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CAPITULO PRIITRO

Congideragiones Genoralen Sobre Antibidticos

In los principios do 1la 'icrobiologia se observaron fendnme-
nos de incompatibilidad o antugonismo entre diversos organisnos. Asi ﬁAK-
AL en “liicrobial and Antibiotic Substances", enumera algunos antiguos

ejenprlos de este curioso efecto observado.

=n 1876, JOHN TYNDALL, observando cultivos de hongos y bacterias,en=
trevid una lucha por la vida, un verdadero antagonismo, ont;o la 'Baoie-
ria® y el "Penicillium”, IIn esta lucha parscia triunfar 1la uBaoteria@.ya
que por lo general, mataba al "Penicillium® produciendo un caracteriotie
co pigmento verdase.

En 1877, LOUIS PASTEUR, fTrabajando con cultivos del 3Bacillug Anthrae-
cis, vid que con sl agregado de bacterias ccmunes producianse modificae
ciones en el poder patdgeno dol germen y hasta se inhibia el crecimiento
del mismo.

A través de otras experiencias de esta indole, se fluc conociendo
nejor el significado de las interrelaciones antagdnicas y sinergicas de
los microorganismos, y PASTEUR ya vislumbrd en aquel entonces, la conse=-
cueincia Gtil que estas interrelaciones pudieran tener en la lucha humana
contra las enfermedadose.

In 1835, BABES, al estudiar la accidn antibacterial, demostrd que
sra debida a la produccidn de una sustancia de composicion quimica defi-
nida, y ya en 1837, so pudo poner mejor en evidencia estos fendnmenos an-
tagdnicos al introducir GARAE el método de las dilucionos seriadase.

Los avances ds la Vicrobiologia y de las tecnicas de laboratorio, a=-
delantaron log estudios sobre el antagonismo y una consecuencia sernalable
de e8llo, fué que en general, se dsjd de considerar al suelo como reservo-
rio de gérmenes patdgenos, ya que estos en su gran mayoria nueren al caer
en 8l, bien porques las condicionss del medio no les son favorables o por=-
que existe allf una flora antagdnica que los mata. Se excluyen de esta
accidon los micrcorganismcs ssporulados que ccnservan sus propiedades pa=

tégenas.
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Fara explicar eotas noclones antibactorianns surgid el téruino

santididtico® quo significaria negaoidn o destrucoilin de la vida,
ﬁh 1942 VALZIAN y otroa, sugirieron el tlmino *antibiltico® y
“ofoccto antibvibdtico” vn relacidn con agenten antibacterinnos ds orie
sen nleroblinoe

Zog antibiSticos fuvron gqefinidon por WALIAN en 19471 pon guce
toncian antimicrodinncg producidas por microorganisios®y poro frecuene
tenents el céntico ¢e &se término ha sido amplindo para incluir alpu-
nag eastaneias seweJmatog producidiae or gsores anirales 0 vogetnles
QUTCTiordse

hwolooiily 6nr cus ostudlos log defino c¢omo: Yagentos antinlcrobin-
o5 producicos por cdlulas vivas"e

Lctualrents ol tdruino wntibidtico se utiliza en un gsentido rue
cii0 123 ostricto, dicicndo:r®™ con arecntes ewntinmicrovinsos producidos
por bactsricg, levaduras, hongos y otros vegetales vivos'.

Telie FIILO, log define ce 1la sipuiente monera:® entendenos coe-
0 custancia antibidtica, tods sustancia orginica producida por nie
croorscniscos no patdgenvs, que ejercs su aceidn impidiendo el crecie
micnto o la actividad de un sepundo ndcroorianisioy cuando gs halle

nrocente on un nmedio apropindo para el crecizicnto o0 para la activie

cad normal dz ese sesundo nicroorsanicHo?s

D O T % W ap w» T W
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w0 dentag Jronoldileo ds 109 Antib bidticos mg Importrnten

gy i ‘I*\ - A/

2n 1 prietic 5, va prende la contidnd Qo antibidticos conoecidog.

LY

¢ elicoy y derido o 1la inportarncia que hen adquirido en lon canpos de

1z for pin ¥y de le tli-centneidn, rorcceon citarse lo penicilina, estrope
tonicing, tirotricir ., neomicinn, cloreaicotisn, aureonicing, terranie

cinz ¥ Licitr.cinue

dos zucenos que jolonsn hastu hoy el cctudiv e esta ocpacialided
n 1520, T IUH Y LUL aplicon cultivos Qe Poceudoncnag pyocyanan

~Ctarde, em 1910, JLOIHLS Y 2LUSIT eitan el Acido penicilico, obe
tenido Qe cultivos de Jeniellliun puberualun y Tenicilliun eyclopiua cue
tenfe una aceciln rolativa conre gdmnencs Grom popltivos y negativon y
clounas levasuras.

Coore log gOracnes Owics pusitivos y nepativos twndiln actia la pio-
cimminzn, obtenids en foru ceristalizada do culsivos de Dceudononag pyo-
cyonea pOor I ¥ STIASK en 1924,

el misio (o0, GRATIIA Y TATI, egtudivndo copss Qo actinonices,
hWoy lla-adag Streptosycues albus G, obtuviere: lu actinomicetina de ace
cidn cobre olgunos micrecorganiscos Gra pocitivos y negativoc

In 1939, ALIJAS.T0w ZLIILG descubre uns de los antibidticos ras
i=portantesy 1o penicilinag, obtenida del Zenicillium notatun, de nure
cala accidn sodre glruencs Crum positivos y algundos Gram nogativos.

n 1032, U203 extrzs de cultivos de Iaecilo brovis, la tirotricie
ruy, de acclln vovre gércsnes Crun positivoc.

v ot ¥ WOuDIUSS en 1940, alslaron dul suclo una ospecis do ace
tinozyces que pertonncia al tipo de Actinomycetes coromdgenas de accidn
bacteriostitica y bactericida que se denorzind Actinoriyces antibioticuc.

Tel cultive de este hongo ulslaron una sustoncia gue cristalizada,

fraccionaron en dos: Actinomicina A y 3, antagfniocas do gdrmenos Granm

pocitivos y negativoa y tumbiln funglestiticase



Tazbién ollos o on 1942, alplaron la estreptothricina, activa con-
tra 103 migmog genncness

in 1943, de un hongo, el .spsrgillius flavus, VHIYE y EILL aiplae
ron ¢l 4cico acpergillico, de accidn contra bacterias Crum positivas
y noegetivaseTel mioio hongo y en ol niemo ailoy, TUSH y GOTil, obtuvie-
ron 1o flnvicina, de accidn nas nmarciada cque la nonicilina sgobro dee
teruinados orgunicaos Gram positivos.

In 1944, LAGLLD y LCHATLS, descubren la estreptozicina, de gran ime
portancia terapCaticu pues posse una enérgica accidn contra ouchos
cermaeness patdeenos, destacindose la qus ejerce soovre vl bacilo de la
tuborculosis, covre todo do 1la copa hwaunae ‘

Im ol nmisno alio, .0 U0, LRIl y ilSUCK descubriercn la flavicidina
y Jolod y HInsCiills aislarcon 1la suotilina,

Tembien en 1944, GoUCH y BIASIIIIGVL, alslaron de un germen del guse
10 una sudtancia vactericida que denoninaron gramicidina Se

A Tines de 1943 y duranto 1944, go catudid un cgento cutibactoriano

nuevo, aislado dv cepas dol Baclilo gubtilis, variedad Lichenirormes,
qus fue llznando bacitracina, y es ol antibidtico que vomos a ostudiar
en agts trabajo.

ddag tardo O/ xWtilly COUILILS y (2TlR000, o partir de un Stretéoyco re-
lacionado con vl Ctreptormyces lavendulacy obtuvioron 1a chloromicstina
do accidn sodro bacterias Cran positivas y negativas y ruy active go-
Lre la iilcxottsia prowazoxie

Un paso importants en cl cimino de los antibidticos, fue el logro
de la aurscnicina, aislada del Streptomyces aurcofaciens en forma cris
talina.la aureomicina, de aceidn nas bicn bacteriostitica que bacte=-
ricida, es activa sobrs log gérmenos Gram positivos ris que sobre los
Gram necativos, toniendo tembién accidn sobre las RUckettsians y algu-

nos viruse.

A partir del Gtroptomyces fradiav, obtenido dol suelo por wAKSLAl
y CURTIS en 1915, el mismo '7‘ET'Al en colaboracidén con LT-CIEVALITR,

obtuvieron on 1945 neomicina, antibidtico que poces accidn sobre
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baocterins Oran positivas y negativas, dobiéndose seilalar su partiocu=
lar accidn sobre varias foruns de Xycobaoterium tuberculosis y otras
l'ycobioterins, no teniendo acoidn fungicidae

Tarbidin de un elurento del suelo, el 3 reptomycos lavundulas o,
3531Cy ... 3l y 9trosn colaborasoras llegaron o una gustancia que
danoninaron ctreptotricirn VI por ou semejanza a la streptotricina
en cuento n pus proviedades entitacterianles y quiriens, con 1la cone
vaniencia de su nenox toxicidade Je debo aseflular ou pade;;sn accidn
tuborculicidn y tubirenlosstitica; tiene aceidn sobre ciertos honios.

Sicuiengo con los eptudins cobre lrmencs del cuslo, ge 1llegd a
obtener un antibidtico irvortantiniro por ous aplicacionts terapluti-
cas v qua dado gi orirea’fue denoninado terranicinae

Se debe indiecar cue de anirnles y veosetales superiores se alslaron

pustaencins antibacterinles cue rnovtenzcen ul campo ée log antibibti-

-

RS Tl a ]

cogy asl TLIUING obtuvo de la clera de huevo un principio enzinatico

O

que denonind lysotyre, nicludo nmis tarde de tejidos animales y vegee
tales y de diver=zog hurores (légrimas, saliva, etce e

Ya cn el torreno de los vegutalee puperiores encontranos que CAVA
LiITo vy 2215507 alglaron el Allium sativum, la allicina de aceidn
gobre bacteriag Grom positivas ¥y negotivas.

sctualzents se nnn sintetizado algunos productos da propisdaden
enflo;as o ciertog antibibdiicoes naturales, ccmo acil tanbiln son ru-
chas las custoncing antivbactoriunas cus ga duscubrene —5i0 nos per=-

nite deci» cus on este terrend Tosta LMUCIL aun pOr lacCr.
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Brovog Jiocioneg pobre .‘ntibioticotsrania

1 esjectro antibacteriano do un antibvidtico circune

da loa tipoa y especies de los nicroorganiasmos patdconos qus son ine
hibidos y cmorticuzdoes nor la droga. ilay indudablemecnto ruc:os acen=-
tes antivacterirncs que mieden inhibir todo ti-o ge hacteriay osto
haria pencar on un bactericida universal, poro desaforturnadanenta,
pare que una droga lle_u:z a poseer tal poler, tendria que aplicarsge
cn concentraciones tin frandug, que recultan toxicas no colo rara lags
beacterias cins trmdidn nara 1oz tejidos adordo ellas viven.

Cuaarndo co hable de un egnecivro antibncteriano, sa da a cntonder la
varinedad dc¢ bactoria woorticusda o inhivida nor un antividtico corae
cifico o una drorn conconvrada aue no daln los tejicdoze o3 antibibe-
ticou gon sulectivos on ru acsidn y ssts gulectividad por suorte co
guper "ono en alguna cextcensidn,

Un eatulio conparativo de la accibn inhibitoria do varios antibid-
ticog oobre bactorias alclaudas nn gido hociio por FMNULIL Yy TWIUITITe
A artir do 225 cultivos faringeon, losrudon o 163 raoicntes con
enfernedndus regpiratorina, owtuvieron TGV cultivoa wvinlaldove X ntoo
faeron expuestos ¢ 1a 1ccidn imhivitoria ( In vitro) do 1la basitrae-
cina, poenieilin:, osiropntozicina, aurceonicinn i clorumicetina.

o1 procedinior.to b .cturiold;ico posuido nor FNIGS T Yy T TIT fue
0l ciguiente: se usarson hisopos nzeos sctarilcs para rastar las ree-
glones de las az=igdalas en mnboag lados do 1la faringe, ce colocaron
on 5 oce da caldo nuttlintz quo conteniz ¢,1 /J de glucoor y co incu-
baron a 37,9 °c duranto 6 a 8 horase Ucando 0,2 cce decl cnldo co hi-
civron nuboultivos a tubsc con cnldo de sncayo do antihidtico en loso
que ol voluren final, con 8l agrecado de to2ogc los reactivos, era do
1C coee Las molucicnos rospuvctivas de antibidticos co prepararon pre-
vianento y se mantuvieron & - 59 °C. do nodn cue un cc. descongelado

y agragado al tubo de cultivo dada la concentracidn final eastadleci-

dae /1 nigmo tienps sz Liciaron costrias en una placz ée aGAr BanCTOe

<
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Los tubos y las placas oe incubaron a 37,5 °C Y se obgservaron a
las 8 y 20 horawse

Se hicleron extendidos do coloniags sobre 1la placa, y de los tubos
gue rostraban grocimiento. Cuando se nocenitaban aubcultivoa,pgrn i-
dentificar con mayor oxnctitud los organinmon, ese hacfun los repiques
en nodios ¢diferencinlen; og decir, loa basilos Gram nugativos se trange
firiercn a medios azuc:ruadoa apropiados para ou identificacidn,

‘2 los cotudion do inhivieidn, los tubod que contenfun los organise
108 gungendidos en 1a coluclones de loa distintos antibidticos, fuve
ron cxiiinados o intervalos de 6 a 8 horaz, ¥y de 2J a 24 horas deg=
pics do inovculados

Juangug algdn organicso era innibido totalmente on lag primeras 6 a
3 horas ge notd & veeos que eoty inhibicidn era vencida y ol cerecie
oiento 2 evidencinbo notasonte a lag £0-2% horagse Lo inhibiciln oo
Inforsrta ¢czo temnorarive v nutd tommidn iraibicidén pareianl en la
curl, & nezar de no natarse craciniento ¢ las € o 8 horag, ce apro-
ciavz un creciniento pobre o las £0-24 Lorase Cuando saf€§idanciaba
inhiviciln parcial o fewporaria, 1los orpanigmos se identidicaban por

oxt.oncilog tciilden; on estos iuformes, todoo los organisnios que no

-

focren totalmente innhibides en znmbos poriodos de obnewaclin, so ine
formarcn como no reactores resnacto del sntibidtico especiiico utilie-

- Y=

einir®

s il ¥ oevled o0 nmriuarony luero de clasificar y eotinar 1la fre-
cazncia con cue loc orpunismog obtenlidos de cultives faringeos apars-
clan en sus exserlencise, o las eiguientss concluciosnea:

1oz orgznicmos ric conunmonte encontridos erun: eatreptococon, 81 %

"umin

oot

eatufilococon, 71,7 3 cutarralis, 490 y neumococoa, 267,

Las variedades hewcliticas de zstreptococos se presentaban con una
frecuencia des 17, y eutafilococo hemoliticon, 247, La alta frecuencia
cel Trotsug vilgaric (13 7) ¥ bneilo coliforme (4¢7) puede oxplicarse
por el nucho de qus ruchos puacivntss habiin sido tratados previamen-
ts cun peniciiina o bacitracina o cominnciones de estas, 1os cuales

innibiun la flora habitual y dabau por rusultado un erecimiento de

organismos Gram negativos no sujetos o inhibicidn por estoo antibib-

ticuze



En los ustudios de la aocidn inhibitoria de penicilina, bacitwacina
y eotreptomicinn contra 564 cultivos aislados ( Tabla 1) se notd que

habia conpsiderable superposicidn do la actividad de los tres antibide
ticos, d2do que un 547 erzn igualnento sencibles a penicilina, bacie
tracina ¥ cotrentomicinn. cniciline y bacitracina so parcci{an rucho
en su activided inhibiloria: eran igualnente efectivaoa en un 614 do
log org~nisoa cultivedosy oin enbarco, cndn uno puede sexr efectivo
donle cl otro no lo es ( penieilins, 11,57 y bacitracina, 117).

