glutámico y temblón fracciones 
que y?rocían contener ácido asr¿rtico y trirtofano.

De estos ^mino-ácidos la ímtl alanina parten# 
cía la d-eonfkguro^ión y los de^ás (excepción del tri tofanó 
cuya actividad no fuá determinada) ovan de la forma

Christonsen, Maman y Hegnted (108) comproba­
ron la existencia, en los hidrolizados de tlrocidina, del 1* 
ácido aspártico y que el ttriptofano tenía Ip configuración

La molécula de tlrocidina (97) tiene cerca de
20 moléculas de amino-ácidos que se unen con pérdida do 22 mo­
léculas de aguo. La fórmula empírica es: CigyHigGNaaORG.SHCl

2546.
triptof^no (1)
tirosina Cl)
fonil-ilsnim (3)
lancina (i)

omftina (1^
2 valina (1)

/
2 yrolíns (1)
3 ácido aspártico (1)

3



2 ácido glutámioo (1)
2 cloro

3 amoníaco

Hotchkiss sugirió que la tirocidina es un ci-á 
clo-peptido en el cual dos de los amino grupos <^de la omitiría ? 
de la cadena lateral* están libres y son los que Be combinan 
con el HC1 y tres de los grupos carboxílicos de los amino-áci* 
dos di-carboxílicos están combinados como (*CO-NHg) amidas con¿ 
el NH3. Esta distribución deja un grupo carboxílico libre, pe* 
ro no ha sido establecido con certeza. Bin embargo ha sido'de­
mostrado en forma evidente que los grupos fenólicos de los real* 
dúos de la tirosina y los^emino grupos de los residuos de omi­
tiría están realmente libras.

La más probable unidad molecular (30) de la ti? 
rocidina sería la resencia de 2 amino grupos* 3 amido grupos* 
un débil grupo carboxílico y otro fenÓlico.



Asaimmiaa Mamas, sama m zma-
CIDINA.

La tlrotrieina (22) resiste la acolan enzlmát^ 
ca de la tripsina* cristalina y cruda, pepsina y quimotripsi­
na. Tratada con (97) tripsina* papaína, erepsinay proteasa 
de origen bacterial, precipita pero no es digerida.

Ensayos semejantes se hicieron sobre tlrotrlc^, 
na, gramicldina y tirocidlna a varios pH y con tripsina cru­
da, pepsina y papaína* También mostraron ser resistentes á la 
acción enzimítice (99).

Este modo de comportarse frente a las enzimas 
se cree es una consecuencia del gran contenido en aniño-áci­
dos de configuración &, temblón llamados "no naturales" (97).
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MECANISMO DE ACCION. TOXICIDAD. APLICACIONES.

La tirotricina (22) al actuar sobre organismos 
sensibles a su acción produce lisia de los mismos* pero esta 
acción se la considera como un proceso secundario que concien 
no a las enzimas autolíticas de los górmenos que son puestas 
en juego al recibir la acción primaria causada por el antibl¿ 
tico.

La gramicidina y tirocidina poseen propiedades 
antibacteriales pero difieren on muchas propiedades no solo 
químicas sino también biológicas. La tirocidina (109) inactj^ 
va completamente los sistemas de óxido-reducción de las cólua 
las sensibles. La gramicidina causa solo una limitada inju­
ria a las cólulas bacterianas y ya puede estimular o deprimir 
algunas de las funciones metabólicas según la composición del 
medio en el que actúa.

Hotchkiss y Cubos (94) dicen que la tirocidina 
es semejante a los detergentes catiónicos on sus efectos so^ 
bre la tensión superficial, y puesto que muchos detergentes 
catiónicos son bactericidas, esta similitud podría ser signi­
ficativa.

Heilman y Herrel (110) al mismo tiemp^demos- 
traron que la gramicidina tiene una menor pero definida ac- 
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oión depresora sobre la tensión superficial, cuando este a- 
gente se encontraba en soluciones acuosas, solución Tyrode o 
solución de CINa al 0,9% pero cuando se aumentaba la solublll 
dad de la gramicldina por adición de 10% o 2% de glicerina y 
5% de alcohol los descensos de la tensión superficial se a* 
preximan a los de la tirocidina*

Estos mismos investigadores también comproba­
ron que al calentar la gramiáidina perdía sus propiedades ba& 
tericidas y hemolíticas pero no la actividad superficial y a* 
sí, pensaron que las propiedades citadas en primer término son 
más específicas*

la gramicldina (111) es bactericida en peque­
ñas concentraciones, para bacterias Gram (+); en las mismas 
dosis es hemolítlca pero no se observan efectos tóxicos para 
granulocitos, fibroblastos o células de la serie linfoideq. 
Estas cualidades* a) actividad bactericida, b) actividad hem& 
líbica, o) pequeña toxicidad son características de algunas 
sustancias llamadas detergentes y la gramicldina procede como 
un detergente aniónico y es neutralizada por un detergente c& 
tlónioo como el "Phemerol".

Blinnikova (112) dice que la tlrotrieina además 
de inhibir la enzima de-hidrogenasa de la glucosa, actúa sobre 



el ácido glutámlao, alcohol etílico, ácido láctico, fumábico 
y acdtico*

Maaheboeuf (115) afirma que la acción antibió­
tico de la tirotrieiná no puede considerarse como una simple 
modificación de la tensión superficial y acción lítica, sino 
que es una acción mucho más compleja, comprendiendo una ac­
ción inhibidora del metabolismo de ciertas reacciones enzimá- 
ticas* Así por ejemplo* comprobaron que la tirotrieiná Inhi­
bía la acumulación del ácido adenosín-trifosfórico durante el 
proceso de glucolisis y también impedía la formación del pirg 
vato (no actda sobre la formación de otros ásteres fosfóricos 
derivados de glucidos). Por el contrario sobre el mecanismo 
de los mononucleotidos ejerce un efecto estimulante.

La gramieidina (110) presenta una especificidad 
de acción antibacterial* En general no afecta los górmense 
Gram (-) en cambio la tlrocidina es eficaz contra bacteria* 
Gram (+) y (-)*

La tlrocidina ejerce su acción bacWUoida aún 
en presencia de grandes cantidades de suero*

La tirotrieiná cruda parece ser mucho más ac* 
tiva que lo que podría esperarse de los componentes al estado 
cristalino*



Dubos (114) y Cattaneo (93) comprobaron que eg 
te agente protege ratas blancas infectadas experimentalmente 
oon diferentes cepas de neumococos virulentos, tipo I y III, 
estreptococo hemolítioo virulento del grupo A y C y a veces 
hasta se observan efectos curativos contra infecciones esta­
blecidas*

Herrel y Heilman (115), usando la tácnica de 
cultivos de tejido, observaron los efectos bactericidas de la 
tirotricina, gramicidina y tirocidina* La gramicidina pose* 
un efecto más marcado contra las bacterias Gram (+). La tir& 
tricina "in vi tro" es hemolítica y esta acción se debe a la 
gramicidina, la tirocidina no parece ser muy hemolítica* Por 
el contrario, RacimeIkamp y Weinstein (116) dicen que la ac­
ción hemolítica, de la tirotricina* reside primordialmente en 
la fracción tirocidina, aunque la gramicidina temblón exhibe 
un definido efecto hemolítioo* La adición de pequeñas canti­
dades de glucosa inhiben muy ligeramente el efect* hemolítioo^

La gramicidina y tirocidina no parteen produ­
cir alteraciones importantes sobre los glóbulos blancos*

Henle y Zittle (117) comprobaron que la tiro­
tricina detiene la respiración y destruye la motilida# del e¿ 
permatozoide de los bovinos*



Varios investigadores se han dedicado a experi, 
mentar sobre la tlrotrieina tratando de disminuir o neutrali­
zar la acción hemolítica. Así Lawis (118) y colaboradores en 
Estados Unidos, observaron que el formol disminuye la activi­
dad hemolítiaa original en un 80-90% pero paralelamente decrg, 
ce la actividad antibiótica en un 5C%. Este hecho fuá el ín­
dice para buscar agentas que se combinaran con la gramicldina 
y dieran un producto soluble en agua, menos tóxico y con alto 
poder antibacteriano.

Fuá preparado un derivado succínico (119) de 
la metilol-gramicidina, que tiene una actividad antibacteria­
na mucho menor que la gramicldina pero posee propiedades hem& 
Uticos y tóxicas mucho más dátiles,

Skadhauge (120) combinó la tlrotrieina con el 
cloruro de cetll-piridinium y obtuvo un producto que tiene la 
ventaja de ser soluble en agua, aunque la actividad antibi0t& 
ca "in vi tro" es menor que la de la tlrotrieina ilativa.

Iawrence y Thompson (121) han emp&ádo glucosa 
pero la cantidad necesaria para proteger los glóbulos rojos 
son excesivas para ser introducidas por vía endovenosa.

Las aplicaciones terapéuticas (122) de la ti* 
rotricinh están restringidas al uso local, en aplicaciones t& 



picas e irrigaciones en cavidades cerradas que no están en cp, 

municaciÓn con el torrente sanguíneo y siempre que hayan sido 
atacadas por microorganismos Gram positivos, inclusive^los 
neumococos, estafilococos, estreptococos, bacilos diftéricos 
y otros.

Dubos (133), Rammelkamp, Weinstein (134) y o- 
troa mostraron que la gramieidina es ineficaz por vía intravg, 
nosa, intramuscular o subcutánea y que además es tóxica.

j
WTight (126) comunica que este antibiótico no 

ejerce acción bactericida cuando se administra por vía rectal.

Rammelkamp y Weinstein (126) encontraron que 
la tirotrieiná en pequeras cantidades es bactericida contra 
el L.acidophilus "in vitro" pero no ejerce efectos sobre el 
mismo organismo cuando se administra por boca a animales. En 
las cantidades ensayadas la tirotrieiná no produjo lesiones 
en el tracto intestinal.

Es eficaz para el tratamiento de las osteomie­
litis (6).' También en el emploma y los abeesos abiertos del 
pulmón causados por estreptococos y neumococos.

También se emplea en (127) (128) otorrinolari& 
gología, oftalmología, lesiones de la piel y tejidos blandos.



Resultados satisfactorios fueron obtenidos par 
Rapallini (189) en odontología en el tratamiento de los con­
ductos radiculares*

Pipar (8) ha encontrado que en ciertas infec­
ciones piógenas es u:uy activa*

Reilly (130) menciona el empleo do la tirotri­
cina en la cistitis tuberculosa y comunica que los resultados 
fueron muy inconstantes*

Tratamientos efectuados en (131) la colitis uí 
cerosa crónica con tirotricina dieron resultados satisfacto­
rias*



III

PARTE EXPERIMENTAL



A) CULTIVO DE BACILO BREVIS

1) Origen de la cena*
Se realizaron siembras utilizando varias 

cepas de procedencia Argentina y de los EE.UU. Los ensayos 
definitivos se efectuaron con la cepa de Bacilo brevis (BQ) 
del United States Department of Agricultura*

Dicho germen respondía a todas las caracterís­
ticas relatadas en el Manual Bergey, se presenta como un ger* 
men bacilar, tamaño 4 x 0,5^( solo o agrupado en pares, con 
esporos centrales o subterminales, resiste temperaturas de 809 
C pero muere a temperatura de ebullición* En cepas jóvenes 
es Gram positivo luego Gram negativo.

a) dal mdla dg, sonsoyvMló.u da 1A
la cepa original se sembró en medio de agar al 

2% a pH 7,5 y se conservó en heladera a 4c C, eeindispensa- 
ble mantenerla a baja temperatura y efectuar repines periódl 
cemento sobre placas frescas, una voz por mée, pues aunque so 
trata de un germen esporo formado?, se observó que al manteneg, 
lo a temperatura ambiente durante varios meses, término medio 
seis meses, al efectuar repiques el Bacilo brevis no se multí 
pilcó*

En los cultivos de Bacilo brevis sobre aga? se 
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observan dos tipos de colonias una de color blanco y otracoh 
pigmentación amarilla*

3) EaíMdiR ásAEagARa&&aaaxxRlJRdAJacá3A*

Se realizaron los siguientes estudios fúndame^ 
tálese

1) Siembra directa del cultivo stock, mantenido a una 
temperatura de 37" C.

2) Siembra previos repiques repetidos, mantenido a una 
temperatura de 37^ C*

3) Siembra previos repiques repetidos, mantenido a una 
temperatura ambiente de 13*S2&C*

4) Influencia de la mutación del Bacilo brevis*
5) Influencia de la temperatura en la fisiología delBa

t

cilp brevis*

i) Rsx. slmmlaa*

Rl medio del stock, agar alto, so f^pica sobre 
agar inclinado, ae mantiene en estufa a 37&C, 24 horas, trsh& 
currido este tiempo se observan colonias del germen* redon* 
das, de bordes lisos y brillo perlado* Se adiciónó don pipe* 
ta estéril 2-3 mi de agua destilada estéril, se agité e^L tubo.7
por simple rotación entre las manos y así se consiguió la su¿ 
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pensión de los górmenos, luego con pipeta estéril se espira­
ron unos mis que se adicionaron al Medio de cultivo que se u-

X
sa para la obtención de tlrotrieina en superficie (Este madio 
en lo sucesivo se danoMln&rd A y su composición se indica en 
el capítulo &), se colocó el cultivo en estufa a la'temperatR 
ra de 37^0, 7 días, al cabo de los cuales se observó en la sg 
perficie del medio una película gruesa do color blanco y su­
perficie lisa*. El rendimiento de tirotricimi fuá de l,a%& 
gr%o y 1,330 gr^o controlada según los métodos do Rit&emberg 
y gravimé trico respectivamente y actuaba en una dilución de 
1/561 correspondiendo a una dilución real de tlrotrieina de 
14 1.122*000 (En el capítulo TV se indican las tóenicas em­
pleadas su el control de tlrotrieina)*

Se partió do la cepa stock, se hicieron repiqué* 
cada 33 horas sobre ag&r inclinado, sa incubó en d&^üfa a 37é3 
luego de efectuar veinte pasajes se suspendieron 1&^^gérmenes'/s.x
en agua estéril en la misma forma que se procedió en 1), se 
sombró almadio de cultivo A, se incubó a 37&C, 7 días* al tég 
mino de este período se observó en la superficie del Cultivo 
la aparición do una película aenos gruesa que la obtenida dóh 
el cultivo stock y menor rendimiento úe tlrotrieina. Tituléis 



por el método de Rittenberg dió 0,518 gr%o, 0,616 gr%o pop 
gravimetría y ejercía una acción antibiótico en la dilución 
1/121 correspondiente a una dilución real de tirotricina de 
H242.000.

3) nmxim asen la Aasu&aQlán aa

Mallaó & D8&a3.^1

Con la capa stock se realizaron repiques sobre
agar, incubación a temperat ura ambiente (18-2200), cada 48 h& 
ras tiempo necesario para observar la aparición de las colo­
nias. Se realizaron 10 pasajes, luego se sembró el medio A, 
se incubó a 37RC, 7 días y se obtuvieron rendimientos semejag 
tes a los de la técnica anterior. Por gravimetría 0,600 gr%o 
por el mátodo de Rittenberg 0,506 gr%o y por él método de las 
diluciones seriadas fué activo en la dilución 1/121 correspóp 
diente a una dilución real de tirotricina dé l¿342.000.

/

Como ya se expresó, en los cultivando Bacilo 
brevis sobre agar se observan dos tipos de colodras, una de o& 
lor blanco y otra con pigmentación amarilla, cuapdo ae hicie­
ron siembras de las colonias aisladas sobre a^ar se repitie­
ron las mismas variaciones. Se supuso que estas colonias con 
diferentes pigmentos podían tener influencia en el vendimien- 



to de tirotrieiná* se realizaron varios ensayos de producción 
con esas cepas e inoculando el aedio de cultivo A* El rendi­
miento del antibiótico fuó similar al de la cepa stock*

5) laílBaa&lA gg, la íamsEa&MKa gahea la fisiología gal Eaal- 

lA SKaKlA.

Se partió de cultivos de Bacilo brevis en el 
medio que habían sido incubados a 37" C, 34 horas, la pe­
lícula formada en la parte superior contenía numerosos espo­
ros y formas vegetativas del Bacilo brevis, se sometió el cu& 
tivo a la temperatura de 80%!, en B*M 30 minutos, en el tran& 
curso de les cuales se realizaron repiques, sobre el mismo mg, 
dio A, comenzando en & minuto, 8, 6, 7, 10, 12, 16, 29, 25 y 
30 minutos, colocando en estufa 37 "C. 8e pudo deducir, de la 
observación de los cultivos obtenidos con esos repiques, un 
aumento de la termorresistencia del germen en el sentido que 
la cepa original al calentarla más de 13 minutos necesitaba 
48horas de incubación para desarrollarse* El tqbo que había 
sido calentado 12 minutos y tenía crecimiento fuÓ nuevamente 
calentado a 809C, 30 minutos y se volvieron a repetir las sieg 
bras desde 0 minuto hasta 30 minutos en los mismos intervalos 
anteriores, incubación a 37 "0 y se repitió esta operación 1Ó 
veces, utilizando el tubo que tenía crecimiento y que había 
sido calentado menor tiempo. Se sembró sobre agar inclinado, 



luego sobre el Medio Ay al cabo de 7 días d 37 oc se obswyy$ 
que el crecimiento ere similar al de la cepa stock pero sd^A 
tó una disminución apreciable del poder de producción* Así 
el método de Rittenberg reveló 0,101 gr%o y el gravimétrico 
0,098 gr%o* La acción bactericida fuá de 1/11 correspondien­
do a una concentración real de tirotricina de 1/22.000* Al 
observar estos resultados hay que tener en cuenta que pobre 
La capacidad de producción del germen han influido dos fasto* 
res* a) los repiques sistemáticos y b) la acción del calor- 
(Gráfico NM 1).
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1) PRODUCCION POR CULTIVO EN SUPERFICIE



B) PRODUCCION DE TIROTRICINA

1) Introducción por cultivo en superficie

a) Influencia Re la fuente nitrogenada*

b) Influencia del pH del medio.

o) Influencia de factores accesorios.

I) RTPüMMeAáR ERE SU1&1Y9

El medio básico (A) utilizado en Codas las ex
partencias fuá el de Lewis, Dimick y Feustel (38) cuya compo­
sición es la siguiente!