A veoes =0lo un antivibtico on eficaz (penicilina, 0,43 bucitraci-
na, 1 y estrantonicina, 57), 1o cual indiea el valor de los cultivos
¥y tegts inhibitorlos ¢n pacientes que no reswondsan a trataiontos con
alrunos ontibidticos.

Yuevaicnte, on actos ostudios se demostrd que la estroptouicina era
oxtraordinarinonto potantyn, v ge debia sin duda a loas ruchos cultie
vas d3 pont tratanisntos en 103 cue los organisros Gean negativos a-
parccian por prinera vez despuls d2 1a teravia con aerocdoles a bags
de penicilini o tacitracinn, simnles o ccabinadas, |

La Tcbla 1 no £010 indica cino que identifica el nimero de organise-
03 inhibidag por ende antividtico comoarndo con cada uno de los otros
arentes, Tarticularnente digna de atencién era la actividad de la cp-
troptornicina contra estafilocecos hamoliticas mue no recpondfan ni a

enicilina nl = dacitracinue Fsto es de importancin porque asto orpgae-
nimas ge encucntra frecusntenente en infecciones exrdnices rino-respie
ratorice ¥y ordinariamento es dificil de oxtirpare T2to rocalea nusva-
nente lo recesidad de realizar tests inhivitorioss In rera idcntifie

cacidn del organismo corio un estafiloceco hubicra indicado el uso de
renicilinz o bacitracina, poro ninguna de estas drogas nostradba actie-
vidad contra looc 4 ecstafilococos hemolfticos que fueron cultivadose

I'n asudoe contraste ni panicllina ni bacitracina nmnstraban ninguna
actividad contra lon organiazncs Gran regativon.

Te interés especinl cra sl £rupo de 18 organisron (3,27) no inhibido
por peniclilina, bacitracina o sstreptozicina indicando una posible ex-
plicacidn dn 1la £alla do la terapia anl como 1a nacesidad de otros an-
tibidticos.

Como se rovela on 1n Tablz 1 , 1a ravorfa de sstos organizmos (10)
4

estaban en el grupo Gram negativo ponisndose de manifiesto 1la falla de



epotreptunicina, o indicando 1la nocvoidad de otro antibidtico para

gote grupo. Tre s ulalalos dy neumococos, dos sstafilococous hernolfe-.
ticos y un estreptococo alfn-hunmolitico tamhiln anarecen en esnte grie=

po rosistunte, explicunde algunas fallas clinicas y los peligros implle
cados a rienos que ge encuentren antibidticos nuovod y efectivon pues
pudieran extenderne mis nstos microorcanizrois.

)’n 1a renlizucidn de estos tegts inhibitorios, los organismos pe
ge cxuusicron a una concentracildn de unu unidad de penicilina o 10 ni-
crosranos de los otros entibildticos,.

n eceriea menores (164 alslados decultivos ) fue pocible comrurar la

accidn innibitoria du curcouicina y cloranfenicol, asi como la de penie-
cilina, biacitracina y eptreptonicina. Ia Tadble 2 revels cue, de les
rucvos antibidticos, haszitrasing (82 ) y aurconicina (8¢7) gon alta-
.mente efoctivogse X1 clormmfenicol era da pobie rezccidn (3777) comparae

1. ’ Px
do con cualdisra do estos O con optrepioniicina (72)) ¢ nontcilina (7375 )e

d.
/

1o g2 obsorvaron organisnos gilo fMueran inbibhidog solmzente por el
cloronfonicol. Dod03 los otros antibidSticoa moatrabur nlguna aceidn
irhibitoria cxzcluciva, indicando utilidad espocicl,

52 oneontraren tros organicmon insunzidleos a cunlcuicezs de los H ane-
+1%318¢81coz estudiadon (2 cupas de Peo Yulpabic y 1 dcrococcus totra-
oo e Frbia vor 10 tanto una reduceidn de no reactorca dasde 3,20 a
1,30 por ol nerecado de cureomicing )y cloranfenicsl (coapurar con Tae
bla 1)e T'ra ruy suntiofsctorio couprobur qus no hnvia neumococos, cse
trecntacocco ni egtafilocouccg enecte reciduo cuondo se ugsaban todos es-
o3 ntiv1dticos,

con todo epto ge dumostrd la necesidad de hacer en el laboratorio
prucban ¢e inhibieciln pora wnoontrer una antibidticotorapia adecuada.

Jlcunas crpas de tecteriee dontro de ecpecice normalnente sensibleo
arseen sdcuirir recietencis Irente a un antibidtico particular, por
10 tunto el conccimiento fe la aceibn de vrdeterminado antibidtico
pornite al médico escoger otro o una combiracidn que produzea un re-
cultado fevorablee 5in umbargu, la eleccilm del antibidtico o de 1a
coxbinociln ds antividticos correcta, debe doteminarse por verdaderos
ensayos de laboratorio que puedan identificar al nicroorganismo cau-

sante y deterczinar su sensibilidad a los antibidticos.
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¥LLEXRY, JOICISUN y TIXG han tabulado obeervaciones similares entre

los aflos 1947-1951 que ne pusden obnervar on el cuadro pipuientat

TARLA 3

Irerencnto de la realstencin o la penicilinag ded

ot Lilocoes inreo - Convvutlarnpne-nonitiva,

[ Band « & \ LY

ivif JWigro de eaugn <hrgortaje de yeciatongia
104743 286 17,4

1749 S 20,1
195»0‘\5]_ . 4\5’5

-J

1C21° o3 43,0
1) : Tinecs de 1062 y ¢n2ro de 1651.
2) : Jullce- agcgto- zsetierbre de 19351,

.93 valores sugleren cue ecte proceso debe llegar luesfo o uns doten=-
cidr, pero occmo les casos vienern por tratznlento solamente, Tuede ese

rerarsas que la riited, nor lo renog, reapondan a un trataniento por la
renicilinz.

s g g T

PULLLIT presenta los sigulentes dabos de resistencia 2 la penicili-

La cbscrvades en sui sxporiencies, que g2 aprocizn en el siguiente

-

cusird:
TLOT 4L
Tereosnto snunl sueasrlvo de 1n rasintencia del
gt filnc0co o 1n nenlelline
‘=0 Yunoars 2s enltiven Jorcentade de cenmivilicng

147 AFaE) Gl
1712 120 73
15=5 233 G
1552 (3 al 12} 14; G7?

LANIDLGE encontrd cn 1949, cus los nivelen deo penivilina on san~
gre cdeoizn cer quines vecss nig altog, que en 1546, para ianhibir ol

crecinisnto de 61 du un ¢oco Gram positivo enacntrado en exudadon

nagales. 1L0s resultadon ce aprecien en el cuadre siruiente:



_Mltivor de _pur dc naris

» en _canom do ainusitin pupur-.tivn ord

nica 0 aouda= Plaam g de asnr sangre, tratadnn aon penicilina

JIndicnrde el inercrenty da

1a _raoalptonnin § 1a panicilinng,

Cosos Grun pooitivos inhibidos

A50 e \da0r0 du cultivos -
vur 02 Us/co de peniciling,
1245 = 10 - £C%
1946 = 14 - 3005
107 - 3 - GOJs
1943 - 46 - 2655
I
e
»2% -onpocto o lnn infecciornes estufilocdeicas en gernoral 1la
utliz.g ¢z 1. sucityr cins zaow antiviltico ofectivo oo oo ~eclal cone
veniencine Z1 rivide incveni: w0 en ol gecurrolleo ds L rooistencia de
vardas cejes oocterionag ospecialinnts Oncedeos ¥y moningscnson haclin
la ecireptonicineg se 23n0cidc deada hnc: Yluipoe HILITT W DliN) T Te=
sdeiiizy eotos udsies wulores au. infurradds ol aislandicento de
variontes de ueningococvs no solascnte roalstentes o 1n estrzptoniclna
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2@ Yoo oo niavss anentes

rovochlo un profundsd corivio on el

iQnCSo
130, Una $endencia

oo o gensral Lo nestes

ccidn mis copecifics, 1o apariciln ¢c un nusvo grue
teranelticcs mas nuuvos, como lop antibidticds par ejumplo,

Un uLd 22a022.dCe

dus son clumpre acsupaladas por Sins

miedo indicrnroe innodistoa-

rents en base a esos clato.usy wvel, ﬁRCJuu infeccionen 1lyvag y rpudns

nin couplicacionve, reuponlen proataiciio a una

da 2rtivibticos

de upo ¢enerele 0o

naministracidn enpirica

otry parts, cuanco co encuentra con

una infeccidn do oricen bacteriano inclerto, ol clinico puede tratar de
deticir el nrente czuenl por lorc pintomns clinicos y administrar el an~

tibiStico efectivo contrs 1ln rayorin de las cepan de eate organizno,
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Lgte prooedimivonto no os clianpre ofvotivo por 1las oausas siguiontes:

l=) luchas infeccionuvs son cnupsadas por una variedad dv mioroor;anismos
con suscoeptibilidid quiniotoripicas muy diferentuse.

=) Aun curndo las capuolus dol agente causante pueden conoecerse, copas
individunlup duntro do una oesvwoccle sinmplo, pueden nostrar variacloe
nes notables o iaprovistas en ou susceptibilidad para algin antibvile
tico.

3=) La gugceptibilicad canmbdia constuntomentu.

Lndo que cada prodlesa de poblucidn tacturial es hotorogee
nea, la exposiciin a un solo antividtico pusco dar por recultado la inhie
bicidn del orcanicsio mas osusceptible y 1o cupervivencin de las rmtucio-
nes was resistontys contra las cuzles ol antividtico es dnsficaz,-

Z1 uco adocuudo dol antibiltico reculere una culgrbacte-
rioldsicie T riuciias ocasionwg, 1TSITIIY ha recalcado la iuportuincia de
la coopsracidn entro ¢l clinico y el laboratorio para ul control do ine
fecciones quirirgicas.

Una editoriasl 4o Jedelledie del 1 de dicleribre de 1951 sue
clers que ol n%xino de eficacia en la untibioticoterapia pusde obtener-
se golamente por la determinicidn rutinaria in vitro de la sensibiligad
de un or,=nisno causante con un antibidtico acequible, SPAULDING Y AYe
Ri.L evaluaron el m8todo dsl disco para la geteriinicidn de ls cuscepe
tibilidad de microor_unisnos para loo antibibdticos, a £in de seleccionar
la droga nus efoctiva para el trataniento ds clertos tinos de infuccioe
nese 1los hun encontraio que sleniprs que sl organiczo causanto hays sie
do alsludo los rasultusos abtenidos por el 8todo dol disco se corrusce
ponzen con la experiencia elinica. ©1 nétodo tiens un cisrto marcen de
tolerancia, dado que los resultidos observados (difmotro ds la zona do
innibicidn ) puzden dopender de:

1-) ©1 tanafio del inbculo.

2= ) Ferfodo de incubacidn

3=) TMeccidn de la inhibicidn total o parcial como punto @inal.
4= ) Variaciones en el rsdio.

59) Tifusibilidad dol antibidtico.

6=) 1a concontracidn de 1la drogu en vl dicco.
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La correlacidn cuantitativa entru ol onsayo in vitro y el dosage
roquerido in vivo no oo dev vilor fundanental, dado Que 10 quo realmone
te fxporti: ea la naturaloza y gravedad do la infeceoldne

A rayor valor parcoe reoidir on la indicnoidn ds que el organismo
aislzdo es o no sensible 4l antibidtico. Como regla gener..l, aquellos
GUZ N0 rugstran nin uns zona en el encayo, s probable que no TOppOnN=
dan clinicvanente a agquel cntibidtico.

L:g bactorics «ue son liiora.onte suncoptibles, requieren, o grane
des dopis de un colo antibidtico o dools modersdas do dos O rmas drogcas
cn coubinacidng, ol ess lipora gusceptibilidad vale tw:piénn para otrog
antibidticose Iarcces nas aconsgjuble adninistrar una combinzeidn de dro-
ao levemente inhibitorias o gosls odoeragdas, quo 1ncrencnta:§fh adnie

Wi
nistrucidn de una s9la de cllagy vsto cuv basa en lu obseryddtﬁn de que
cos nntibidticos quo zon polumente bacteriostfiticos, cucndo so presene

an golog, pueden tuner actividad bactericida cuando se hnllan coxbina:
dosy de wcuerdo a los trabajos go JAULTZ, GRDIISUN Y CULM:LAY,

Una de las mayores ventajas de los engayos de senslovilidad, es su
aplicacidn en =1 tratz=miento @o las infecciocnue cue vuslven despuls de

= rejorid clinien definiga.

Tn muchos cusun, ¢l agente ecsusanite es gusceptible ol antibidtico
enplezdo ¥ desaparaco, pero eg reenpiazado or un tipo diferente y ree
sictento que puede producir cambios on el caracter de la infeccidn.
Lssultia obvio z3i, que ol snocayo de susceptibiliczd es atil como una
cula en las prucbtas iniclales y como sepuridad durante o) trataniento.

Una comparacidn de los vurios ndtodoa ds deterninncidn de sensibie
1idad da las Lzcterizs pars con los =zntibidticos in vitro, ha cido ine
foruado por JACILSOU Y FINLALDe Como ¢ de suponer, ocur.cn discrupane
cizs cntre el emsayo con discos ¥y la subsiguiente respuesta clinicu.

.auchos factores en ¢l paciente, tal como la veloocidad de abgore
cifn, difusidn y excrceidn ;ieden intervenin diecninuyendo o aunentando
12 efuctivicdad in vivo. lin kabido casos en cue a pecar de que solanene
te e alsluron bacterias suscecptibles no bubo mojoria, & pesar de usare=

ge ol antibiStico inhibidor in vitrop los factores responcables de tal

cosa, puc~en ser 10s scipuientes:



1=-) (ue el organicio causante no haya 8ido alnladoe
C=) <uo lao dosis hnyun sido inadocuadase
3= ) Cue hay:n apareaido copiag baocterianuno rosistontes.
d4=) ue 1o flora bucteriana original haya sido recnplazada por otra nus
rosistinta.
5=) (uo un inpediiento mec’nico o anatdaico 1linits ol acceso do la dro-
oy ol gitio do infecceidn,
4 estes conclusiones arribiron SPAULDING Y ANDURSON.
oo debe gcuitir que log nmicroorcaniczios no son ording=-
riasesto destrulcos in vivo por drogos bacteriostiiticupe X1 rol de tales
drocas en la curueiln, cs du iunibir ol cruciulento y suzentar asi la

eficacla de lu fagoeltopis y otros vec.nicos de cdefonsca cel orgunicrio.



CAPITULO CUARTO

Jiatoria de 1la baoitracins

La bacitracina ful descubierta por la sefiorita BALBINA A JOIDIZON
en 8l laboratorio de investigaciones baoctarioldgicas del departamentd
de ocirugia de 1a Univeraidad de Columbia, on Junio deo 1943, miontras
realizaba eatudios sobre prevencidn de infesaoiones en heridas mociden-
tales graves, bajo la dirsociln del Ire FRANCIS L. HELEHYXY.:5e habia
psnsado, que en )l conjunto ds la flora bacteriann de esas horidas, se-
ria posible demoastrar clerto sinergismmo @ antagonicmo dbacterial, Asi
pueds denostrarse cierta acoliln reciproca entre bacterias sobre placus
de agaresangre, ocuando colonias de dos espeaies difercntes estén en
yuxtaposiocidn,

£l organiszo que produce bacitraocina es un haocilo Gram positivo
aerdbico, productor de esporas, que se sxtrajo del tejido eliminado en
una fractura expuesta de lao tibla de una nifia do slete aflos llamada
LARGARITA TRACY, ¥y ®s por 6llo precisamente que ol antibibtico se do-
nominb baoitrucina,

Es un miemdro gel grupo Baocillus gsubtilis y mas tarde se 1o clasi-
£10% con mayor exactitud o2m0 la variante Baoillus licheniformis, ob-
servindose gqus el filtrado de un ocultivo de este organismo tiene un es-
pectro antibacterial extenso., luego, solioltése al Profesor HANS CLAR-

KE, do la oftedra ds bioguinioa del Colegio de Lfdicos y Cirujanocs, que
coluborara en un astudio mas auplio de ssts antibibtico, y el anignd

&) Dres HERUERT AMKER la tarea de conoentrar y purificar el principio
activos en dbreve plazo, se produjeron solucionss cien veoes mas concshe
tradas, Este produoto era efeotivo para combatir infeccionss, tanto en
animales pequeiios como en sl homdre sin mostrar signos de toxicidad,

El priner oaso humano ful tratado el 11 de Octubrs de 1943 por in-
yeoociln del filtrado orudo en el centro de un forfinculo de la naris,

producibéndose una pronta resoluscibn de la infscoibn, y el primer infore

me publicado sodre sl uso olinico de 1la baocitracina aparecilm en Octue~
bre de 1945, por los Dres, JOMNSON, AMKER Y MELENEY/



En snero de 1948 gcomensd la produceiln de bacitraoina, interesfndose
pache en olla 8l ejbroito de los Estados Unidos.

Asi, se hicisron convenios ¢on unidades olinicas de Nusva York, Fie
ladelfia, Nueva Orlvans, Cinoinatil, San Antonio, Rochestey, Minnee
ssota, Charloties’ville y Baltimors, para lograr una valoraoiln olinie
en de la bacitracina. Al mismo tienpo agreglse la ayuda de gran nﬁporo
de fadbricantes farmaoceiticos con experiencis en antivibticos para de-
sarrollar xétodos de producoifn en gru.a' encaln, do' modo ds "ponor lo
mas pronto posidble, cantidades suficientes de busn muterlal para in‘-r
crensntar la investigaocidn sodbre el miamo.

Como hemoa dicho, 8l primer pacients fud tratado en Ootubre de 1943,
y 1la inwstigacibn olinica progresd entonces rapidamente.

En marzo d'o 1947, los cien primeros casos tratadoas localments con
bacitracina constaron en informes ds LNIFIXY Y JOHSOM. Asi fub posie
ble que los laboratoriocs de investigaciln industrial y la Administrae-
0iln de Alimsntos y Drogas reunieran en Enero de 1948, los exfnenes y
ensayo® de dbaocitrascina, Egpecificacicnes de pruebas respscto a poten-
cia, estabilidad, solubilidad, toxicidad, efecto motivante, deprimente
y pirogénicas fuesrcn aprobadass por ejemplo: una potencis de 30 unida-
des DOPX mge.3 una solubilidad de 10,000 unidadea por co.y para la ssta-
bilidad del polvo liofilizado, un allo a temperatura ambientej para to-
xicidnd intravenoss, uns dosis letal osro (IL,) de 100 unidades para
un ratén de 20 gs. y una dosis letal oincuenta (ILsy) ds 200 unidades.

En Enereo de 1948, se dispuso de la primera bacitracina produoida
por ol xnétodo en profundidade

El 8 de larzo de 19:!8. se realizd en el losgpital Presbiterianc ds
Rueva !Brk. lugar de nacimiento dsl antibibStico, 1s primsra reuniln dee
dicada exclusivaments a la discusidn sobre la bacitrnoina, c'whuendb
a olla repressntanteos de divvrsas unidades olinicas. Esta reunifa fué
un acongscimiento histbrico en el progroso del desarrollo de la baci-
tracina marcundo la necesidad del eotudio de sste nuovo antibibtico,
desde ol laboratorio hasta 1la fase clinica de su evoluoidn y denos-
trando elaramente que 1la b;.oitraoinn. ora efeotiva en el trataniento
do las infeccionss humanase

E1 Dr. HAYS OLARKE del departamento do quimios del Colegio de b
dicos y Cirujanos, desoribi$ estudios sobre exthoociln 'y purificacibng
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108 Dresme LeCoCRAXG, GeTe BARKY y JoeDs OREGOKY, del Instituto Rocke-
feller para la Investiguoiln Aédica, informaron sobre 1os conatitye

yentos quinicos del antibibtico,

El Dre EARKY RAGLE del Ladoratorio de Terapbutioca Experimantal de
1a Egousla de Higisne JHON HOPKINS, presentd estudios expesrimentales
sobre la eficivncia terapbutica de la bacitracina en casos de sifilis
lmzsana y en el oonejo.

BALBINA As JOHESON, o1 Ivs REISNER y la Srtas M, SCUIY del Laborae
torioe pars Investigacifn Bacterioldgion del Iopartamento de Cirugia

del Colegio dv idicos y Cirujanon, bgsguejuron ostudios sodre toxicie
dad letal sn ratones modiante inysgcionss suboutédnsas repetidase. El
Ire JOHN LOCXE del Dspartamanto de Oftalmologia, desoribil su trabajo
con infvocionss experimentalss en la clunra anterior del ojo, en oome-
Jos,

108 Irvse JelLe MILLER y K, SLATAIN y Srias JOHNSON del Departamene
to de Dermatologia y Cirugifi, descrivieron sstudios de la bacitruscina
en infecciones pibgonas de 2a plel.

El Dre As BRALEY del Yepariomento de Oftalmologla, informl sobre
105 resultados olinicos de la baoitracina en aplicacionss locales en
infecolones ds los ojos. El Ire Pe MELLYKY informd breuvements sobre
200 ¢asos de infaccionss quirirgicas tratadas localmuents gon booitrae
oina por inysocidn de la s0luaidn sn las infecciones profundas, y la
aplicacifn de ungllento o s0luoidn en las infecoiones superficialeny
desoribieron las expericnoias clinicas los Dremes ALFRZD LONGACRE, ds
1la Universidad del Estado do Louisiana, He ZINTHEL de 1la Universidad
do Pensylvania, R, NICHOLS de la Clfnica ¥ayo y E. PULASKX del Hose
pital Gemeral BROOKS d¢ San Antonio. Todos ellos coinoldiur?n en que
1a bacitracina era eficaz en una variedad grande de infecoiones y que
su efectividad aumenta en.rasbn direota a su congentracifn,

Los inhibigores ds 1a accidn de la bacitracins gon sscasos y lao
reacciones téxicas seoundnrias eon dosis clinicas efeotivas son levwes.
La slbuninuria que aparece sn pacisntes aon dosis olinioamante efooti-
vas o8 tranaitoria, salvo en casos 'oxoaioionalou las manifestacioncs
albrgicas son minimas y e) desarrollo de la yesistenols do 1a daote-,
ria o la droga es muy dajoy finalmente, se ha evidenoiado una accibn
sinbrgioa de baocitraoina con penioilina.
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Al analisay la Nistoria de la Bacitracina, se dede sefialay la la-

bor del Dre Yele MILENEY, quieri encaberando un grupo de investigados
res denmostrd mediants sus trudbajos, la efioisnocia ds la bacitraocina

como antidiftico de primera linesa y la inpuso en el eampo mbdaioo,
La bacitracine figura como antibibtico certificado en el acta

de Alimontos, Drogus y Cosmbticos, en Junio ds 1949 en los Estados
Unidos,
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CAPITULD _ CUINTO

LATUCAIVN T L ABOUATURIO

La baolitracina aes producida por un gdmoen Gran positivo, un bae
cilo amerobvio, pertensveciente al grupo Ilacillus licheniformiioc,

sientras que la literatura orlginal coe refiers al bacilo couo
un niesdbro dol grupd subtilin, el Ire HWIINLTI BUIDON, de la Universle
dad Daylor, ostudid luos caracterintiocus culturales de este orcanismo
y poosterioments 1o clopificd como varisdad licheniformise Esat ola-
sificacibn fud confimiada nfs tarde por Ve, TI1W, dal Tspartanento
de Joricultura de los Dstados Unidoge

=1 prireinio activo es sepregudo en cuclcdicr nedio donde croze
ca ¢l orceonismo, pero la eantidad do antivibtico producido, depende
de la cozposicidn de ese medio, do lap condicienesa del inbculo ¥ de las
circunatancizs de incuboeidn,

1 organiczo forma una gruwvsa pelfoula oobrs la cuperficie del
12dlo de cultivo, pero muy pocy principio activo puede obtenvrss de 1la
sasa bactoerionag estc se sncusntra en ol £ilirado o on el nedio decans
tzdo, repultunte del pasnje a través de un £iltro bacterial.

JITBln, JOHNSOYN, GOLIIIIG,y 1LY prepararon ol sisulente nce-

dio pintético para el cultivo en superficle:

ef1e
Acido l=glutinico 840
EHAT0 U35
5704 0,5
1g304e 7 HoD e 2
IN304.4 Hpo . 0,01
1iaCl Gy UL
7e53i4e 7 HeO U1
Cullge 7 o0 0y G1
Ca(Fo4ll, )y 2 ml, de soluoidn patura=

da en agua destileda,

L1l pl dol medio se ajusta o G,8-7,0 con NaU y oo esteriliza en autoe
clave a una atndsfera do presidn durants 20 minutos.

Los indculos pusden ger de tres tiposs

1~) Cultivo de 3 dias en suporficie de agar triptona.



Aie)

S=) Cultivo deo 3 dias en oaldo de triptona al 1:%
3=) Suspensibn de esporos.

Log cultivos scn incubados & 329C durante 3 a 5 dian.

L) antibibdtico se sxtrue por divernos mbtodos, del liquideo se_pa=
rado por decantacibn del medio dw cultivo, al que ne filtra por guper
cél, La produgeidn por cultivo guperficiacl en medio sintdtico pin mo-
viniento, da t{tulos bajos ccmo para permitir su industrializaoibn,

Tado que el oreccimiento de los organismos en ripido y ou sotivided
grande, cuando so lo asrea vigorosanente en cultivos en profundidqffJ
gv hicleron tentativas de producoibn con este tipo de cultivos, Ias
prineras ds luas cuales fracasaron, pero actualmente se obtiencn cile
dos crudos ricos on bacitracinz. ¥ato ha llevado a industrializar cc-
te nm&todo du obtencibn.

Las condicione s genurale § ¥y oxigencias nutricilas que se doben
congiderar para la obtenciln de bacitracins por cultivo en profundidoed

fueron estudiadas por NAVID HIALDLIN,

Condlciones penoralen

iedios HUNTLIL ha utilizado una modificacidn doel medlo prinitivo de

ALDRy JUILGUL, GULISCIO ¥y LLLEUZY, que es la siguiento:

+«o0lido leglutinico 10,0 g,
Clucoon 550 B
seido eftrico 1,0 e
HouPiy Usd o
SHaPO4 Cs5 g
HpS0Le T M0 Jo2 U
I'nidge % Hod GOl (e
Y8l04e? 150 QUL  Co
feua destilada LUGO, 0 O

L1 pi dol medio (omiticndo la glucosa) se ajusta a 6,8«7,0 con hi-
dréxido do sodio, estorilizfindose luego en autoclave durants 20 minue
tos, a una atmdsfsers Qo presiln (15 lidbras ).

Una vez efsctuada la estorilizaciln, no agregs asdpticaments la
glucosa en golucidn al 20 ¥ previaments esterilizada.

o procedes on entn forma dobido a que 8i se esteriliza en autoclae
ve, la glucosa en presencin de foofatos, se produce una ocaramelizacidn

excesiva, 10 cunl es tdxlco para ol orecimicnto del geruen, Yy Gomo



oonsecucncia de 0110 se producsn titulos bajos en baocitraocina,
Todo el material do vidrio utilizado se lavd con goluciin Soida

de dloromato de potasio y se enjungd con asua destiluda.
Inbculo: Los cultivos usados por IENDLIN en la preparaciin duvl inbe
culo, fuwsron mantenidos en un nedio de agar nutriente I'difcoj; sembrae
dos oblicuamsnte fuoron incubados durunte 24«48 horas y almacenadon
on heladura hagta cu ugo,

Cada frasco de cultivo so inoculd con un mililitro de una ouspene
oibn de ecporos, ovtenida de un cultivo en egar inolinado, que contoe
nia aproximadamente 500 x 108 esporop por nililitro.