La composición química

Bacto-Triptona 1,5 %
Glucosa 3 %
H2KPO4 0,070 %
C1K 0,035 %
SO4Mg.7HaO 0,050 %

ClgCa 0,026 %
*Fe ( como 6Q4 ) p.p.m

Mn ( como SO^** ) a p$p.m

(132) de la Baoto-Mrip-

tona es*
K total 13,72 %

N amínico 3,47 %
Cenizas 6,38 %



En el medio de cultivo descripto se utilice 
mo fuente nitrogenada Bacto-Triptona que por ser marca de 
Urica resulta costosa para la obtención industrial del anti­
biótico en gran escala* Además la designación con nombre da 
fantasía de la peptona no significa una variable fácil de re* 
producir, para obviar el inconveniente de desconocer el ori­
gen de la peptona y además obtener fuentes nitrogenadas a ba­
jo costo se decidió preparar peptonas a partir de diferentes 
materias primas talos como: carne de ganado vacuno por acciÓR 
de la pepsina y pepsinapancraatina a pH adecuado; caseína en 
presencia de panereatina en medio alcalino y caseína en medio 
ácido clorhídrico y bajo presión; a partir de hígado porcino 
más estómago porcino en medio acidulado par ácido clorhídrico 
y por último peptona obtenida por autolisis de estómago pore& 
no en medio acidulado por ácido clorhídrico*

La tócnica de obtención de las mismas es la sí, 
guíente*

a) Ai áa, naa&9n& eaKÓNARa

8e operó con estómago porcino de la matanza del 
día, se limpió para privarlo del tejido adiposo y muousf que 
lo acompañan, se picó finamente* se colocó en un frasco Pire# 
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y ae diluyó con tres veces su peso en agua. Se ajustó el 
a 1,9-2,1 con C1H cono, y se dejó autolizar a una temperatura 
de 45-500 c manteniendo al pH por agregado de C1H cono, cada 
cuatro horas. Se determinó albumosas y las reacciones resuit? 
taron negativas en un tiempo que osciló entre 48-62 horas. jM 
final de este período se hirvió media hora para destruir 
enzima. Se enfrió en cámara frigorífica para que solidifica­
ran las sustancias grasas, se agregó supercel y talco y sd 
filtró a travós de papel mojado. Se neutralizó a pH * 6* S 
concentró al vacío hasta consistencia siruposa y se desecó 
por Spray.

La peptona obtenida se presentó como un polvo 
de color amarillo-pardo, muy higroscópico, olor "sui-generis" 
y de sabor característico.

la determinación de N total y N amínico se re* 
lizó sobre el polvo obtenido despuás de desecación par el 

Spray y so obtuvieron los siguientes datos*
N total 12,40 %
N amínico 1,601 %a
Para la determinación de albumosas se realiza­

ron las siguientes reacciones*
a) La solución acuosa al 10% debe ser límpida y no cambiar por 



acción del calor; 10 mi da esta solución no deben precipitar 
por adición de 1 mi de NQ3H oficinal* agregado gota a gota;? 
a la temperatura de 17-19RC.
b) Esa misma solución no debe precipitar por adición de un t*- 
gual volumen de une solución saturada de SC^,(NH^.)g o de ácido 
tricloroacótioo al 30% (alburosas).
o) La adición a esa misma solución do algunas gotas de ácido 
foafotóngstico determinará la aparición de un precipitado,*- 
húndante (diamino-diácidos y polipóptidos)*

Todas las determinaciones potenoiómótricas se 
realizaron con un potenciómetro Leed y Nortrhup Company, Fhi- 
ladelphia* PA** U*S*A*

b) ás. mniRaa RáRRls.A (133).
Carne deaengnasada y dosfibrinadá 1000 gr
HgO destilada 6000 gp
Pepsina extractiva oficinal
C1H oficinal 60 gr
CO3H Na c+stp pH - 2

En un frasco Pyrex de 26 litros de capacidad 
se colocaron 6 kilos de carne vacuna* desengrasada* finamente 
picada* se agregaron 15 litros de agua potable* Aparte se suy



pendió la pepsina 6 gr., titulada según la F.A. (134), en 500 
mi de agua, luego se agregó al contenido del frasco, se ajus- 
tó el pH con C1H al 30% hasta pH 1,8-3, se colocó el recipiéR 
te en un B*M mantenido a la temperatura de 500C, durante 34 
horas* A las 12 horas de haber comenzado la digestión se de­
terminó albumosas, por las reacciones desoriptas anteriormen­
te, y se obtuvieron resultados positivos (Restos de alburo­
sas)* A las 34 horas las mismas determinaciones acusaron re­
sultado negativo* Se hirvió media hora para destruir el prip 
cipio enzimático* Se neutralizó con HNaCOg hasta pH 6* S**
dejó enfriar en cámara frigorífica para que solidificaran la# 
materias grasas, se agregó supercel y talco y se filtró por 
papel mojado* Se concentró al vacío hasta consistencia siru­
posa y se desecó por Spray*

las determinaciones de N total y N amínico se 
realizaron sobre el polvo obtenido despuós de deseoación par 
Spray y se obtuvieron los siguientes datos*

N total 8,95 %
N amínico 1,001 gr%
La peptona obtenida es de color amarillo y de 

olor característico* 
c& Preparación gg. RgRtgna



MÍW& 9MKa.tar.lQ*

Una partida de peptona pópsica preparqát^Mh 
acuerdo con la tácnica y cantidad anterior antes da concen­
trar; so neutralizó con COgNag en sol.saturada hasta pH 7,6*3* 
se adicionaron 200 gr de panoreatina titulada ságdn laF.A, 
previa suspensión de la misma en agua, so colocó el fraseóos 
rex en B.M a la temperatura de 45&C. A las 24 horas se realA 
zaron los ensayos de albumosas que dieron resultados negati­
vos. Se adicionó un trozo de parafina para evitar la forma­
ción de espuma y se hirvió media hora con el objeto de des­
truir la enzima pancreática. Se ajustó el pH a 6, se dejó en 
cámara frigorífica y así precipitaron las materias grasas, se 
agregó supercel y talco para facilitar la filtración, se agi­
tó y filtró por papel mojado, be obtuvo un líquido de aspec­
to límpido y de color amarillo-ámbar. Se concentró al vacío 
hasta consistencia siruposa y se desecó por Spray* Polvo de 
color blanco-amarillento, olor sui-generis y sabor^Caracteríg, 
tico.

los valares de N total y amínico obtenidos fu& 
ron los siguientes*

N total
N amínico

8,52 gr%
0,584 gr%



d) &Ma¡M,GAón ds. da binada
Método operatorio;

He trabajó con hígado porcino fresco al que 
se privó del tejido conjuntivo y anexes que lo ucompa Daban, 
se picó- finamente y se mezcló con la cantidad requerida de 
tómago, previamente limpio y también picado finamente* De a* 
cuerdo con ensayos previos de orientación realizados para cog 
seguir una proteolisis total se emplearon las siguionteq pro­
porciones*

Hígado porcino, picado
Estómago porcino, atoado
Agua destílala
C1H o.s+p obtener pH

10 kilos
2,5J0 Ritos

25 litros
1,9 — 2,1

El hígado posee un sistema de "buffár3* muy pq 
deroso y para obtener un pH de 1,9 - 2,1 es necesario añido* 
nar gran cantidad de ácido.

En este ensayo se realizó la dige&Wó^^l hí­
gado por aoción de la pepsina contenida en el estóma^^fresco 
y no por acción de la pepsina extractiva, por los siguientes 
motivos*

1) La digestión se realiza más rapid&áeute*
2) El estómago contiene factores de gran vale# aáí&i* 



tivo (135) (factor intrínseco de Caatle) cuya presencia resu^ 
taba interesante en esto* ensayos.

3) Los factores nutritivos del estómago parecen tener 
influencia en la actividad de los elementos similares del hí­
gado (factor intrínseco de Castle).

Tiempo empleado para obtener el hldrolizado de 
hígado, 73 horas, se mantuvo la regulación del pH por ajuste 
cada 12 horas* Se hirvió media hora para destruir el princí- 
pió enzimático* Enfriamiento en cámara frigorífica, ae adi­

cionó talco y superad, se filtró por papel mojado. Se con­
centró al vacío y se desecó por Spray. Se iresenta como un 
polvo fino blanco-amarillo*

N total 9,8 gr%
N amínico 0,81 gr%

Las determinaciones de N total y N amínico se 

realizaron sobre el producto obtenido por desecación; enWpray*

En frasco Pyrex se colocó 1 kilo de caseína 
más 6 litros de agua potable, se agregó OHNa al 40% (aproximé 
demente 50 mi), agitando constantemente hasta disolución par­
cial de la caseína. Por separado se suspendieron en agua 25



gr de panero atina (F.A). Se determinó el pH poteiMÍotaítyiúW 
mente y se ajustó con OHNa al 10% hasta pH 8 - 8,5* esta ope* 
ración se realizó antes de agregar la pancreatina. Como 
servador se adicionó tolueno en proporción de 3%o. La diges­
tión se realizó en B.M a la temperatura de 45&C, 24 horas* Al 

^cabo de este tiempo so realizaron pruebas de alburosas y die­
ron resultados negativo* Se hirvió el contenido del balón* 
media hora, para destruir la pancreatina, se colocó en cámara 
frigorífica para precipitar las materias grasas, se adicionó 
supercel y talco, se agitó y filtró por papel mojado. Se co# 
centró al vacío y se desecó por Spray* Polvo de color aáarl* 
lio claro.

N total 9 gr%
N amínico 0,366 yr%

f) f(?..pji9.RA-A EREME 3acaasíaaL (*" R*dio ácido)

Mótodo operatorio*
La caseína (136) se colocó en uh balón pre­

via adición de C1H 3 N y se calentó en autoclave a^l^at&Ósfe- 
ra de presión durante 10 horas* Se enfrió en cámara frigorí­
fica se adicionó talco y supercel, se filtró a travós de pa* 
peí mojado* Se concentró al vacío y se desecó por Spráy* 

5,67 gr% 
1,08 gr%

N total
N amínico
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DESCRIPCION DEL EQUIPO EMPLEADO EN LA DESECACION POR SPRAY.