Incubacidn: Los reciplentes inoculados se incubaron a 289¢ Yy 08 agita-

ron con una niquina quo producia un movimiento rotatorio du 200 revo-

lucivnes por ninuto.

rotepainneioness L1 titulo de bacitracina ce detormind por un procs-

diniento proplo. Las cllulas prineipales fueron detemminzadas turbie

dirmétricaents,

La glucten se deoturmind por una modificaciin del nsdtodo de S0L0-
CGle

Il pil fubd detorminndo potenciombiricansnte.

In 8l trabajo se hicleron varias experienciag, variando las condie
ciones azbientales.

Il curso do la formontacidn para 1a produccibn de bacitracina, pue-
de spreciarse en el prifico Mo, l.

rl desarrollo coumienza entre el primcro y el segundo dfa, alcane-
zando un miximo en ol tercsro, ¥y luego en el cuarto diam, decrecs hag-
ta aproximadamente la nitad del mixinmo.

Los titulos mis altos fueron obtenidos vn el torcero o cuarto dia
do formentaoidn, aprecifindose despuds dol quinto dia un deeréciniento
en el titulo do bacitracina.

Il consumo de la glucosa o8 ripido una vez iniciado el desarrollo
y pe completa en ¢l torcsr dia de fermentacitne

Il pd del medio ds cultivo baja a 6,0 con la rapida utilizaocibn
dsl gllicido, y luwgo sube tanmbifén rapidenente al agotarse la glucoona,

hasta alcanzar un valor de 9,0 a 9,5 en el cuarto dia.
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Quplencntioidn gon altratoy Fl ugo de fosfatos on proavnoia doe ionoe

netilicos llova a la formaoidn de salese muy inpolublus, hacieondo que
¢lchios donep sean inservibles para el orgunimno. La adicidn de foidos
ora&n%coa tales como ol oftrico, 1luva a la formacidén do complojon
coordinados golubles con lon ionup metilicos, haoléndolos fitiles nld
rioroorsunicio.

La aodicidn du fcido citrico al Uyl % elinina 1a turbiduvz quo ne
produce en ¢l medio ¥y permite uns nejor roproducoidn del ghrmen,

Los uniones metilicus como complojoz cltricos no son Gtiles para
clounos nmicroorganics.iou, pero vsts no eo ¢l caso del Zzoillusz subtilis,
pucsto guo en presencia de citrato no se producs en 0l ninguna defie
cicncia motilica.

T fecto @v amrroacilng X1 efecto do asreacilin en la produccidn de dbucle

tzacing fuf eotudiado vor IENILIN varizndo lus cuntidudes de m:dio en
fraccos Drlemisysr de 250 cce muntonilndose conotantes lag donslin condie-
cicnioe Los £roscus pe taponan con algoddn y lusyo o esteriliz:n, o-
br.rio asf el algoaddn como £iltro estéril del airo y al variar 12 cane
tidud do mudio oo nodific: la atmbofers d» alire quo mediunte la agitae
cidn estl en cuntacto con el cultivos Se vid asf que frascos con 20,
40 y GO rl. do wodio, mostraron orecimiento y produccibén de bacitraci-
na, ris ripido cus frascos evn 80 ¥y 1C0 ml.

In lo tzbla 1 mudotrase el efecto de la aerencidn sobrs lo produce
c¢ibn ¢e bacitracina.

n dicha tobla ¥y en lus sigulentos, los titulos de bacitracina en-
tin exprscadps con unidades por mililitro, entendibéndoss por unidad la

cantidad que dilufda 1311024 en un conjunto do dos series de dildcio-
nes do caldo de carne a 209C , inhibs completamunts el ercoiniento de

una cepa de Batreptococo herolitico grupo 4, cuando el indculo usado
pura sanbrar log tubos es 0,1 G.0e de unn diluocidn de 10.2 de un cule
tivdo de una nochs en caldo paugre.

La tienica do trzbajo para-esta dotorminacidn esti desoripta

en ol capitulo VII @enoninndo Inn‘yos do Aneltracing o
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Volfinon « _ Cyrecimisnto =

nie 16/ Lo - unicodes/niLe o
dias - dian dias
- 2 3 4 - 2 3 4 2 3 4

20 - 250= 840" 670 - 8’.7- 22,2‘ 21’6 7.30 9,1- 9.4

4) - 28)e 1140e 800 - 2,0e 22,0a 24,0 GyeO= 8,5« 9,2

60 ® 174« 1170« 830 « Dy0e DUy8= 26,0 630= 8,2« 9,1

89 - T3« 780- 1010 o 2,0e 13,4a 23,4 g3 Tp7= 8,9
1CC e 15« 435« 1145 « 2,08 10,8« 25,7 GyTe 7,8« 8,5

=

T{tulo (e Nnoltracina pH

—

R

Taz variceiones en el volimen dol o dio afectzban solumone

to 1la velocidad de creclmiento y produceiln del antibidtico, pero no

enfcn efecto apracindble sobre ol rendizisnto mdxiro 4o ollulas y ds

bazitracine.

Terperatuzn dn incubneilng  Hieatras qus lon t$tulos mixizos de bacli=

tracine a 24%c, 28% ' 379C on condicionep standard eran igualeoc, la

rpidez ds produccifn de bacitrneina varlaba directumonte oon la teme

peratura de incubzoidn.

Como ge indicn en 1a Tabla &,

1oa t8tulos rfsimus o obtuvieron a

103 1-2 dlag, 34 alas y 4-5 dlas a 37%¢, 28°C ¥ 249¢  pugpectivinente.

Teabifn .ge observd, que la péraids de titulo ern nmas riplda o 379C

qus o 28%C; oal por ejemplo, do una producciln mizima obtznids a 379C

en 12-24 horaa, c£e oboervaba una plrdide del 507, micntras que de una

produccidn rixira ovtenida a 28°C en un perfodo de 24-43 horas, no so

obpoervaba plrdida apreocindbloe.
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TANT e
Tenperatura Craclulento - Titulo de bacitracina pH
om——  ———— e e e Snmm— gy
Cradog C m;i'/ le unidadsa/rle.
Mas Diasn Dian
& 3 4 5 2 3 4 5 2 3 4 B
—-—— S DR — S . e ,‘ .
24 Lo CH » 400 = P00 230w 050w 9,8e20,0 = 6,4«0,2=7,Ha0),5
23 1\-‘8'31\) - 745 - 335 2’0‘ 9,6'31, 5"22’3 - 6.0'7.1‘9;1-9’0--
37 950a7) @ 55 « 330 19.0‘ 0.0. 8’0- 5.3 o 8'6.9.4~9.6.9’3'

L . e g g

Sunle notucdldn con fuatorsn de crecimiento; illentras quo ol wgresado de

uns nm2zela de factores do creciniento al medlo do glutanato no tenin o=
focto en condiclones stundard cobrs el rendimicnto totul de cllulas o
bacisracina, rocuoin uvn cambio la fase returdada en 24«48 horace

L2 composiciln do la nucola de Tactores de crecimisnto es 1o gigulcntes

JInmradientspg rz/ml

Adening 10,0
Cucning 10,0
Uracilo 1C,0
Rivoflavina Up2
Acido pantotinico Jg 2
Tiamina Cy2
Firidoxuming Oy %
Blotina 0,0C02
2cldo P-omino bencoico 0,04
2gido nicotinice e 2
Leido 26lico 0, CU2

pH inleicl dsl nedios Il Baucilluas subtilis no so desarrolla a un
pil inferior a 4,5 on condiclones camunes de trabajJo. Ya a pi J sao do~
parrolla pero muy luntumunta, alounzindope sl orecimionto mixirmo al
gaptiro din.
w.mhibn ge obourvd que centro do un rungo de pi 5,4e8,3-p lo voe
locid~d de crecimicnto no varia, y en lo que rospecta a réndinionto.
ests o un 25% mayor a pE 7,4 ¥ 8,3 quo & 6,8 6 pen a1 pH a quo ne

sstabiliza el medio de cultivo nl cozenznr la formientacidne



Q)

T0d0 e9%90 89 mucetra ovn 1o Tabln Je=

T _,LIL_I;_ A - ) e

pli indcinl dol naedio y produceidn deo bacltruocina

y

Concuntrzoidn nmisima Aotividad mxima

P H da cdlulusg
v/ 1 unidados /nl.

4,5 - 0,08 - 0,00

£,0 - 1020,90 - 4,88

5e4 - 8aUd - 13,1

Gyl - DSU0 - 10,7

Gg H - 168U, 0 - 21,6

€,9 - 0Ly, 0 - 18,0

795 - Gyt - 27,3

£9d - DS - 2749

a) Luego de incubar durante 7 dlas

05 otros datos fusron obtenidos on ol tercer dfa do incubacidn.

Heengrimlontons ninsreslen

El r2dio pintdtico de ANKSH y colaboradores contenfa oalus de cale

clo, cobre, hierro, rognesio, nmunganesoy sodio y potaclo, Utras prusce
a8 @2 ensayo mostraron qus calceio y cobre eran innoesarios parz €l
crecinicnto y producciln gs vacitracinay mus afin, se demontrd que loo
iores ealcio y cobre sl bien no afsctaban el crecimiento del miocroorga-
nicmo, dicmirufan gengiblemente los titulos ée bacltracinz. Por lo tane
to estus scles no oo incluyen en muchos medlios de ocultivog

n la Tabla 4, co rmeotrs la influencis de los dones fosfato, sodio

y potasio gobre la producscidn de bacitrucing.=



TABL A = 4 o

Influcncin ds log Yonss Fogfato, Sodlo y Totncio sobro 1a produscidn

_de Ioclitracinn

- ]

Concentracidne_____ Snl ds asio _ 511 de Sodio _
de forfoto(l )= Lisina concentra ZLotividad Naxima concem Actividad
oibn celular S Lot tracidn @ lulor niximg
nz/ol - ne/ 1 unig/ml, ne/ 1 unig/nl.,
v,0(2) = Q50 - 250 - 0,0 --0508 de 2,0
0,1 - 14350 - 4,0 - 79,0 - » w ag
Uy 5 - BU s e 1950 =  16Uy0 - 8 w29
1,0 - T .U - 1¢,u - 1V - « 30
1,5 - A YV - 23,0 - 18.,0 - " " 2,0
2,0 ~ Cluy U - TR - g - 0 " U
4,0 - 750U - 16,1 =  1bupu N N
8,U - BV -~ 10,1 - 150, u - e 00
1VyV - By - 18,1 - RIVIVIYV - © " 2,0
QUL - 70,0 - 18,9 - SUJp L - ® 320
2,0(22) = 830, 0 - Ale0 = 853, C - 2.3

- —_—

(1)=!'ozola da foufatos mono y diblsico a pi 7,0
(2)=XCl agrugade ( 1,0 ryy/ml)

ICNDRIN 1legd o 1n conclunidn cdo cue lu ndiciin do cloru-
r0 42 codio ora innecesaria dado que el hidroxido des rodios cgrogado
para cotabilizar ol pil, proveia el ion sodio en cantidad surficiente,

El cloro no parovcs ser importznte para la produccidn de

bacitracina. En canbio el ion fonfato ox fundamental; ents pe debo o=

cregar como nal dipotisica pues sl se 1o hace como dioddica disminuye
mucho ©l rendiniento, lo quu evicencia qus ol ion potasio vs esencicl

para el creciniento dol Bacillus sudbtilic,

amesio:  E)l magnugio os tanbién un elenmsnto ecencial parn ol orscle

miento del Dacillus fudtilis, aunque debe pailalurse que la proporeibn
Sptima conque so lo incorpora al medio de cultivo, ¢ifierc ol se traia
dol oreoimiento @el bacilo o @s la notividad de la daciiracina produclda

llancnnesoy [l manjnnoso se ingcorpord roclentemente a 1n lista de ioncs

necesarios para una producoidn nixinmu de bacitracins. Tn 1la Tabla 5 se

pone on svidencia ue no hay cruvaeimiento signiﬂcat.iv; en asusencia de



LEnGanoesd, exoepto cunndo estin precontus magnesio y hierro en grandes
ooncantracionug,

Se observd qus contidndes ninimas dv mangneso tal como 0,01 mi-
erogramosz, produjo eaci mhxino erucinmionto de bacilo pero no baoitracie-
nay en cazblo con concentriciones do Gyl=0,5 ge abtuvieron titulos niie
xinoo en bacitracinie (ue ecte efecto el mangnneso no gs dehe a inpu-
rozas en las cales dvl rezactivo usnado, ge hn denostrado nedinnts 1a ue
tilizuciln d2 rangoneso sleotrolitico.

Panbiln oo observd en oxperiencins postoriorss, cuy el mopgnesio
rno reemplagaba ) nonganeso en su aceidn sobre el crocimiento cuando oe
10 asregnalia en concentraicliones tan altaa cono 220 rmicerogramos por nil
litros, y adomiio que la propledad promotora sobre el crocininnto del
ragnecio, no podia coapensarse con 50 vaces 1o concontracidn 6ptipa do
RWANEANocoe

Todo vagto se puede apreciar en la Yadla Be
Hierros Se ha demostrado gus el hierro ss eaoncliul que se hille presen-
te en pequoiag cantlidades para el crecimiento de varios microorganicmoas,

In variosz caszea se obeexrvd aue el hierro arreguasto, sl bien no ae
fectaba pignificativaniente vl crecimlanto del organicmo, mejoraba los
titulos de Yacitracinz en el moedio dptinme. I este acresto el hierro
parece complensntiuzrse con el raiganseo en 1la capacldad productora de
bacitracina, poro es incapaz de reonplazarlo,.

3in énbargo el minganess, uede ver roemplarado por hisrro y mage
nasio juntoz, tnl coxno o9 hizo en varics expurimentos respecto al cree
ciniento.

También debe soialarss la circunst:znoia ds cue a pesar d6 obte-
nerse un mixizo creciuiento on nedios pobrse on manzansgd por agrsgado
en ol contenico de hicrro y magnacio, no pudo hallarce bacitracinge.

2lounos cutores han purificado ¢l medlo de cultivo respocto ol

hierroy LIIDLIN no lo ha hochoe
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_Corgentrncidn dw et:zlep y Producedbn de Baeitrnoing

we/nle pil Tinal I:ixina conoen /ctivigad

truaoldn celular  nlxing

vy Yo X v/t 1 unig/ul,
0,0 29 ANV 8,6 2300 0,0
Tyl S8 22,0 Dy 755,0 C,0
0,03 2,5 20,0 0,4 530, Gy 5
Q0,05 295 20,0 0,4 8%)y 0 10,5
O,G7 295 RIVISY 0,4 Oy O 12,9
Uyl 299 Jy¥ Upd L100,0 17,5
0,5 239 20,0 995 1G10,0 2298
1,0 29D QY 9,56 10C0,0 N2y 6
2,0 295 S0 D5 83,0 D393
Q0,0 208 D200,0 90 4,0 D0
0,0 238 104,0 0,8 9e0,0 U O
2,0 S 2,5 0y, 0 e PR 50, C e O
5J, O ey D Uy G40 28,0 QO

i e ———

o S TSR ——— L o—e—

=3tron metaless Tl agregado de zino, mollibdeno y cronro en concentrae-

ciones de dos y diez microgranoe por ml. no tiens cocibn sobrs dlos
titulos ¢o bacltracinu o gobre el crecimisuto dul baciloe. En camblo,
el agreEudd da\cebre y niquel, ©i blen no ticns efsoto en concentrae-
clones ds dos miorogrzmos por mley recuce los titulos de baclitracina
e3 un 20% cuando clcangza concentraciones de 10 microgramos por nl,
sin cambiar gignificativanente 8l erecinlento.

llegezidadus de Carbono y de Tnuriing La cspa del Lacillug subtilis

productora dyv bucitracing, ¢s incapaz du desarrollarse en un medlo
gue contenga anino fcidos como fGinioa fucato do cacbono y ensrciae
En 1la Tablu 6 ¢3 dable aprocier dlatintos fu-ntes du carbono y

cu relacidn con lza produccidn de bacitracinae
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__Fuontes de Cixbono y Produceibln de Baoltriocina

p—— o S
e I i et e i Atrwiing

Tucnton do Carbono 1:8z1qs concontracldn  Actividud mixima
enregnda(l) cg};/liur aniefer 3
35.:‘3 de eitrato polo 500 9,0
Xilogca 11€0 30,0
Lidona 670 <090
Aradinosa 1.0 2l
Ehasnosa 1260 S5 2
Glucoga 1150 D2 P2
“andsa 1210 Og U
Calactoan 1230 08,7
Levulosa 11230 23590
iialtosa 740 24,7
Sacarosa 1U6d 24,9
Trebzlosa 5€0 2090
tiolibiosne Y0 740 41,9
Celobionz €20 24,4
Rafinosn 890 42,0
Iralins 770 o
Dextrina 810 26,2
Sorvitol 960 05,4
MHanltol 060 05,2
Inoeitol 1030 24,9

(1) Tuentes de Carbono en concentracidn 4.1 0,57

~n niedios quue coatuafan dearadinosa, gorovopz, lactoza, sulicinn, adonie
t01 y duloeltol x10 me ovtuvieron rendinlentes sipgnificativos de bacltra-
cina.

Za glucopa y rmuchon otror hiadratos de curvono asl coxo Jcidos orginicos
y nleoholen parecen per ragidanments utilizados por esto organimmo. Cone
viens gelalar gue loc hildratos go curbono ge egterilizan aparte y se

agregsn al medlo asapticamente para impadir la earaneliznoidne



)

Lan salen oddicas do los 8cidoss acbtico, sucointco, tarthrico y
glucdnico, producen orcainiento y titulos de bacitramoina equivalontos
8 la gluconae ormiato ¥y oxaleacotato de etilo no mantienen ol ore-
ciniento y en alguncs casos aparscen como téxicon miontras que el
laotatd procduce titulos significativancnts altooe

In la Tabla 7 oonstin loo valoros obtunidos on concontraciin de
oblula y anotividad de buoitracina ouzndo se utilicen a foidoo orgle

nicos como fuontus ¢e carbonoe

‘T_tA BT, A oW e

el

_Utilizneciln de Acidos Orpfinicos

e i

Fuente do Carbono Concontracibn mixima  Aotividud nidx
agrogada (a) de cflula

wp/ 1 unia/m3
0,17 ds citrato molo 500,0 0,0
Glucosa (control) 980,40 19,0
Forico 0,0 0,0
AcGtico G70,0 17,8
Lictico 1190,0 35594
Ox%1lico 9000 798
Succinico 935,0 19,9
Lalbnico 770,0 10,4
citrico 1150,0 21,3
Tartirico 763,0 15,3
2ecoto=glutinico (v) 740,0 14,0
Oxl=-acético (o) 20,0 0,0

-

a)= 08 aprageron los Scidos como sal sGdica en concentraciones squivae
lentss o oarbono en glucosa al 0,57~

b )= Agregado como szl do culcio.

¢)= Agrogudo como oal oldica dul ester etilico.

-Rocuerinientos de Nitrdgenos a- Nitrbgeno Inorpinico. b )/minoicidos

a=- Iitrbpeno Inorcinicos El Bsoillus subiilis es oupaz do utilizar

arionlo y nitrato como Gnioss fuentes do nitrdgono en el medio de oa-
les ¥ dextroeag sin embargo, ol oreoinicnto y ti{tulo de bacitracina

es bastante mas bajo que 105 de modios que contiencn nitrdgeno orgh=

nico.




Asl como de un modio con foofato ddambénico se obtuviuron 700 mg por
1itro dv sustancia ceelular, solamen:te de produjoron 10 unidadus por
nl de bacitracina. En eotas condicionss ol pi oo critico.

Lgtog rocultados se confimmaron posteriorreonts cuando se ensayae
ron saloas do azonio. Asl en un msdio suplementado con foufato, el foo-
fato diambnico era suparior al sulfato do unonio rospeoto a orecimione
to y actividad. Loo valoraeo bajos con gulfato de anonio puecden atrie
buirce a la acidez producica cuundo g utilizu eate.

b= :ninolcidosny iLoido lepglutinmico, dcido deleaspirtico, leprolina y

R

d=l-alanina pon usados por &l nicroorgzunigmo para el erecinisnto y
produccidn de¢ bacitruncina, coro tnicas fuentes de nitrdgeno. luato puee
de observarse en la '1‘.;1‘013 Cow

T{tulon ce buclitrusinu gy 25«40 unidadesn por ml, ce obtuvicron con-
los dos &oidos dlcarboxliiteos, mientras que leprolinn ¥y de-le-slaning
eolo rindisron 15«20 unidudes por nl.

Los aninoficidous gmos avajo citidos no mantuvieron el coreoiniento
cunndo go usaron como Gnieca fuents ge nitrdsenog los nizmos sons
del-trconina, de-levalinas, gliecln:u, de-leleucinz, d-l-ipoleuncina,
ddlenorlecucing, delefonil aluninz, beta alunins, le-lisina, lehidroxie
[linn, deletriptofuno, l-tirosina, d-l-nctionins, lecictedinn y

l-histidina.
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Utilipacibn o Inhibialbn do pminolgigdos

R R SRR RS

izinoliocldoa lledio dujglgjgmuto(n) _ledio do snles (b)
wf RNy Aotivind Gpmniiay  etividad

ng/1 unid./nl mg/1 unidg/ml

d-l=alfa alaninas 1160 12,8 830,0 13,5
d=1=8cido aspirtico 1140 25,10 102050 23,0
leprolina 1080 16,0 1160,0 18,0
d=lelcucina 683(c) 71 0,0 0,0
l-cistina 420(0) 753 0, C U0
d=l-niorlsucina 1360 5,8 0,0 0,0
d=levi:lina 630 895 0,0 0,0
d=l=triptofuno Q0 Uy 0 00 Uy O
Control 080 18,0 370,0 23,0

L MRS N i s

a) /minolcido agrogndo en concontraciln del 0,57
b) Concentracidn do aninolcido equivalsnts a g en glutanato al 13
¢) AL cuarto dia de incubacilu.

La suplesentaciln del medio de fQcido glutfimico con ficido

del=aspirtico, alfa nlaning o le-prolina ne tenin efecto sipnificutivo
gobre los titulos cde boeltrucin:.

Cacndo el medio de dcido glutinico se suplomenta coa cada uno d¢e los
axincicidos no utilizables, en concentracibn del 0,5% no se obzerva
ccubio apreciable en el titulo dv 1la bacitracina, salve on ul caso de
los cinco aninofcidos siguisontep: del-lsucina, delenorleucina, d-leva
lina y lecistina, que reducen los tituloas de bacitraocina en un 5C¥ o
na3z; ol agrapido de tripiofano inhidbs por completo ol crociniento del
organismo productor, (Tabln B)ee

Ts todo esto podemon sacar en conclusidn, los footores que ine
fluyen principalmenty en la produccibn dus vacitracina y as{ ses observa
que ¢l pH del medlo, grodo dv aereacidn y tampsratura de incubacibdn a-
feotan ol rendimiento. Il agrogado da nnpnosio, nanganezo, hisrro, pota-
sio y fhaforo es essncial para sl orecimiento dul bacilo y produccidn Qe

baoitracina, destncindoce en su accidn potaslo y £6sforo.



Como fuente do curbono y onergin son necesarios divercos glféicidos,
fcidos orgfinicos y nlooholage

Caio fuentes de nitrdgeno puedun utilizurse acmonio y anitratos, doie
do aspirtico y glutinico, nlfa alunina y prolina. Por Qltimo, 1a sue-
plenuvntucidn del nmudlo blsico con algunon fuctorus tz2l cozo d-l-luucd
i, del-norloucina, dele=valingn, legistina y deletriptofuno, provoocan
un gran decreciniento on el desarrollo del glmuiun ¥ en los titulos de

bacitracinn,
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CAPITUIO 8SUXTO
Proplagadeg fisloas y quimicns de 1a baglitracing

La baclitracina tal cono g8 la produce corrientcmonte, 6o un
polvo gris claro, higrosebpico y amargo. ANKER, JOHNSON, GOLDBERG y
ITLIIRY, on 1943, realizaron esctudios scobro la activided de la bacle
tracina y encontrarun que soluciones ccuosas neutras o ligeramente
fcidas, preparadas por concentracidén do un extracto de caldo de fére
mentecibn, parcialmente purificado, no mostraban cambios en su actie
vicad despuls de 8 a 12 meses dv conservacidn, cuando se mantenfan
en un intervalo de temperatura de O a 5 grados centigrados. Si la
temperatura es la armbiente, on o1 t8rmino de 2 semanas se constatd
ura pérdide de wctividad que oscila entre 30 y 50 % Si lu tempera-
tura se sleva a 35 =37° Cyen el término de 2 semanas la pdrdida de
la activigod es totale. Dicha solucifn al estado neutro, puede ser dee
cecada sin pfrdida de actividad a temperaturs aubientse, conserw ndo
esa actividad si se 1la mantiens en recipientes al vaclo.

BOND, HIMELICK y HAC DONALD en 1949 trabajaron tunbién sobre log
efezctoe de la temperatura en la bacitracina gl estado seco, utilizane
do droga que contenia 25 unidades por miligramo, Vieron que la hrcile
tracina es afectada por 8l calor, pero o temperaturas que podrianos
considerar elsvadas, ya que la experiencia nos dice que su actividad
no disminuye después d2 almacenarse durante 15 mesecs a 379C . HFuese
tra una conslderable egtabilidad a temperaturas que oscilan en los
-56°C y s0lo hay descorposicidén notable a las 48 horas de sstar soe
netida a 80°C.~

AlXER, JOHNSOMN, GOLDBERG y IZELINEY escontraron que solucionés do
bacitracina (no indicaron concentracidn) eran estables en HCL N en
un intervalo de temporatura comprendido entre O y 5 grados centigra-
dos. En cambio a 57°C, dicha estabilidud es mantiens solo en HC1/
¥/100. Si el pH aumenta por encima de 9, la inactivooidén es total a
anbas  temperaturag.

En la tabla 1 pe anrecia la estabilidad de la VYacitracina en solu-

cionss buffers. o estl indicada la temperatura.



Aotivicad rercwmentn 3

- <3 "G - 71 hgue - 20 Nte = 143 Nye

0.4 - 53 - 37 - 18 - - -
2.4 - 94 - B3 - 70 - - -
5e9 - €0 - 73 - - 17 45 -
7.9 - 83 - 56 - - - 3l -
0,0 - 80 - 27 - 27 - - -

e i S e g _——

BOIIDYy ITNLICK y 1TAC ZXHALD hon efcctundo intensos sstudlios so-
bro 125 viericclonosa qua sufee una solucidn acuoan de bocitruacing al vae
riar o1l pile ¥ 1u tumﬁeratura. 'L uno do fosfatos en enlisag da buffors
no ootablliza lag solusionsn e Lncltracina, mas que por 10 gue repree
sonta on ;i acoidn gobre el pH dal nsdio.