Se empleó un aparato piloto (137) fabricado 
por la casa Kestner (Tipo 1**6) quo consCa de las siguientes 
partes*



i) Sistema de disperción

Está formado por una campana y un disco dota­
dos de movimiento giratorio (5.000 a 10.000 r.p.m). Por ac­
ción de la gravedad o por impulsión se hace llegar el mate­
rial a desecar por el caíto & que termina en el disco anular 
A*a nivel del disco distribuidor que por fuerza centrifu­
ga impulsa el material a desecar contra la pared interna 4$ 
la campana &.

El sistema de dispersión está situado en la 
parte superior de la cámara de desecación, la que consiste en 
una amplia cámara de acero estañado, forma cilindrica y vertí 
cal* Su parte inferior afecta la forma de un tronga de cono 
provista de un agujero de descarga, en la parteipontal tiene 
una gran puerta que se usa para limpiar el Ínterin# 4e^la cá­
mara o para descargar el material; temblón poso4^PW#EñN4e de 
observación. Por su parte superior reolbe la entrada^ de aire 
caliente y en cuatro puntos laterales posee las conmociones 
de las tuberías de evacuación do aire húmedo que es expulsado 
par un ventilador a succión.



3) Sistema de circulación de aire caliente.

Un radiador calienta el aire el que es puesto 
en movimiento por la aspiración producida por un ventilador* 
El aire penetra en la cámara de desecación a la altura del 
sistema de dispersión a travós de un sistema que lo distribu­
ye de tal manera que determina la formación de una corriente 
de aire en sentido tangencial con relación al círculo formado 
por la campana, luego de recorrer la cámara es expulsado 
atmósfera por el ventilador*

4) SAa&sNA da g& aalgRaáaassadRA*

Consta de cuatro filtros de tela colocadas en 
el interior de la cámara de desecación y a travós de loa cua­
les pasa el aire antes de ser expulsado al exterior^ Parte 
del material desecado queda adherido a las telaa¿&^ylos fil­
tros pero la mayor cantidad caen al fondo de la aámgK* de de­
secación y pudiendo ser sacado por el orificio por
la puerta lateral*

6) da MRHal*
aan&EAl da x RKaai&i

Posee dos termómetros y dos manómetro# qud da- 



terminan la temperatura y presión del aire a la entrada 
lida do la cámara de desecación.

Este sistema de desecación ofrece grandes ven­
tajas para la obtención de polvos finamente divididos de sus­
tancias muy higroscópicas, como en este caso* desecación de d^ 
ferentes tipos de peptonas. De acuerdo con ensayos prelimina, 
res se adoptaron las siguientes RRDdlslRDSa da SaaRERRláR*

Temperatura del aire de entrada 
Presión de vapor en el calefactor
Temperatura del aire de salida 
Temperatura de entrada de la solución

1500 c
8 Kgr/cm^
65 oc
55-600(1



Preparación del medio de cultivo en superficie

a) Preparación del medio de cultivo.
So colocó en un recipiente que contenía agua 

potable a la temperatura de ebullición, la cantidad de pepto- 
na requerida para 200 litros de medio, según la fórmula del 
medio de cultivo de Lewis (88) y colaboradores* 3000 gr, se,& 
gitó constantemente para facilitar la disolución de la sustaR 
cía y se hirvió por espacio de media hora. Por separado se 
solvían las sales y se adicionaron a la solución de peptona* 
se llevó a volumen, se ajustó el pH a 7,4 - 7,6 con CHNa al 
10%. las determinaciones del pH aproximadas se realisar ond- 
sendo indicadores externos como el Bromo-cresol púrpura y el 
rojo fenol, sobre piedra de toque y el pH final cónpl poten­
ciómetro Leed y Nortrhup Company, Philadelphia, P^, U.S*A*

b) da SB13&E&'

La solución peptOnada-salina se distribuyó en 

botellas de caras planas de un litro de capacidá^ y^n PgPpeR 
ción de 335 mi en oada una. Se obturaron con tapóles do álg& 
dón recubiertos con gasa y es esterilizó en autoclavo a 12083 
media hora. En estas condiciones las botellas quedan listas 
para ser Inoculadas con el Bacilo brevis preveniente del pe-
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dio do desarrollo.

o) La glucosa de disolvió aparte en solución al 5(%? y se est& 
rilizó a 12093, media hora*

d) RERRaKaKAAnt Raí sigüx&madKa*

Un día antes de preparar el medio de cultivares 
sembraba sobre agar inclinado Bacilo brevis (BG) y se incubaba 
en estufa a la temperatura de 37:?C, 34 horas** al término de 
este período se observaba el crecimiento del germen bajo fopma 
de colonias características, redondas, bordes lisos y bril&&
perlado y poco adheridas al agar* Se adoptaron las máximas 
precauciones de esterilidad y se adicionaba con pipeta estéril 
unos 15 mi de agua destilada estéril, se taponaba nuevamente 
el tubo y se agitaba el mismo por simple rotación %atre las 
manos con lo que se obtenía una suspensión de lo^ gérmenes d& 
sarrollados, que posteriormente se utilizaba para sombrar una 
de las botellas conteniendo el medio de cultivo estéril* pre- 
vía adición de 13 mi de glucosa estéril, al pocos
mi (2-3 mi) de la suspensión de gérmenes son suficientes para 
obtener un buen cultivo madre, después de incubar C- B7^C, 24 
horas, se observaba sobre la superficie del medio de cultivo 

una fina película blanquecina y uniforme que indicaba la\pre* 
sencia de un cultivo puro, pues en caso de infección del me* 
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dio aparecían burbujas en el seno del mismo y la película era 
de aspecto rugoso* Se agitaba la botella que contenía el ou& 
tivo superficial de Bacilo brevis, para suspender los gérme­
nes y luego con una pipeta estéril se aspiraban 50 mi que se 
agregaban a la solución de glucosa al 50%* se mezclaba por 
simple agitación y so sembraban todas las botellas por adi­
ción de 14 mi en cada una* Sa colocaban las botellas en ostR 
fa a 370C un tiempo que oscilaba entro 7-10 días y al final 
de este tiempo se observaba en la superficie del medio de,4n&. 
tivo una película do espesor variable, de color blanquecino 
en general el espesor do la película corría paralelo al rend& 
'diento de tlrotrieina*



áa la RasaSaa)

En la preparación del medio de cultivo para oh 
tención de tirotricina en superficie se utilizó, como se ind^ 
có anteriormente, la fórmula de Lewis y colaboradores, cero 
como única variante el tipo de peptona usada. Así, se utiliza 
ron los siguientes tipos de peptonas* de autolizado de estÓmg 
go, de carne por digestión pópsica y por digestión pdpsica- 
pancreática, de hldrolizado de hígado, de caseína por acción 
de la pancreatina y por hidrólisis ácida y además peptona 
teriológica comercial.

Con todos estos tipos de peptona se prepararon 
los diferentes medios de cultivo, se esterilizaron,?se inocu­
laron con el germen productor del antibiótico y sp ^hchbaron 
en estufa a la temperatura de 37^0, 7 días y luego sé proce* 
dió a la extracción del material bactericida de los distintos 
medios, siguiendo la técnica de Hotchkiss y Dubos (78). Al 
final del período de incubación se les adicionó uno de
los medios C1H cono, hasta pH 4,7, se dejaron a la t&yperatú- 
ra ambiente 34 horas en reposo, luego se centrifugaron, se dg 
cantaron los líquidos sobrenadantes y los sedimentos s4. tonta*? 
ron con alcohol de 95R en proporción de 50 mi por litro de mg, 
dio de cultivo original, se dejó nuevamente 34 horas en rapo* 
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ao y luego se filtraron a través Re papel do filtro, los ex­
tractos alcohólicos obtenidos se diluyeron con 10 volúmenes 
de solución de CINa al 1% y se obtuvieron los precipitados 
que contenían el antibiótico* los precipitados se separaron 
por filtración y se secaron en estufa a 3&QC hasta pesada 
constante*

Los rendimientos de tirotrieiná variaron en 
forma notable en los distintos medios, con lo que so comprobé 
la importancia que tiene la elección de la fuente nitrogenada 
para obtener un rendimiento máximo del principio activo con 
el mínimo gasto* Así las mayores proporciones del antiblÓtl* 
co se obtuvieron con el medio do cultivo que contenía peptona 
de autorizado do estómago y p&ptona de cario vacuna por digeg 
tlón pópales, luego le seguían los medios que contenían pspt& 
ñas de hidroli&ado de hígado y de caseína por dig<p$tlón pan­
creática* Los rendimientos menores de tirotrieiná se obtuvig, 
ron con loa medios de cultivo que contenían cono bése nitroga

/

nada peptona por hidrólisis de caseína en medió pepto-
na de carne por acción pópsioa*&anoreátigá y peptona' baeterij$. 
lógica comercial*

La estimación de tirotrieiná pe realizó por g3Q 
vimetría, el método de Rittenberg y el método bacterlostótioo 
de las diluciones seriadas*
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No de Beatonas M.Rittenberg Dilseriada Dil .real Gravimó 
tirotricina trico

(Gráfico NO 8).