“n prasenoela Qo agua oxigsnads se plorde complutimoniu la cotivie
d2d y SCUDI, CURET y JNITOPULT on 1947 encontraron que el La,5,07 pro-
cuse oolamente una inactivacidn purciale

LR, JCIS0N, COLIENNG y lsleney, en 1948 o LNUKETY, DINETT,
TUILLY y SUIPARD en 19061 han curdniptrido datoe oovre la zolubilidad
relutive de 1o baciirucing, cue ficuran en 1o tubls sipguicsto

T&’L'T»SI 2 !.'; :’3

Asun t2 S Piridina s L 3
’Xxchol metfllico 3 O Etuy s i8S
2conol eiflice 3 © Cloroforwo : N8
® Tugprepilico: S Senceno s ¥ S
v Mutflicon s O Ao tons : L 8
Ciclohexanol 3 3 scetato ¢e etilo t I 8
Ciclohczznonc sL 8 Acotonitrilo (P M
Algonol propflicomL S Xit=omctono J L S
" Iuobutiiico:L 8 Btro do netroleo : 8

2sforcaoiass U J: Ty scoluble
L S3 Ligsrarente soluble
33 Solunle
N 83 lio soluble
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=Pregipitacibne Accidn da log donvs motiAlicoo; Lo baoitracing 00 procie

pited: 29r salas de welaloo pusadose Esa precipitiecisn en accornpuilada por

uns isactiviaoldn ai ne uosan rotalea’pesndos qu e enensvtrin en la gona
inferior de di geriv electroguimicue ror otra periz 12 accidn du dog
isnes In, que co cucuonisa en la sona superior de dicha carig no pridu=

N e

ce innotivacilna,

='gcidn ¢> ler Aciqor orsf%nioons Clertos adidoa arsinicos oano el tinieco,

arasulfdnico, tricloruasitico, &cido benzoico, furcico vy 5aliacfligo.gon
c¢ayaces e preclipitar a la bacitracina de sus consentrados Y algunos de
el13z hagta le quitan cu actividad. El Aoido salioflico dz precipitadds

de alt> titulo cn dacitracina ein restarle actividad, 1o cue lo indica oo
no ©8tado de soporacilne La baocitracina es tambiln vrecipitaca por aoiu-
oicres acudsus coneentradas de liaCl , acetona, sal dv Deinicke y &cido mo=-

libdiQOQ

Proniedndes quinicnse listiuoturas Los antibidticos pueden ser grosexranecne-

te clamiZizodos desde el punto de vistu quinico, de 1z siculents maneras
1le) Acigos orglinicos, L. monigilinu.
2=-) Baszg orglnicas, oje estreptomicina,

Anboz forrmen soiee facilmente, 10 que aonatituye la bose dol ppoceso

dc puriiicacibn,
3« ) Polipépticos: a)Pucden formar naleés Locilrentus

b ) no pusden formar calss Dcilnente-ojestirotricing,
La fnoilidad nara formar sales os una congecunencia de la sstructne

ra fundcmental des la molécula. Agquellos polinfiptidos que poseen esa pro-
pleded, puede suponerse que contlanen grupos eninos o0 carboxilon librgg,
u otros radicales ocapaces dz2 formar solese Dentro do epin clasificaci&ﬁ
no re ubica aun concretements o la bacitracing.

Totudios de diotribucidn en contracorricnte, reaglizados por BARRY,
GITCOIX y CRAIG en 1948, dcmostraron en forma concluyente que la aotivie
dad dul antibibtico se dsbia o uno o nfis polipdptidos, que dzben fenid
alanina, leucina, 1coleucina, cistina ( ¢ cieteina), acico rlutinico,
&cido aopirticos, hictidira, l4oine y ornitina, por hiarblisis total
con HBl.=-Z1 priucipio nctivo cn por lus tondo una sguciciicic éd» conplos
jidnd considersble, curcue YTLENTY y JOMNSCH en 1989, informaron que

4

difunde rzpidamente a través de una membrans de nitrooolulosne
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ARRIAGA™A, 'DATLY y SU? (1040 ) y NILLG, BTLTON y DLATCIDILY (1949 )
a partir de ospas dol Naclllus llehieniformin, obtuvinron un antihidStico

que drnoainaron ayfivirae wmeificado zor SWTUINT, 120G, TLAG y ARRIA-

> - s ' - » L 4 . . L)
Ganvn (2. 1)) se denosterd que eatada conat!%1ldo por volinf-tidos nintlares

a los ¢ 1a baclitracive 7 evra seweJando a4 ella en 10 quo rosnseta a las

3 b ~0 3 DR - T T iw e N h Ll L4 k] o\ A W - Lkl - v -~y
prociciades flvicas ¥ ond-laac. Zas tavea, S TATAS DY, TL0 Ty WIS 7
- 2 \ PERPS -
AL (124> deroalraron 1 ao vJanzy de 1aa nrosleladen b1:216glansge

Todds »~taz asindios 1llovaren a la coneluat’n de que los constiturentes
actives de 1la aytivirnas y hacitracina eran identlcos, —or ello se produgo

roandonar el nathre de arflvina

\

Se kmangiletno nuchong satudios para murificar 1a hazitracina y llegcar

(
a ooutenor ur1 sustancia cimle desde ol nunte de vista eufico. Con cl

l

go de ﬁ*}oLos tlcnicas y cquizos para £ricnisnae sustansiag do astp clas
/
sé} ga 11 quarido 1legar o obtener un vrodnceto criséalins, paro sin éxilto
)
hasta a%hora.

ClfTry WIBIU LYy b awil b ¥ iLJUT NN, i trabaiato eon v nifStodo de

dinstrituciln en contracorriento. La confiuvize a aste ndtoda gono critorio

de xures, Jepende prinerauente Jel nrisre aa tranatirverncing 2ue vuedan a=

~

plicarse-y de ta scluctiviaad de siste s coanvunivitrre o tranajd con un

conjurto ds 229 tubos do videio, osaraio aatiitisaence ¥ eanaz de hacer
riles Qe trunsterencias si fuern necscarios. Como siat~~n de distribuecidn

elloséhan*é}egido, teniendo on cuenta diversas rozones téenicns, el forma-
do por butanol-2 y #cico acético &l O ,. Utilizaror comc carga bacitracie
ng en_cautidad du 6 ey crdida por 1la Cosinercial Solvents, ¥y encontraron
¢ue €l antibidtico cormercial comprenglia un cosponente priancipal que llamae
ron tacitracina 4 y cartidades verlablec de cuatro cozupcenentas zicnores, de=

norinc?os bacitacinz 3, Cy Dy ¥ I

tor

T cor-norente C ©s un producto de trensformacidn de 1la vacitracina L.
Lo tzoltrucina T cristalizh facilmnents nl everorar ol solvento, pero no
fuc ruy estudizda dado que su petivigad antibiltica es bajae In un princi-
pio re creyd rus el compunenie C ara idéntico a uno aislado por IZVTCH ¥
ABTUIETy mero covo resith) ser Alntinto, 19 hon 1liwmado bacitracina Fe

‘12 12 bacltrasinn ™ era un comrsnents real, ss demoatrd por hidroli-
sis totnl y cromatorrafia en panel d4el material del c¢ompononts principal.
In 8l dingrama cronato;rafico, 2l componente 3 daba todos los puntos dados

por el componente A, nis otro punto adicional, cuya nmonicidén en el papel

correspondfa a la de 1a valina. Iste punto valina, no es debido a este ani-~
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rioficldo; ha rido ainlado en recualin cantidqd, pero hnsta nhora 5o ha si-
do fa.~tilicadve.
Con el objelu do aiclar mejur 102 corpennntons do 1n baattraoina, soe

* . © ae SIS Y T v .
sscalld h‘.md vl SIS TatiliS ...uﬁ;'..l.l..u."’u - 5 tﬁ’irjn.,f",ldnCi;_!g. 88 b‘acltrac‘naa

23 ¥ lusgo Az S0 teansfzrencias ce chtuvo un diarra-

8]
L
I
be
3
“
=
[ ¢
|t
O
b
Ca
F_
1o

ns nue progeniaia un pleo dnconfundivle cuznteniende el cumponente b y ade-

a6 evlullln wn zoyor rendlziento en compsnenta £ esencinluiento 1ives dsl 8

cl

2o prreo de este motericl, toxedo de loo tubos Olu = 320, lus consilersdo
por log sutoror came proruraeilr stundard fo bacltraoinn /o "ara rzcurorare

/
sy 1as gelidelicnes o coreentroron rapldumente en un ovanorlor rotatoria

. o . . o
N~ te .a < -t ey W
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viezdo o1 procucto onown owegueiio volumasn de netanel o preceivitondc a) pep-

s ot e - . “ ~ ) - 5 e 3 o =
Lo BT aoRn o O Lo raluclin o omcedtoun.e Jeciuls ce 2O O yrecipitocio-

oG e ohIuvo un producto cae rtorecis oy oUlo leverwnts soluble en e

-t N
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Lote STadtizziznto no irfiuls en 1o octivicoss @21 antibidtice. Quardo e lo

‘ \

releria o gozo noeo { cuzago @ 1oLl Wy rrie O Drenidn) so obtuvisron ree
calarmirte vnlores gae pe atrosiiaben o lag G000 unidades por miligrinine
SN BarLd Ora DTevisible cues onte wmatericl pevdiera ou asiiviind pra‘u%*-

rorde, é:hido ol Zor.aciln exnoertunca de bucltracina Ce



LN

11 rendimiente dul ruiturial obtunldo por llofilizasiin, del core
te au tubLIs 310 a 312, eora nproxismdaments de 3 gramoce Lsta pruparu=
aidn atandarad ha cito ceptuddinda ultericrsonto en otros nisteman, ine
cluyando o) farmmad por aladghal Ancanilicoen=buinmnlefozfato buffer,
cue usiliziron ann 19%0 HEWION ¥y ABRAUAN, Tog nutor;s du eate Lraba)o
no h.n llegado a lan mirmny conclusiones resypucto al slocto de ento
sizdsn.

dna Corrida o5 Yuu "ioe e lu pruyuriacion stadord de bacitracie
na Ly a 1un 1u6 tran Tecevcins 445 un gicorma #n o8l cue no wonre
ela pinpuns banay Aleemtingy a 1 dersciing aino col-wouts ;naupﬂni
gice, que v.eesi ecp tinico do una distridvucida oblicun o de una
trun Fornneilr pa~ante la gairrdids, ot 0l%in posibilidnd pnarecs
acy 1 rueuponsnbls, Ao e el naterinl »ocupesnto o purtir de esa
poycidn sel dingiis , montraca ol ensaysrlo, una nctividad antibide
tica bain, e ern eeigjante a 1a e 1a Bucitraaing Qo= WV IIZICTN dee,
moatrd gue si se dujo bacitrucing A o tomperaturs smblente durante
v;riua diag ¢n uno ceincion de fonfatos a pi 7 0 al;e superior, se
gonivicrite parcicluents en Dacitracsing < = v virtn da wutae rauuléa-
G930y lus uutoves Bo cuonslderen al sigtenmn Toaluto cu o adecuado para
1y CuTraetorizacidn prociza do la haclitracina s |

Lo bacltracing 2 no parecce derivar de la A, dudo cus contiene
un residuo de aminolicidos adicionsl, coro ge ‘vbserva en 1la gromatosras
21z cn papel.

e I preparscion standard de dacltracina 4 éo estos autorsy,
se mproxira a um graso aceptable de pureza quiniea, so na vigto con-
firado por experinentops extensivos de hidrdlieis y determinneidn
cunlitativa de log residuos de aninolcidos, ¥y por enticis dcl peso
noleoulnr con ol mdtodo de suctitucidn parcial do LATTEINTY y CORAIG
(1222

n este trebajo, lus autores han ranlizado tarbién mediciones
dcl espuotrd de absoroidn. Todnn lan medidas oe hicieron en ol espoc-

trofotimetro BINILL, dd cuarzo. Una polucidn scuosa de la prepara-

ciln standard, cue contenfa L mz por ml. on opua, dio una curva que
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presentaba un nixino dédvil en la regiln de 250-25% milimioronus. 4l contie
nuar los trabajos resultd evidunts que entn abgsoreidén caracterfstic:, era
causada por una disposicidn quinicanente activa de uniones desconocidas,
dado cue casl todas las transformaciones dumostrablus por caructeristie
can do distribvucibn, actividad antibidtica, stc., dabun nor recultado la
pordida de ese tino copecial duv ubsorcidn. icvi, ol o dizolvia buacltrne
oinu A en LanCdg 0,1 iy, en una concentrucidn de 1 mg./f ul. y ve medfa
inazdiatzmente la absoreidn, ov obtenfa 1o micna curva (que cuxndo. vl pole
vente era agune Fero duvdineola varios dfos a 249 € sy obtunfn una cuxvas
diotinta, donde el =flximo go slimiiaba por coanleto,

La vacitracinu Uy en concentracidn do 1 np/l en egua, daba una
curva en 1o cual el nfxinoe se encuentro en 1la zona de los 2.0 nilimicro-
nece Neculta 3al quo lu transforencidn cue tivne lugar en ¢l medio alene
1ino tal ©o.:0 KayCus, e diferonte de la que producy dacitrocins Ce

La bucitracina B dabu unn curva casi iddntiza a la A en agus, pa-
ro 1lu inflexidn wra nas tajae Inta intensidad tenor es compatidle con un
recicuo adicionnl en 1a bacitracing B y un reso correspondisntensnte nas
alto. Il espectro du absoreidn de la bacitracina comercinl es conputible
con 8l hecho de ser uns nmoezela de loa tipzn Ly By C.

ius bacitracinas A ¥y 3 aparentenonte tiensn unioncs uy reacti-
vag pari ol metanal en solucldn ucuosa a pd 7 Con un excuno v mstana}
go obcervd que la nboorsidn de la bacitracing A se trasktadaba rapldomene
te de 1a del péptido inalturado a una ginilar a la dadna por una altoras.
cidn producida sn nudio alcalino c¢on carvonuto do codioe I'ste cambio se
innivia cucndo ol pli se regacia a 4.

3 ha mpogpschado que la potencisn antibvibdtica de la baczitracina
ve afectada por la presuncia de aldehidos o cetonzp en log polvonteg ugne
dos para la extraocidn del péptido. La bacitracina € apurentonsnts no es
afectada por el metanal, o0 sl lo es, €l vapectro Jd« abgoroidén no ge zlte=
ra.- Indo cue la transicidn de A a C parece tener lugar con péraida del
panto cisteinu, de acuurdo a 1o que so obaarva al hacer la cromatografia
en papel dol hidrolizado, las unlones reactiveos que rodean el atono de
azufre, pon probablemonte responsables del efacto del motanal y también

nrobublemente, do la ahgorcidn carasteristica de la hacltracina A,



Un anfilisin cualitativo y cuantitativo de loon aminoidcidos contenie
dos en la bacitracina A, por oramatograff{a de intercambio i6nico, fue
realizado por CRAIG, HAUZMAN,WEISIGER en 1952, Log resultndos obtonie
dos fuvron confirmados por una separacidén por distribuocidén en contracod.
rrionte de todos los aminodeidos provenientos del hidrolizado de una proe
paracidn ris cruda del antibidtico.

BAILY, GIIGURY y CRAIG, en 1948, habinn informado que la bacitraci-
na parece contener uniones peptidicas qus son fuerteriento resistentes a
1la hidrdlisis total. Adends se forma un material coloreado despulnide 1la
hidrdlisis, dependiendo 1la cantidad de 1la concentracidn del péptido usa-
do inicialmente. Una solucidn de¢ 1 g de pdptido en 200 ml do HCL 6 H pa=-
recia dar los mejores resultadose In estudios anturiores, con material 0
tan puriricado, el calentamiento a reflujo durante 42 horas dio recupera-
ciones mis bajas por cronatogrefia sn almidbn, para la nayoria de los ani-
nofcidos, pero una rocuporacidén considorablemente mayor del amonfaco que
la que se obtenfa cuando la duracidn de 1la hidrdlisis era sdlo de 18 hotan
Lsto indica una dostrucecibn parcial de oilertos aminoficidos por alghin pro-
ducto hidrolitico del péptido. Se eligid finalments para un estudio mas
ajustado, un periodo de hidrdlisis de 24 horas a 110°C en un tubo al vaclo
gcperando que los valores para los. residuos de aminoicidos, fueyan algo
mis bajose.