1 .1*843 gr%o 1/56Í 1*1.128.000 ?.,240gr%o
8 * 1*078 gr%o 1/561 1*1.122.000 l,064gr#b
3 4,320 gr%o 1/121 1*242.000 0,300gr%0
4 0,981 gr%o 1/194 1*383.000 0,918gr^
5 1/194 1*338.000 l,oi5gr%b
3 0,311 1/181 1*842.000 0,30$^¡tr%c
7 0,403 gr%o 1/181 1*248.000

Noi* peptona de autclizado de estomago*
N02* peptona de carne (pápsica)
N83i peptona de carne (pápsica*pancre&tioa)
N04* peptona de caseína (pancreática)
N&5* peptona de hidrolizado de hígado
N&6* peptona de caseína (áclda)
ND7* peptona bacteriológica comercial.
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Se utilizó el medio de cultivo de lewis y co­
laboradores (88) y como fuente nitrogenada peptona de autol& 
ZQdo de estómago* las variaciones del pH estuvieron compre^ 
(lides entre 6,2 - 8,2 y se ajustó, *1 pH de los diferentes n& 
dios de cultivo con solución de/OH+Na al lc%. los pH fueron 
los siguientes* 6,2 - 6,5 <* 6,7 * 6^8- 6,9 - 7 - 7,1 - 7,2.
- 7,3 - 7,4 - 7,6 - 7,6 - 7,7 * 7,8 * 7,9 - 8 - 8,2* Se izg 
cularon los medios con Bacilo brevis, en la forma descripta 
en el capítulo Wíterior, se incubó en estoca
y luego se procedió a la extracción del priábípló antit)acté- 
riano siguiendo la tÓcnica de Dubos y HotoHkiss (78). Se -a* 

codificaron los líquidos de fermentación con C1H al 10% haStá 
pH aproximado de 4,5 - 4,7 se dejó 34 horas a la temperatura 
ambiente, se centrifugó, el líquido sobrenadante fué descarta 
do y al sedimento se íe adicionó alcohol de 95", en propcr* 
ción de 50 ni por cada litro de medio de cultivo x luego de 
filtró a trayóg de papel de filtro. El extracto aiaphólido 
obtenido se adicionó, gota a gota y agitando, sobre solucí^. 
de CINa al 1% y én estas condiciones precipitó la t^rotricí^ 
na, se filtró sobre filtres pareados y se secó en estufa hag 
ta pesada constante.

Se observó que en los frascos qué contenida



medio del cultivo con pH por debajo de 6*9 el crecimiento de 
los gérmenes no era bueno y la producción del antibiótico e- 
ra menor de 1 gr%o*

Por el contrario los medios que tenían plí coma 
prendidos entre 6*9 - 7*9 dieron siempre rendimientos del an­
tibiótico superiores a 1 gr%o. Los rendimientos mayores sa 
obtuvieron siempre en los medios de Cultivo en los que el pH 
estaba comprenido entre 7,3 y 7*5, Rendimientos que fueron 
de l,%0 gr%o<; (Gráfico 3),

Lewis y colaboradores (88) estudiaron también 
la influencia que ejercía las variaciones üel pH en ni rendi­
miento del antibiótico y llegaron a la conclusión que era mds 
importante la naturaleza química de los reguladores u-tiliza- 
dos que el valor del pH* Los mejores rendimientos de tirotr^ 
ciña los obtuvieron cuando el pH del medio era de 7*5,

pH

6*2
6*5
6,7
6*8
6*9
7*0

Rendimiento da tirotrlcina 
( gravimetría )

0*775 gr%?
0*876 gr%o
0*950 gr%o
0,995 gr%0
1,045 gr%o
1,100 gr%o



Influencia del *pH
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PH Rendimiento de tirotricina 
( gravimetría )

7,1 1,155 gr%b
7*3 1,210 gr%o
7,3 1,340 gr%o
7,4 1,340 gr%o
7,6 1,340 gr%o
7,6 1,200 gr%o
7,7 1,145 gr%o
7,8 1,090 gr%o
7,9 l$035 gr%o
8,0 0,935 gr%o
8,3 0,830 gr%o
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C) ág factores accesorios

Se empleó el medio de cultivo de Lewis pero 
como fuente nitrogenada peptona de catolizado de estómago y 
se le adicionó "corn-stoep".

El "corn-stoep" (138) se obtiene de la si­
guiente manera. El grano de mala es embebido en a^ué íatt- 
carado en tanques de madera abiertos, a la temeperatüyá'Óe 
45-52RC durante 40-48 horas, en esta formemos mSteriálZd&aá 
lubles son disueltos; esta disolución es ayuda-da po# elJ8Q^ 
que antes del proceso de máceración se le añade aloS'tan* 
ques para evitar putrefacciones. Posteriormente oí líquidp 
es concentrado hasta más o menos un 50% y esta concentrad^ 
crudo de licor "corn steep" es el que se usó en el medio de 
cultivo. Posee numerosos amino-dcidost alanina, arginina, 
ácido aspártico, cistina, ácido glutdmico, histidina, iso-
leucina, leucina, Usina, metionina, fenil alanina, prolina, 
treonina, tiroslna y valina. Más de un cuarto del # está 
mo alanina. Contiene una cantidad considerable del compío 
vitamínico B con excepción de tiamina* riboflavina^ nipcina, 
ácido pantogánico, piridoxina y biotina, tambión iáos ol, 
la mitad posiblemente coma fitina, las cenizaS^pó&ti^^ 
numerosos cationes. .taÍ44^qme^..Al, Ca^ 8d^ Cu^ 
Mn, Mo, K, Zn y anióheéi 8, P.
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El licor "corn-lteep" tenía un pH de 3,7 -4,1 
El"corn-steep" utilizado revel&t

N total 6,61 gr%
N amínico 0,794 gr%

Se le adicionó al medio de cultivo 10 mi de 
"eorn-steep" por litro de medio* El rendimiento do tirotri,* 
ciña fuá igual a la obtenida con el medio conteniendo* pepto- 
na de autolizadc de estómago*

Por el método do Rittenberg ti,348 gr%o gra^ 
vimétrico! 1,340 gr%o y por el de las diluciones seriada*t 
1/ 561 correspondiente a una dilución real de tirotricina de 

1: 1.132.000.



2) PRODUCCION POR CULTIVO EN
PROFUNDIDAD



Para ca&siderar una reacción del tipo fermen­
tativo (139) no es condición necesaria que haya liberación 
de gases. "In vitro" se pueden provocar fermentaciones con 
extractes de enzimas, libres de cdíulas.

Se puede decir quet "Una fermentación, en el 
vasto sentido en que el término es ahora usado, puede ser d& 
finido como un proceso en el cual son producíaos cambios qgí 
micos en el substráete orgánico, ya sean carbohidratos, pro* 
teínas, grasas u otro tipo de materia orgánica, pc& ía acci&q 
de catalizadores bioquímicos conocidos corno "enzimas" elabo­
radas por tipos específicos de microorganismos vivos.

a) glaagg gel 32 gSKESB&a&íáR*
Los primeros ensayos para obtener titotricina 

en medios aereados, agitddes sumergidos se realizaron en un 
aparato de laboratorio y se basaron en la descripción de un 
trabajo de Stokes (89), quién usaba un medio sintético pom* 
puesto de sales minerales, glucosa y como fuente de nit^á&pno 
un ácidó-aminado. El fermentador era de vidrio de 10 lítfos 
de capacidad. Se colocaba el medio de cultivo, a 7, en 
proporción de 5 litros por carga, la aeroación era de 1,5,li­
tros de aire por minuto y so inoculaba con cultivo provenien­
te de medio superficial de Bacilo brevis. Agitación e incub#*- 
ción a 370C, 36-60 horas.



El aparato consistía en un frasco de boca a& 
cha, ds 10 litros da capacidad, provisto de agitación mecá­
nica a una velocidad aproximada de 60 r.p.m. El aire era 
enviado desde un compresor por medio de un tubo de goma, en 
el que setíntercalába un filtro lleno de algodón recubierto 
de gasa, y luego un tubo de vidrio atravesaba el tapón y j&§ 
netraba en el frasco que contenía el mediqdecultivo ha3ta 
llegar al fondo del mismo (Ver figura JRpto franco
se sumergía en un baño maría cerrado, o en tapa^, cuyat+mpe* 
ratura se mantenía entre 35-379C*

La composición (91) del medio de ^cultivo era 
la siguiente:

Ácido glutámico 5 gr
GiaPQaJaCa.n&o sol.acuosa saturada 2 mi
POaHKa 0,5 gr
POgHsK 0,5 gr
SQgMg.THaO 0,2 gr
CINa 0,01 gr
SQ&Fe.7H%0 o,oi gr
SC^Mn.dHgO o,oi gr

Todas las sales disueltas en 700 mi de HgO
Glucosa 10 gr
HgO dest. c.s.p 1 litro





La glucosa se disolvió y esterilizó por sepa
redo. El pH del medio salino-nitrogenado, so ajusto a 7. 
Se esterilizó en autoclave 30* a la temperatura de J2 09C, el 
frasco conteniendo el medio de cultivo y conectado al fil­
tro. luego se inoculó con medio de cultivo superficial dé 
B.brevis y se incubó a 35-37&C, previa adición de la solu­
ción de glucosa estéril, poniendo en marcha el agitador y 
el compresor. Asépticamente se sacaba muestra del cultivo 
cada seis horas, a las 60 horas se comprobó la presencia del 
antibiótico* por el control bacteriológico, dilución 1/11 
correspondiente a una dilución real de tirotrieiná de 1* 
23.000, el método de Rittembergt 0,102 gr%o y pop ^gravime­
tría: 0,100 gr%o.