La bacitracina A mis purificada, dio un hidrolizado practicamente sin
color, en estas condiclones. 11 exceso de liCl ge elimind por evaporazeibdn
a presidn reducida y el residuo se disolvid en agua. Esta era la solu-
cidn gtandard ugada para anfilisis cuantitativo en la columna de intercane
bio ighico. Refirilndolo al peso deo plptido tomado y después do corregir-
lo por la pérdida de solvente por secado a 100°C a 0,2 mm. do Ig-de pree
pibn, se encontrd que el nitrdgeno total (Kjoldahl) era de 15,8 % Il ni=
trbgeno aminado (Van Slyke ) era de 13,6 55y el nitrbgeno carboxilico (nin-
hidrina ) era de 12,76 % Los aninocdcidos ss determinaron cuantitativamen-
te por la thenica de intercambio idnico de V0ORS y STZIN en un volumen de
hidrolizado standard que correspondia n 2,7 mg de bacitracina A, roferid:
& la base dc PEEO 58C0.

CRAIG, HLAULY y VEISIGER han confeccionado diagramas de los efluentes
ds las columnas intercambiadoras de iones. dables de apreciar en la fige 1.

En la fig. 1"a® se nuestra loa resultados obtenidos oon una coluuna Do~
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wex 50 de 100 cm. de longitude Mado quo hay tres aminodcidos blsicos,
se hizo también una soparacidn en una columna ocorta de 15 cm de lon-

gitude Ll reosultndo obtenido con enta columna ss aprocia en la fige 1YbYe
los rosultadog cuantitativps obtenidos integrando las arcas limitadas
por las curvas, se ven cn la tabla 1, Se obtuvieron dos pequeiias bandas
gin igentificar como se ve en la figura 1, adenis de las diez bandas
dadas en 1a tabla le Todas las de csta tabla ne iduntificaron por un
verdadero aislaniento, como veremoge Las dos bandas no iduntificadaen, se
encontraron cn posiciones que correspordfan a metionina y triptofanoygin
eribargo, ninguno de estos cminofcidos estii involucrado, como lo nruestra vl
heclio de gue no azardzean cn los experincentos de aislacidne La bacitracira
Ly 1O daba motoxilos en la dotemainacidn stondard de estog, en camq;o la
rmetionina gie. Las mediciones del espectro de abzsoreidn en la regidn dol
ultravidleta, hechzs zobre el pléptido intacto, no eran compatibles con la
presencia de un residuo de triptofano.

La recuperacidn de los restos conocidos representaba colamente el 37,4
<3 del peco dol pdptido tomadoe. La recupcracidn de nitrdoeno era del 90,77
de la cifra de nitrdgeno total (15,8 ,J)e odos los aninodcidos han gido

aislados en forma cristalina e idcntifieados por los nmétodos de la quig?-

g

-

ca orcinica clisica. Con egte propdsito, se hidrolizd una ruestra de'3 ﬁ?
de una preparacidn comercialjpor distribucidn, se encontrd que la misna,
contenfa solanendoe paguenas cantidados de bacitracina 7y, Dy C, ¥ tenia
alrrededor de un 205 de bacitracina 3. Se ha demostrado que la bacitracie-
na B difiere do 1la A »nor tener un aminodcido adicional.

Tecpues de elininar el HCl en excepo, por evanoracidn a secuedad, el
residuo sdlido ce distribuyd en cl sistema HC1l acuogo al 29 = fenole Se
usd solamente 5 ml do la fase acuosa en cada tubo. Il diagrema de los pee=
508 obtenidos después de 220 transferencias se observa en la figura 2 “a%.
La banda 1 contenia todo el naterial coloreado, probablemente correspon=
dia a una o tal vez o anbas bandas decconocidas, en la separacidn por ine
tercanbic ilnico. la harnda que primero se sospechd que era triptéfono, de-
biera esctar en esta fracciln, pero un exanen posterior indicd que cste no
era €l caso. La bandc 2 era fenilalanina, queo se aisld facilmente con buen
rendimicnto, por agrecado dev eter etilico al sistema para eliminar sl fe-
nol de la fuse acuasa. La polucidn acuosa se evnpor6 luego a sequedad,
despuls d2 una extraccidn eterea final. La banda 3, contenia una mezcla de
leucina e isolsucina, la cual se separd por distribucidn en el sistenma,

butanol 2= propanol n - acetato de amdnio acuoso al K%.- conteniendo Iiiz
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Toeuld 0o ol andlictie co aninoleidon

-

¥ ocno 5 de N tot:dle ninoacido resicdual =‘roporcion

- «p0r TuluEe du poptido-iolar (1)
Jendlalonim - Ge 5 - 108 - 1,03
Leucina - 6,5 - 8,2 - 1,02
Izoleucins - 11,4 - 14,6 - 1,83
Clctuina - Gyt - T - 1,80
Leldo Glutizico = 596 - sl - v 80
L8120 Aspirtico - 11,3 - 14,7 - 1,77
Zistidina - 14,9 - 767 - L9 8O
Lisina - 11,2 - E,1 - U, 63
vniting - 1l - G,8 - Upbu
Ly - Gy B - 1,3 - 1,48

Total - 007 - 87,4 -

( 1)=mzedo en un poso pmoleculnr Ripotitice du 1411 -
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al 15 on las proporcionss do volumun 211:3, rospuotivumente. La banda de

}H4Cl ge olimind a las 240 transferencias y la distribucidn se continud
luego, reciolando hasta alcunzar las 2037 transferoncims. Loto. did el dia-
grama de la figura 2 b y permitid aioclar cantidades adocuadns de ambog o=
ninodcidose La separacidn se confirmd por oromatograff{a en papel. La bane
da 4 de la figura 2 a se encontyd que contenia el residuo extra de anino-
dcido presente en el couponentv B de la bocitracina comorciale La rugtane
cia critalizd cuundo sec evapord la solucidn Acidan poro sra ruy solublo en
acune La banda 5 probd sor cisteina, la cual podia recuperarse fucilmento
caio cloriiidrato cristalinoe. La banda 6 es una banda grande que contiene
los aninoscidos bigicus ¥y Acidos. Zgtcs oe recuperaron y fraccionaron por
distrivucidn e¢n alcohol amflico terciario-icido clorafdrico acuoso al 5%
A lag 1425 transferencins se obtuvo ¢1 diagrama de la figvra 2 ce Ia banca
rd s alta ala izquierda que contenfa todos los aninoficidos bisicos, ce eli-
mind y lo distribucidn ce continud hasta lan 2054 transforenciase. Tntonces
se obtuvo el diagrama de la figura 2 .

La cronatografia en papel mostrd que al ubucacibn dada o las dos bane
das tedricas, era correscta. L1 fcido glutfmmico se recuvord de la rana dere-
cha de la banda ( tubos 320 a 340 ) y 8l fcido aspirtico,de la izquierda
tubos 255 a 275 ).

J.a mazela de anigoicidos basicos proveniente del diagraaa de la figue-
ra 2 ¢, ce distrivuyd luego en el gistema original, Ol al 2.-fenol. LOs
vollncenes do las fases usadas fueron de 5 y 10 nml respectivanentes 4 lag
1150 transferencias so obtuvo el diagrama de la figura 2 e,

La recaccidn de la ninnidrina cuantitzativa en solucidn 4ciga por el me-
todo de CUHIIALRD para ornitina y el ensayo de PAULI para histidina, confiir-
riarcn la ubicacidn de las tres curvas tedricas. Iuego fué facil aislar los
clornidratos de aminoicidos cristalinos a partir de cortes apropiados del
diagrama de 1la figura 2 e. La rama izquierda de banda 1 contenia 1:i¢Cl, poe
ro esto no interferia cocon la coristalizacidn del monoclorhidrato de 1la liige
tidina monohidratada, proveniente del corto de tubos 870 a 9C0. La banda 3
era nis alta que las otras dos, se encontrd que esto so debia a la presén=
cia de ciotira, formada aparentemente por oxidacidn parcial de la eisteina
encontrada en la banda 5 del diagrama dela figura 2 a.

Tsta se elimind facilmento por asjuste del pH de la solucibén acuosa con

piridina y filtracibén. Ia solucidén se concontrd luego para coristalizar ol
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nonoolorhidrato do ornitina; con wvate propduito se usd un corte de tubon

960 a $SV. L) monoolorhidrato de lisina ge ulsld de un corte do tubon 9233
a 937. la tabla 2 da los datos analiticos para loa aminofieidon eristalinos

y su podar rotatorio. I'n esta tabla ss informm daton para olstina. In poe-
sicidn de la banda 5 o8 1la calculada a partir de la relacidn do parteién
del clorhidrato ds cisteinn, pero aparontemnente me produjo cierta oxidacibn
a cistins antez de cumplirse la oristalizacidn, dndo que no gs tomaron pre-
cauciones para inpedirla. Il rusiduo obtenido de la evaporacidn de las go-
luciones hnbfa permanceido wvzmuesto cierto tiemno, antes do eristalizarlo
directanmente a partir del {iCl. 31 poder rotatorio do los yprimoron crista-
les indicaba que la sustanela cra principalmente cistednn, y agends se oh-
tuvo una reaccidin fuertenente positiva de nitroprusiato, para culfhidrilo;
sin cabargo, los crintales obtenidos de los liquidos nudres daban el dato
anclitico correcto para el diclornidrato de cistina y el poder rotatorio,
era so0lo levenente mis bajo que ol valor informado en la literatura. Fro-
b2hlemente una pequeiia cantidad de cinteina permanceia con 1z cistina.

IouTos y Al (1953,a,b, )y doe acuerdo a los recultados de titulae
ciones cléctrondtricas y dc reacclones con l~fluor-2-4-dinitrovenceno ({
¥ifiB ) llegaron a la conclunidn que la bacitracina 4 contonia un grupo dele
ta anino livres el cual era partse de un resto ornitina, ¥y un grupo glia a-
nino libre, 8l cual era parte de un resto de lsucina o0 igoleucina,

SO (19538 ) e IEGHLT (1953 ), no pudieron demostrar la precencia de
un aninoficido con nitrdreno termiral en la nolbcula.

LOCTILIM, FLUTON y ABRANLY, en 1954, conf{irmarocn los resultados de ex-
perizentos enteriores, ¢ informaron que el dinitro fenil derivado (IX7?) de
1la bacitracina A, dabn DTP-ipoleucinn por hidrdlisis; sin embargo, estable-
clieron que el rendimiento de jiP-~isoloucina, era micho menor qus el gue po=-
dia ecperarse de un resto con nitrdgeno terminal por molfcula, y sin embare
go prevalecil. .clerta duda respecto a la naturaleza de la estructura gue lle-
van los grupos libres alfa amino, pogtulados.

Los anilisis de los aminolcidos fermados por hidrdlisis con &cido, sugi~
rieron nrimero quo la bacitracina A contenia solammete dos resicuos do iso)
leucina ( D.LRXY, GH2GUXY y ChalG, 1943 ), pero los estudlios sobre la secuen-
cia de eminoscidon, mostroron gue los regstos de isoleucina, se encéntraban
en tres poriciones en lo oadena pentidica, és acuerdo a loo trabajos de
CRAIG, HAUCUAIY y VAISICLR en 19543 LOCXHART y ABRAHAY en 1954 a3 HAUSIAKN,
VEBISICIZR y CRAIG en 1655 a3 WEISIGER, HAUSHUANN y CRAIG en -1955.
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Uno de los rentos dv isoleuoina, aparccin parcialmente ocomo allo-

isoleucina, en hidrolisados &cidos ( PINZ, 1954 ) A la luz de exporie
nmentos anterioren, los resultadon de la hidrdlisis paroial, podfan ancoe

mogarce mojor, suponiendo que la bacitracina A contenin un residuo de
isoleucina con nitrdgeno terminal, que estaba unido por su grupo carboe
xilo & un resicduo de oisgeina potencialy no obptante, el cuadro completo
parocla cer mis complicadoe. LOCIIART y ADIAHAY (1954, &) y ILUS AN y oco-
laboradores (1955, a), sugirieron quoe el grupo amino de ecta isoleucina
astaba unido fimmenente con un resto du fenil alanina o inter rrenccio)
nadba con este Ultimo, durante la. ruptura hidrolitica ce 1a molécula. oo
hizo esta ougestidn porque varios péptidos que contenian lu serie fenil
alanina-igoleucina, parvcian estar prusentes en hidrolizodos parciales.

Ta homogeneidad de por lo menos, alpunos de los pdptidos obtenidos
FOor Ly, 2iARY AR (1954, a)y fue diccutiga, pero el deriveado U7 de
un péntido fenil alanina-isoleucina-cistina~Zli-leucina, obtenido por ILAUS-
1AL y colaboradores (1955, a) parece haber sido bilen caracterizado.

1 Qtomo de S en la bacitracina 4, estd presente como un grupo tiol
enmascarado, que aparece camo parte de un grupo cisteinz, por hidrdlisis.

WTLTON y oADRA22 (1953, b)), sugiriercon que la bacitracina A, contee
nf{a un anillo tiazblico:
R S —Cll,

—m—tieg |
N
RELIC VI

Tsta sugestidn se hizo debido a la facil libsracidn de un grupo tiol
en solucibn Acida caliente, y por el comportaniento de la bacitracina A
en la hidrogenolisis. Deopués del tratamiento con lil de haney, se prescne
taba un resto alanina cuyo grupo alfa amino era 1libre, y oo detectaban dos
nuevag sustancias entre los productos de hidrbdlisis; una duv estas sustane
ciuas ce supuso que era un amino alcohol, porque los hidrolizados en los
que estaba prescente, daban emoffiaco y un aldehido volatil, por tratanien-
to con peryodato. Los cambios producidoas por hidrogcenolisis podfan inter-
pretarse como la eliminacidén del &4tomo de 5, seguida por la hidrdlisis y
reduccidén de un grupo recultante:— Cli==li—,

Z1 fragnento de isoleucitaisteina, que ss encuentra en hidrolizados
parciales de bacltracina A, parece scr derivado de una sstructura hasta

ahora desconocida en poldpbptidos. S8 hah hecho intentos para obtener in-

formacidn mis precisa acerca de esta estructura mediante el uso des rsac-
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tivoa para los grupos amino libroe de los plptidos ¥y por votudio ulte-
rior de los productoo de hidrogunolisin con ol lii de Raney.