Para producción de tirotrieiná en mayor es
cala, se hizo construir un fermentador pilotp. Este formen* 
tador tiene una capacidad aproximada dé 1Ó0 litros y posee 
características tales que hacen de él un equipo Versátil 
iaz de adaptarse a condiciones muy variadas ya que po se c& 
nocían las necesidades reales del problema. Fundamentalme 
te ofrece las posibilidades de controlar los siguientes fa¿ 
toros:

1) Esterilización directa hasta presiones de dos 
feras de todas sus partes.
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3) Variaciones de temperaturas regulables.
3) Variaciones de presión hasta dos atmósferas. Sopor­

ta vacío.
4) Agitación mecánica regulable,
5) Entrada de aire esterilizado por filtración* regula* 

ble y que permite la agitación del medio de cultivo,
6) Controles de nivel,
7) Permite el agregado de cargas de sólidos y4iquidog 

durante el proceso, tomas de muestras y descargas parciales,
8) Permite la evaporación de las soluciones obtenidas 

ya sea a presión normal o al vacio*
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Posee uh sistema (Figura No 3) de calefacción 
de dóble fondo (19) cuyos dos puntos A y B comunican por un 
cano acodado formando un dispositivo (11) de circulación en 
termosifón, en este dóble fondo se coloca agua la que es c& 
lentada en el cauo de unión por un mechero al que Se le re­
gula la llama con el objeto de mantener una temperatura en­
tre 33-37RC. En el fondo de la cámara del fermentador hay 
otro dispositivo de calefacción constituido por"un serpen* 
tín (10) por el que se hace circular vapor de agua a presión 
desde una caldera y permite una elevación de temperatura s]¿ 
ficiente con el objeto de esterilizar todo el abarato y el

<; Jit.. '
. í-

medio de cultivo y en el caso necesario, Evaporar lás solu- i-'..''
clones obtenidas* "j

El aire que se envía desde el compresor circón 
la a travós de un tubo de goma de papedEs resistentes y adg 
más entr? el termentador y el tubo se intercala un filtro 
(3) de forma cilindrica, desarmable, en ol qué so-puede cag 
gar algodón prensado, terminado en un extremó porhun^p&Ao 
con rosca para ser conectado al fermentada# y por el ótrq 
extremo cerrad' con un tapa provista de una unión para $p- 
nectsrlo al tubo de goma*

El fermentado# está provisto de dos manómetros
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(5) (para la medida de presión y vacío) y un termómetro (6). 
También posee un motorcito de corriente trifásica que accio­
na un pequero agitador (7). En la parte inferior tiene un 
sistema de descarga (13). En la parte superior posee una 
tana con borde ve calza sobre la cámara de fermentación ha­
ciendo un cierre hermético, la tapa es desmontable y se ci& 
rre *"or medio de tornillos del tipo de'la^^de%Ha%toclave de 
Chemberland* Posee además dos mirill^^í5'3ó^S;;^eden ser­
vir también para cargar el aparato conJ6ct3r^^le3%s&li&os ,y$ 
en la erte central tiene una vdltulár(if--'^e=ise^^ilza pa- 
r ? practicar la siembra del medio-de'.cultivo* K1 aparató 
también posee un nivel (4) provisto 4epp¿^8iateB4j&p. extrac­
ción aséptica de nuestras para el coatfpi^á&sia.'fábrierción*
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b) Plasta & R&R&2 del Xagnieji^dpx.
Sonsigm^LsRga RR?xl^s

¿¿ pe acuerdo con las experiencias preliminares 
realizadas y ios datos de la literatura, so adoptó como "óp& 
ración tipo" la descripta por Stokes y Woodvayd ^91) y se 
trató de reproducir sus resaltados de acuerdó- cap el siguíe& 
t<*!
1)

la

plan;
3& Isa áa ganga*

La fórmula del medio de cul.t%%t^d#3g$okes e&
si^uientat

el

d-1 ácido glutámico SóO^gr
PO4HK2 aó gr

PO4H2K ,*3S*gr
SQaMg.THgO *RPW¿
SQaFe.THgO
SQaMn.4^0 Ws-gy
CINa o,^gr

Soluc,saturada de (HgPQa^a loó mi
HgO c.f+p 6Ó litros

El pH se ajustó a 7*
La carga del material se reafá só directamente

fermentado? sin tana y agitando por su dispositivo me*
*3... : .

en
cónico, se calentó por el serpentín a vapor manteniendo una



temperatura de aproximadamente 600C. En esas condiciones 3$ 
puede completar la preparación del medio de cultivo en 30 
minutos y está listo para esterilizar*
2) ge carga

La esterilización del fermentaren se realizó 
haciendo pasar vapor de agua a presión por el Serpentín y $1 
aparato alcanzó temperatura máxima de L309p¡¿ <

Se realizaron esterilizaciones del aparato a 
diferentes temperaturas y determinando 'elyH. antes y desnuda 
de cada esterilización* Tambi&n se Anféctd eí 'mtdio con un 
germen esporulado termoresistente: ; Bacilo sübtilis* Se e- 
fectuaron tomas de muestra a las siguientes temperaturas y se 
practicaron con las mismas* siembras sobre y caldo siia- '' 
pie. , '
Muestra

if';;

'agar Caldo 
simple

1) antes de esterilizar 2O9C ' 'W.'"'- Vr
+

3) despuáa de infectar con B.subtilis 3C6C
i
7 +

3) t! H tt tt !! H 1ÓÓOC 7 +

4) 4$ M tt 1! 11 H 1Ó500 7

5) ti 11 tt tt e s liase "'7 i 4
6) ti H tt tt u tt íao^c 9 - Ce

7)
8)

al enfriarse el aparato
!, M tt ti

4OQC
37

6
4,:

+



El medio de cultivo después de esterilizado se 
infectaba, se pensó que esa infección se producía al hacer p& 
netrar el aire al aparato y que el filtro era insuficiente pg 
ra retener los gérmenes aunque dentro del mían# se colocaba^ 

ví<- 
algodón bien prensado recubierto de gasa y éraS&áterilizad# 
en estufa a ÍBO^C, 3 1/3 horas, tiempo y temperatura sufici%& 
te naya esterilizar a calor seco*, Por si la invasión de jül- 
croorganismos extraños se producía por el aire ?iphuilaáot\an* 
tes del filtro sé colocaron dos Kltasatos íhtGrm*dÍ&rios*^&ñó 
contenía agua y otro solución acuosa gliéér&nadaí dbnde al' 
re burbujeaba. A pesar de estas precauciones el medio se in­
fectaba después de esterilizado y esto era debido a ciertas 
pérdidas del cierre del fermentador que fueron,paulatinamente 
localizadas y &1 ser subsanados estos défect^%¿gs^oonstrucción

'""el medio permanecía estéril después de haberlo esterilizado a 
120&C 1/3 hora y se adoptó esta técnica de esterilización oo¿ 
mo definitiva.

3) lácjAim ^21 Má¡t9..3a MMÍRAxc
Se realiz ron numerosos ensayos para decidir 

la técnica nds adecuada parq, efectuar la siembra del medióde 
cultivo del fermentador y adicionar la solución de glucosa eg 
téril, sin producir contaminaciones. Se decidió practicarti& 
inoculación con un medio de cultivo en superficie de Bacilo 



brevis, contenido en un fraaco de boca ancha, provisto de un 
tapón de goma con dos tubos acodados formando sifón, en esa 
forma y previo flameado intenso del caño de entrada del ferpieg 
tudor y del tubo del frasco que contenía el cultivo se prac­
ticaba la siembra, adoptando las máximas precaciones de 
rilidad* Existen muchas posibilidades de contaminación dura# 
te esta etapa pero para evitar posibles accidente* ge reall^gg 
ron las siembras manteniendo el medio do
alendo en cuenta la termorresistencia del 
problema mayor en la industria do los antlblótlcS%^^á^evi3^ 
la contaminación de los medios, yds aún en el casó^sspecial 
de la tirotriclna en que el germen posee grandes exigencias 
nutritivas y necesita condiciones especiales no para reprodu* 
cir-e, sino para originar el antibiótico.
4) SXKggg&áaáaEgggia á&áRiggKgcááD 3&BR*

La composición del medio de cultl^fué la de
la fórmula de Stokes (91) modificada en oolaburápión con Wood-

Ácido glutámlco 550 gr
Glucosa 500 gr

P94II3K 55 gr
PQ4HK3 25 gr
sQaMg.THaO 10 gr
CINa 0,3 gr
HO^Mn.dHgO 0,5 gr
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SOgFe.THgO 
(PO^Ia)gCa.HaO

11^0 dest. c.s.p

0,3 gr
100 mi da una solución sa*

tur ida

50 litros
El pK se ajustó a 7. El aire insuflado fdB

de 1,5 litros por minuto* para cada 5 litros dé medio.
medio de cultivo, menos la glugosa, se esterilizó a 12Ó§C 
1/2 hora y cuando la temperatura del mismo había desceñid# 
a 4S-603C se efectuó la inoculación con un medio de cultiva 
superficial de Bacilo brevis de 34 horas de incubaciÓn y se 
adicionó además la solución de glucosa estéril* Be incubó 
a una temperatura de 35-8700, 4R horas. La extracción del 
antibiótico se realizó por la técnica de Dubas y Hotohkiss 
(78), Se realizaron cuatro ensayos y los resultados obten&
dos fueron los siguientes:

Ens«yo Método 
ha Rittenberg

Diluciones 
seriadas

Concentración Gravimátrico 
real de T

Se obtuvieron rondimleutns do

1 0.093 gr%o 1/11 1 : 23.000* 0,093 gr%o
2 0.100 " 1/11 1 t 22.000 0.104 *?

3 0.096 " 1/11 1 : 22.000 6.099 %
4' 0.101 " 1/11 1 29.'?G0 0.103 *

tirntrlciná.
jantes a los indicados por Stobos y Noodward, pero comoW



la preparación del medio se necesita ácido glutámico, sustan­
cia que desde el punto de vista económico resulta costosa .pa­
ra la obtención en gran escala del antibiótico; se decidió 0- 
fectuar ensayos variando el tino de materia nitrogenada* A&t 
en lugar de ácido glutómico se utilizó poptona de autolizado 
da estómago que en cultivo en superficie hábia dudo los 
res rendimientos de tirotricina.
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C) RS.W19 ¿a PKPáimsaáR ¡a R2R 3gaiSARaR&Bnaa

1) Se preparó el medio de cultivo indicado por 
Stokes y Woo&ward (91) pero se reemplazó el ácido glutdmlco 
por peptona de autolizado de estómago.

Peptona de autolizado de estómago 6 )0 gr
Pd&HgK 35 "
PQaHKg
sQaMg.7i]gO
SQgFe.THgO
S Q^Mn*4HgÓ
C1 Na

35 "
10 "
0,5 gr
0,5 "
0,5 "

(pn^na)3Ca.HgO en sol,saturada 1ÓQ mi
Hg'' destilada e,s,p 60 litros

Se ajustó el pH hasta 7$ se esterilizó el me* 
dio a 120MC 1/9 hora y cuando la temperatura del aparato hp¡¡* 
bía descendido a 45-5Ó!*C se practicó la siembra con un cúítl* 
vn en superficie de Bacilo bravie de 34 horas, y además M'B* 
diclonó'la solución de glucosa estéril al 50%, Se puso en^ 
vimiento el compresor y el agitador. Se sacaron muestras del
Medio cada ?n horas y se sembraban sobre ager inclinado y 
do simple y se observó quo no habían ocurrido cont^ü.naciohÓ$A

MI crecimiento del Bacilo braviaren este medio 
y habiéndose realizado la incubación a 36^0, ora normal pero 
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no hubo producción dpl antibiótico. El líquido de fermenta­
ción crudo y elaborado según la técnica de Pubes y Hotchkisa 
(78), no demostraron poder antibiótico por al mótodo de lás 
diluciones seriadas y por la tácnica de Rittemberg la reace 
ción del triptqfano 616 negativa.

2) Como con el medio conteniendo peptona d%W)¡¡ 
tolirado de estómago no se obtuvo tirotricina, ss pensó quó g 
tilizando peptona de gluten que contiene ácido sintónico,en 
proporción importante, se obtendrían r*sult¿d?3 favorables*

í

Se 5 re ;aró $1 medio de cultivo de atokes y Wocdwarg (31) pero 
en lugjr de ádido glutámjac se utilizó peptona de/gluten que 
se reparó en la form? siguiente! *

Se Colocó 1 kilo de gluten én ún fraBco de 
drio Pyrex se le adicionaron 20 gr de papaí^, (tituló 1*16% 

F.A) más 7 litros de agua destilada y se ajustó elpH hasta 

6, se calentó a 70-800C por espacio de tinco hq^a** so hiryiÓ 
para destruir el exceso de fermento* so enfrió en^óáyara fri* 
gorífica. Se concentró al vacío y se desecó por Spray*

Peptona da gluten 750 gr
poaHKa 85 "
PTaMgK 25 "
SQaMg.THgO 10 "
S04,Mn.4H30 0,5 gr

SCaFe.7HgO 0,5 "
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CINa 0,5 gr
(PQ&Ka)aCa.H20 en sol.saturada 100 mi 
HgO destilada c.s.p 50 litros

te

Se ajustó el PH hasta 7, sé esterilizó ei medíp 
a 12093,1/3 hora, se inoculó con un cultivo do B.brsvi%^y 
se adiciónó la solución estóril de glucosa. Se puso epi^ 
cionamiento el compresor y el agitador y la temperatura a* 
mantuvo en 35ac. Al cabo de 48 horas se observó que el 
cimiento del germen era normal pero l^s pruebas do ldentii% 
cación del antibiótico dieron resultado negativp.

3) Otra modificación del medio fuá utilizando 
peptona de gluten y ácido glutámlco *n las siguientes'ypa* 
porciones:

Peptona de gluten 600 gr
Acido glutdmico 50 "
POdHKg 25 "
POaHgK 25 "
*04Mg.7H20 10 "
sa&Fe.THSO 0,5 gr

SQ&Mn.dHgO 0,5 *
C1N& 0,5 "
(PQ4Ha)a*HgO sol.saturada 100 al
HgO destilada c.s.p 60 llWw
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8e ajustó el pH hasta 7, se esterilizó a
ISKJ^C 1/2 hora y se operó en la Misma forma que en 2). 
hubo buen crecimiento del germen, pero los ensayos reali­
zares para revelar tirotricina dieron resultado negativo*



IV METODOS DE CONTROL DE LA PRODUCCION DE TIROTICINA
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Má&RRaa áa la i&aágssián án Tirotricina

Contrariamente a lo que ocurre con la penic^ 
lina en 13 tlrot.'lcina no se habla de unidades sino que se 
la exorasa gr^vimetrlca^nte, por el método de las dilu­
ciones seriadas, ego ge debe a algunas características. 
la misiva que la diferencian de la penicilina. Por ejemplo 
la tirotricloR so consigue fácilmente como un producto re­
lativamente puro y en soluciones alcohólicas y dispersio­
nes acuosas es estable.

Sin embargo para medir la cantidad de tiro* 
trícina apárte del método gravimétrico, según la*tácnicade 
Dubas y Hotqh^ian (91) cue resulta la más satisfactoria pe- 
re es muy laboriosa, en.la práctica diaria se emplean bará 
determinar el antibiótico en las varias etapas da í¿^fá$W* 
cación los siguientes métodos!

a) El poder hemolítico
b) El contenido de triptofano
o) El noder antlbacteriano

a) El ¿adSK asaalíálAR*
Dimick (140) describe un método da 

valoración cuantitativa de la tirotricina en los medios dt 
cultivo basado en las propiedades hemollticaa de la misma*
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Con este procedimiento se determinan peque­
ñas cantidades, alrededor de 103 mgr de tirotriclna por li­
tro de medio con una aproximación de 5%.

Para la realización de esta determinación^)^ 
necesita*
1) Preparar una solución standard de tirotriclna en alcoRdl 
de 95^ 50 mgr de tirotriclna se diluyen en un litro de &í<* 
cohol de 950, La tirotriclna tipo usada fuá provista por 
la casa M&fds,
9) Rgaiggaáááada FRapaa&láa

necesitan ratas de una cepa 8prague-Daw¿ 
ley, a l.as^yue se íes extrae sangre per punción del cprazÓn 
y se la coloca sobre un anticoagulante. Se centrifuga el 
material para separar los glóbulos rojos, los cualeá*pr3* 
vio lavado se resuspenden en solución de CINa al 0,87% ^eh 
proporción de 10 veces el volumen original de sangre, ge 
conserva en la heladera pero debe prepararse cada tres o 
cuatro días.
3) Las determinaciones se realizan en un colorímetro 
lóctrico de Klett-Summerson con filtro 660 my.

Es necesario determinar la curva de calibea# 
ción del aparato para cada dilución de hematíes. Se usan 



siete diluciones diferentes de la solución standard de ti- 
Botricina en alcohol de 953 para así obtener la curva del 
colorímetro,

ha determinación se realiza pesando una cao** 
tidad determinada del producto obtenido por el método de 
Cubos y Hotchkiss y luego disolviendo en una cantidad dés 
terminada de alcohol de 95°+ Si el ensayo de estimación 
de tirotricina se quiere hacer en un medio dé cultivo, tr­
aspira con pipeta 1 mi del medio, previamente homogene^a^ 
do por agitación* se coloca en un tubo de centrífuga cónl— 
eo* se le adicionan 9 mi de alcohol de 95*, se pgita Vlgo% 
rosamente* se centrifuga y luego con este extracto alcohó­
lico se hacen diluciones con alcohol y se efectúan las de* 
terminaciones calorimétricas.

Para conocer el número de microgramos dé' 
tirotricina por mi de cultivo se multiplica el número de 
crogramos leídos en la curva de calibración por el fact¡% 
propio, este último depende do la dilución del extracto 0%* 
cohólicot 
microgramos leídos x factor w tirotricina por mi de cult&Po

Con éste método Dimick comprobó que utíííépn* 
do el método de extracción de Dubos y Hotchkiss (78), el 73% 
del producto crudo era recuperado*
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Este método es satisfactorio, pero para efec­
tuar varias determinaciones de diferentes medios de culti- 
vo, es necesario establecer una curva standard para cada íg 
te de sangre y poseer ratas para que provean la sangre.

b) §1 sas&saá&s ás

Rittenberg, Stenberg y Bywater (141) descri* 
ben un método para estimar rápidamente tirotricina en me­
dios de cultivo superficiales o aereados sumergidos. Se 
sa esta técnica en el contenido del amino-ácido triptofano 
en la tirotricina, el que en contacto con determinados rea# 
tivos da reacciones coloreadas* 
Procedimiento ensayador

Muestras pesadas de tirotricina stan­
dard fueron disueltas en alcohol (especialmente ful usadg^H^ 
cohcl etílico absoluto) para dar soluciones de la concentra* 
ción deseada y con las mismas sd determina la curva del cola 
rimetro* las soluciones alcohólicas son estables y pueden 
ser mantenidas indefinidamente* El color es desarrollado 
por añadido de 0,5 mi de p-dimetil omino benzaldehido al 6% 
en C1H concentrado (preparado diariamente) y 0,5 mi de ál* 
cohol en 5 mi de C1H concentrado* Esto es seguido por a^a#& 
do de 1 mi de sol.alcohólica de tirotricina obtenida de un 
medio de cultivo. Si la tirotricina está presente, qesarrb* 
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lia enseguida una coloración rosada. Se deja cinco minutos 
en reposo y luego se le adiciona 1 gota de una solución a- 
cuosa de NOgNa al 0,2% y un color azul aparece en pocos se­
gundos. La densidad de color se lee después de 15 minutos 
en un electrofotómetro de Fisher, Modelo A.C., filtro 650 
m Un tubo conteniendo 1,5 mi de alcohol, 5 mi de C1H 
concentrado, 0,5 mi de p-dimetilaminobenzaldehido en sol.al 
5% y 1 gota de solución de NQgXa al 0,2% os usado como bla& 
co.

Para comprobar si hay tirotricina en un medio 
de cultivo y valorarla se proceda en la siguiente Iformat

Rn un tubo de centrífuga so miden 5-10 mi de 
la muestra, se ajusta el pH 4 - 4,5, por adición do una can* 
tidad predeterminada de ClH.se centrifuga, el líquido dcibro.^ 
nadante es descartado y al sedimento se le añaden 5 mlde^ 
cohol, el sedimento as así resuspendido, el tubo es agitado 
10 minutos y luego dejado en reposo 20 minutos y recentrifg 
gado.l mi del líquido claro sobrenadante es usado para efeq 
tuar la reacción coloreada* Esta cantidad es equivalente a 
1 ó 3 mi del líquido de fermentación, dependiendo de la prg 
porción de la muestra inicial* El orden puede ser aumentad 
do si es necesario por variaciones de la muestra inicial p 
del volumen de alcohol usado para la extracción, aeneralmeg,
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te 1 mi una solución conteniendo standard es
comparada con cada serle desconocida* La cantidad de tiro— 
trielna en la muestra desconocida es calculada con la curva 
trazada para el elecirofntómetro de Fisher que se usó en las 
determinaciones de esta investigación.

Con aste método so pueden determinar hasta va­
lores de 23^ por mi con una aproximación de 5%. Tiene la^Veg, 
taja de que trabajando en serie pueden realizarse de 49*8^^ 
terminaciones en 4 horas.

El método no es específico para tiáotricinhy
se abren como mínimo dos series de críticas:
a) La proporción do gr; .icidina y tirocidina cató sujeta, á 
los cambios de las condiciones de fermentación o a ^as dif&r%t 
tea cepas do organismos, pero los resultados obtenidos pdy 
Rittehberg y bimlck indican que tal variación no ocurrió'ep
el transcurso de las variaciones ensayadas.
b) Turbión es posible que sustancian no untrPióticaa conte- 
alendo triptofano soluble en alcohol e insoluble en agua pue­
de est^r en los distintos aultivos, dando de este modos re­
sultados altos. Solo ol 80% de la tirotricina determinada 
por el método descripto es también semejante a la aislada 
por Diitiick y determl ada por el método hemolítico.



g) Ká&oáa
Paro controlar tirotricina se usa 

también el rétodo brcteriólógico (91) de as diluciones se­
riadas, colocando concentraciones diferentes del antibiótico 
en contacto con gérmenes testigos. Lo tirotricina de un me** 
dio de cultivo puede estimarse cualitativamente, centrifugó 
do una porción del mismo, 1 mi del líquido sobrenadante esji 
Xa ido a igual volumen de un cultivo de más o menos 5 horág, 
de Mlcrococus conglomeratus (cepa M.Y), en caldo, e incubad# 
2 horra a 37^0, la presencia de la sustancia antibacterial gg 
ra revelada por lisia del cultivo. Este ensayóles sencillo 
y seguro y se adaptó para determinaciones cuantitativas, no 
solo utilizando tirotricina aislada por lo tócnica de Dubos 
y Hotchkiss, con ligeras modificaciones o p^ro valorar tiro- 
tricina directamente de un medio de cultivo, procediendo en 
la siguiente forma. Una cantidad determinada del cultivo e* 
centrifugada y resuspendida en alcohol etílico en igual pro* 
porción que el volumen del alícuota usado. Dejar reposar 24 
horre a temperatura ambiente y luego esto extracto alcohóli­
co es diluido con agua y se hacen diluciones seriadas, la 
níma cantidad necesaria ^sra producir lisia del germen test& 
go indierró la actividad del antibiótico. Ceneralmente 4^; 
de tirotricina son suficientes para provocar lisis del %ic% 
organismo. Pueden ser usados otros microorganismos testigos
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como el Lsctobacillus case!, estafilococo aureus, etc*

Para valorar Tirotricina en preparaciones fag 
macéuticas del tipo emulsión o ungüento Reedy y Wolfson (14S) 
describen una tóenlos de extracción del antibiótico con al­
cohol y propilen-glicol, luego preparan diluciones con alcohol 
etílico y siguen la técnica de las diluciones seriadas, emy&#ag 
do como germen testigo* Streptococcus fecalis (M-19).

El método de las diluciones aerisdas do valo^ 
res aproximados de la concentración de tirotricina, tanto e& 
líquidos de fermentación como una vez elaborada la tirotric^ 
na y realizando la determinación bacteriológica cóh la solu­
ción aicohólicí* de tirotricina.
NíMn adaRtasiR*

Se realizaron o tupios sistemáticos para 
gar a un método que dió resultados satisfactorios en lo qñat 
se refiere a la uniformidad del método y a la rapidez. Es R 
na técnica de diluciones seriadas y sirve paro medir el ant^ 
biótico en medios de cultivo, la droga elaborada on formas 
farmacéuticas variadas.
lésnísa*

Se utilizan 18 tubos conteniendo cada uno 6 
ml.de caldo simple a pH * 7.

Como germen testigo, Stafilococcus aureus ÓR 
pa (2U9), cultivo de 6 horas en caldo simple y posteriormeR

ml.de
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te diluido 1/10,
Como control se emple? una solución alcohóli­

co de tirotricine el 2% de le que ei* el momento de 1c titvlg, 
ción se hace una dilución 1/40.

Tubo Cantidad de la so­
lución a medir Corresponde a 

una dilución Dilución real 
de tl.rr'trioi^í

1 0*5 ml^del material 1* 11 1:22.000a'pedir
2 0*5 mi* del tubo N^l lqiai 1:243.000
3 0,3 " " * n 1,194 1^388.03$
4 0,2 " " 1,386 1:572,000
6 0,1 " " n u 1:561 1*1.128*000
6 1 " " u 1:736 1:1.452.000
7 0,5 " " ti 1*1331 1:2.662.000
8 0,3 " " n 1*3137 1*4.274,006
9 0,8 " " 1*3146 1*6,292*009

10 0,1 " " f! n 1:6171 1*12.34^000
11 0,05" " t! 1:12.221 1*24.442,000
12 5 mi*Ido aimp;le (control).

Se agre g¡a a coda tubo 0,1 iSi. del cultivo de'a
St filcccocus nireus, diluido 1/10,

Se coJO' -n los tubos en estufa a 37'' C. y se 
hacen leonuros periódic a, o las 6, 12 y 84 horas y se Óár.Jpp* 
mo poder b^ct^riostático de Ja tirotricina la máxima dilución 

en el tubo que no se observa crecimiento del germen.
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Al medir líquidos de fermentación es necesario 
calentar previamente el material par?' destruir las formas ve­
getativas y evitar el desarrollo del Bacilo bravia que moles­
taría en la lectura. Se coloca el material en un B.M a la teg 
peratura de 60^C durante 5 minutos* con e^ta simple variante 
se évita tener crecimiento del germen en 24 horas*



V

CONCLUSIONES
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Re olaneó este trabajo c^n el objeto de contri* 
bulr al n;ejor conocimiento y posibilidades de industrializa* 
ei&n de la tirotriclna con materias primas del país.

Se e&tudld la biología del Rabilo bravia, obse& 
vnndo la influencia do varios factores: nH* temperatura, mata* 
clones, sobre su capacidad de producir tirotricina.

los ensayos desarrollados por cultiva en super* 
fióle del Bacilo bravia han proporcionado resultad^a positivos 
pues so obtuvieron buenos rendimientos de tirotricina con 09I* 
do de cultivo preparado en base de materias primas ouy&^CormS 
de obtención so detalla.

loa ensayos rualia^dca por cultivo en prófundi* 
dad (mátodo aereado sumergido) han permitido reproducir expe* 
riendas relatada en la literatura pero no so han podido reata* 
plagar los medios nutritivos reconocidos por otros más aGon6a& 
eos, pues a pesar de obtener buenos desarrollos del germen no 
so consiguió aislar tirotricina en cantidades awrcclables. Se 
detallan variaciones en el método fundamental que no conduje* 
ron a mejoras en el rendimiento.

la producción de tirotricina obtenida on cade g, 
&^AOic^..:........... .....j
A.........

l3-fO-2oc^
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no do '.os casoa fuá controlada por cátodos químico y Bioló­

gico cuya técnica
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