AU, WINIsIan T y CRAIG (1955, b ) han 1llegado a la conolusidn
¢e que se forma un dorivado del tiazol cuando la bacitracina A se gone
vierte en bacitracina 7, por oxidacidn al aire.

LOCIURTY, ABRAILID y KIGTCY, en base a eastos anteccedentes, trabae-
Jaron en este tema, durante el alio 1955,

11 anfliois de los aminolicides prosentea, despuds que la bacitrae
cira A habfa sido hidrolizada con HCL 6 L a 105°C durante 24 horas, ine
dicaba quo nabla dos molus de isoloucina y 0,5 moles de allo isoleucina
vor cada nol de leucina. La cantidad de isoleucina era algo mayor gl la
hidrdlisis continuaba durante 90 horas.

U1 valor para igoleucina y allo isolecucina combinadas, el cual es
rnis alto que el previcnmente registrado (iLWJ.LIAW y colabaradores, 1955,b)
concucrda con la cuposiciln de quo 1la mezecla isoleucinae-allo isoleucina
en los hidrolizados, deriva de tr es resfiduos en la molécula de bacitr a-
cina A

HARVZIIIST (1953) y HIRS, STRIN y O00RG (1954) sefialaron que gs re-
cuerfen una hidrdlisis prolongada para liberar toda la isoleucina de
ciertos péptidose Uno de los restos isoleucina de la bacitracina A apa-
rece en hidrolizados parciales dcl péptido isoleucina-fenil alanins, y
otro, de log péptidos isoleucina-lisina e izoleucina (aspirtico)-lisina.

Se ha encontrado que todos estos péptidos son particularmente recgis
tentes a una hidrdlisis ulterior (HAUZIANYN y colaboradorss, 1955, b ;
LOCSLART y ABRJAY, 1954, b j; por 1o tanto, serfia comprensible que el
rendiniento de igoleucina fuera menor que el tedrico.

cuponiendo que la bacitracina A, no consista de dos péptidos con
rectos de ndtrdpeno terminal distintos, el valor 0,5 para £l cociente;
allo icoleucina/leucina, debe explicarse por la racemizacidn del ftoro
de C alfa, ya sea do un resto de isolsucina o de un reoto de allo igo-
leucina; sin embargo, s80lo la vrimera explicacibn, sugerida por HAUILRA
¥y colaboradorens (1955, b ), parece e¢star de acuerdo con los rusultados de
otros expsrimentos.

La densidad de color de la ninhidrina dada por la dacitracina A4,

la cual 8s 1,5 voces mayor por mol que la dada por la lsucina, concuvre



he
da con 1la opinidn de que la moléoula contiene un grupo amino libre
dietinto al grupo delta amino de ln ornitinam. Intre los compumstos
ucados para la comparacidn, ol #ocido 6 amino hoxanoioco, mostrd una
denoldad de colox por mol que era casi tan alta como la mostrada por
la lecucinae Loa valoros oorrespondientss para los compusstos que
contienen dos grupos nmino libres eran mayores que el valor para len=-
cina, pero menorcs quo el valor para bacitracina fe Iim ponible que
el color de ninhidrina cado por una molécula grande que contenga doa
grupoc anino libres, dependa en parte de la distancia de un grupo ae
zino al otro.

0 hay duda de que ol derivado dinitrofenil de la bacitracina &,
d3 Iv2-isoleucina y/o IliP-allo isoleucina, por hidrdlicis. Los derie
vados de la isoleucina son los Gnicos productos identificados que pue-
den habar sido derivados de un resto con nitrdgono terminal, pexo el
rendiniento pobre en gstos derivados, ¥y el hecho ds que 1la TiP=-isolesue
cina estaba acompaiinda por material sin caracterizar, soluble en bter,
indican que hay factores desconocidos en al formacidn o hidrdlisis do
los derivados IIiP del polipéptido.

FOIATI en 1954, ha cotablecido que 3dp muestras de bacitracina co-
nercial contieno isoleucinae. Ha sugerido que esta 1ltina estd presente
aln en preparaciones de bacitraocina 4, y puede ser responsable de los

formes de que la icoleucina so encuentra como aninofocido con nitrige=
no terminzle. Sin embargo, en el sistema solvents usado aqui para su aise
lamiento, 1la bacitracina A tiens un coeficivnte de particidn que es 10
veces mayor que el de la isoleucina. For 1o tanto no pueds haber queda-
do urna cantigagd significativa de igoleucina en la banda a vartir de la
cuzl se £isld el producto final.

La rcaccidn de la bacitracina A con &cido nitroso, la cual da un
nroducto quo no produce allo isoleucina por hidrdlisis, pavcce evidune-
cier claramente cue la allo ipoleucina deriva de un pesto con nitrdpe-
no teminale. Este Gltino probablsmente ep adyacente sl resto potencial
de cisteina, dado que LOCICLT y ABRANIAS (1954, b) informaron que los

rosiduos de isoleucina en otres dos posiciones de 1la molécula permanse
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cfan intaotos en ol produocto desaminado.

Una postorior oconfirmaocidn do esta opinidn, provione dol estudio
de los productos de hidrogenolinis de la banoitracinai. Expsrimenton

preliminares moatraron que el alcohol aminado encontrado primero, en
los hidrolizados do la bacitracina A desulfurada, podfi ser inoleuci=
nol, y que el aldehido foruado por oxidacidn con poreolorato, podia per
alfa nmetil butanal. Una indicacidn de que ol amino alecohol sra isoleu-
cinol se obtuvo a partipy do su comportanmiento en papvles de cronatograe
ras bidimensionales, tratados primeroccon butanole-acido acético, y luse
GO con fonol en presencia de HCl 5 K. "ista opinidn se reforzd cuando
se nostrd que la 2«f%-dinitro fenil hidrazona del aldehido, tenfa el nise
o valor de Iif que el zlfa notil butanale-2-t-dinitro fenil hidrazona,
en los papules de cramatogranma(BURTON, 1054), y concordaba con el Aooe
cubriniento pogterior de que la serie isoleucina-cistina 35, os encontrae
ba en la molécula. 111 trabajo de LOCKARY, INLTOH y ARRILIY, ha nootrado
en forma ccncluyechte que el igoleucinol es un producto de 1la hidrogeno
lisis de la bacitracina .., y tanbién que el igoleucinol nparsce en ecota-
do libre antes de la hidrdlisis de la cacdena péotidica con ICle A partir
de este comportanicnto, es razonable llegar a la conclusidn de que ol
isoleucinol deriva de un resto de isoleucina con nitrdgeno terminal, 11
descunhriniento de que se forun le-aninuv-Il=ictil-n-butano por hidrozenoli=-
aig, pucde interprutarse en fornma sengjantos

intre los restos ds aminovfcidos, que se sabe estén presentes en la
molécula, la isoleucina es la unica fuente concebible de esta _suatancic.
Las regociones que g2 supons que ocurren cuando se trata la bacitracina
A oon lii de Faney, y cuando so la inactiva con Zcido diluldo calionto,
oes ilustran en ol ezqueng adjunto (a)e ZLas lineas puntvadas rmestran lag
uniones rotas por hidrogenolisis. ILa formacidn de leanino-2emetil-n-buta-
no y de etil anina, involucra la ruptura de unionegs C-Ce llato se sahe
qua ocurre, en renor grado, durante la accidn del Y¥i de Iansy sobre la
penicilina (KACZIA y POLIIRS, 1949).

2INLICH (19C7) encontrd que la l-isoleucina, daba una mezcla do l~i-
coleucira y d-allo isolcucina cuando ae la calentaba con solucidn de
Ja(0id, a 180°C.

Zuponiendo que lo allo isolsuocina encontrada en los hidrolizados

hcidos de bacitracina A, se habla formado por racemizacién a partir de
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una isoleucina con nitrdgeno terminal, se supuso que sote cambio Yodia
no tener lugar faclilmonte durante la hifrogonolisis oon lii de Raney, ¥y
que el isvleucinol rasultante podfa por lo tanto llepaxr a4 obtunerse en
una forma poticamente acfva. Iespuds do la oxidacién del isolesucinol a
isoleucina, los analisis on columnas de Nowox 50, hicieron posible detor-
minar si 1la isoleucina ora una nezola de estereoisdmoron. Los resultane
dos mostrarcn que realmente se habia producido una racemizacidn considee
rable, poro quo ol producto principal era isoleucina y no allo igoleuci-
na. Concordaban los resultados, con 1la psupopicidn de que un resto de igo-
leucina ocupa la posicion de nitrdgeno teminal en la modxbcula intacta

de baclitracina /A, y que la allo isoleucina en los hidrolizaqdos derivabde
este residuo. Puede mencionarse que BRUC.ILNN, GIRUBHOYER, HALS y AALDY
(1051 ), aislaron d-allo isolcucina de los productos de hidrdlisis do la
actinonmicina Ce Yn este caso sin emborgo, la racesmizacidn no parece egtar
involuorada, dado que no so informd sobre la presencia de otro igdmero

de 1la igoleucina,

Se supone gemaralmente que la racenizacidn de los alfa aminoicidos
es una consscuencia de la ionizacifn de un hidrdgeno en el Atono de C
alfa (IIDU3LNIGHR, 1948 ).

n 1la 2-(1 amino-Z-metilen-butil ) tiazolina, que parece fornar la
parte terminal de la molécula de bacitracina A, la ionizacibn del C que
1lleve el grupo amino debiera verse faclilitada, en condiciones fuertenente
&decidag, por las cargas positives en los 4tomos de nitrdgeno, y por la po-
sibilidad de resonancia en la estructura resultante. 'n estas condicio-
res, lz velocidad de racenizacidn puede ser tan ripida como para competir
con las reacciones que dan como resultado la ruptura del anillo tinz6li-
co y lu formacidn de una unifm peptidica normial. Tsto se pucde apreciar
en el diaprana adjunto (b).

La racemizacidn de la isoleucina obtenida por oxidacidn dcl isoleu-
cinol proveniente de bacitracina desulfurada, puede haberse producido
parcialmente durante el proceso de alolecidn, pero en vista de que las
condicionos empledndas eran relativanente suaves, paroco mas probable que
haya tenido lugar durante la hidrogenoliscin.

Sin embargo, no puede ignorarse la posibilidad do gue ge produzca
ciorta racemizacifn durante la aislavién de la misma bacitraoina 4, sin

£1i518n del 2nillo que contiene 3.
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Lop resultados pues LOCKHART, ABRAHAM y NEVTON presentan en ente
irabajo, parecen explicarse nejor suponiondo que en al bacitraocina A
hay un anillo tiazdlico; ademis, dos propdedados de la bnoitraocina 4,
cuya interprotacidén era anteriormente inciertan, aparecen ahora como
consistenten con la hipbtesisc tinz0lida., La imnosibilidad de detoctar
un grupd bisico cn la nolécula que pudiera ser atribuido al nitrdceno
de un anillo tiazdlico (NTLTON y ABRANATY, 1953, b),es eonmprensible si
gl tiazol so sustituye por un rosto con nitrbgeno terminal. La presen=
cla de este resto, con un grupo anino cargado positivarmente, agregado
al Cv de la unidn anida, a traviés de la cual estd unido el rento a 1n
cadena peptidica, puede muy bien llevar sl pX del nitrdzeno tiazbdlico,
por debajo del rango que cubria la titulacidn eléotrométrica. Il decrce
clalento en el coeficienta de extincidn molecular a lo3z 254 milimicrq-
nes, que se producs cuando 48 inactiva 1la bacitfracinn con écidoﬂff
TOL Yy 4AB:ldiil, 1553, b)), es similar al cceficiente de oxtineidn molecu-
lar que han informado XKUIN y DRAVERT (1954) para la 2-matil tiazolina
en esta rezidn.

Sin enbargo, existen indudablerente pro-~iedades de 1la estructura
tigzdlica, que necesitan ser investigadase Las ragones para los vazlorss
bajos, cbtenidos cuando el rescto con nitrdgeno terminal se evidencia
ccn el ugo de ¥iiB, continiien inciertas. Por lo menos un producto que
aun no ha sido igentificado, parecs formarse durante le higrogecnolizis
con Y1 de Poneye. Il mecanicmo por el cual el grupo anino del résto con
nitrbzeno terminal puede inter reaccionur con un resto de fenil alaning
enlalcadena peptidica, ¥ 1la posibilidad, mencionada por ILUIUYY y cola-
boradorvs (1955, a), de que la nmigracidn deol grupe acilo entre Sy N

juega una parto en la quimica de la bacitracina A, estin entre otrog pro

blezas interssantos para la investigacidn futura.
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Enaayes de bagltraoina

Los primeros trabajos para la valoracifn de baoitrasina fuerom
realigndos por ANKER, JOHNSON y MELENEY, quiemes describisron un mbe
t0d40 para determinar la potencia de la bacitracina bafndoss en que
se sntiende como Unicad, la cantidad que diluida 151024 en un cone
Junto de dos seriss de diluciones de caldo de carm & 20° G, inhibe
complatanente. sl orscimiento de una cepa de Estrsptococo hsmolitico
EYUP0 A, ounﬁdo el inSculo usado para sembrar los tudbos es 0,1 00,
de una dilucidn de 102 @» un cultivo de una noche en 0aldo sangre.

llas tarde, ANKER, JOHNSON, GOLDHMERG y MELENEY desoriben postse
riomente ol ensayo por .ol mbtodo de diluciocnes seriandases Puede ue
surse un caldo de infusiln de cornzbn de vmoa estabilizado com foge
fato monosbdico o0 un caldo de infusibn de corazbn de vaca y 2% de
glucosaepeptonae El ensayo se hags por triplicado usando diluciones
de la muestra 133, 154 y 1:5 en los primeros tubos de cada una de
las tres filas de tubdos }'do éilnoién. y a partir 4o ellos s® hamn
diluciones por duplicado de modo que cada fila cubra los limites de
potencia. Los tubos se siexbran entonces com O,1 ¢0e de una dilucifn
de 10°3 de un cultivo de una noche de Estreptococo hemolitico en cale
do de sangre..Las series son incubadas 8 37°C y las lecturas se hacen
daspﬁ&s deu24, 48 y 72 horns de inoubaocidne ElL punto final es, la me
yor diluoibn para la cual el crecimicnto se inhibe por completo; asi
un punto final ds 11512 signifioarS que la muestra emsayada oontenfa
0,5 unidades por mle ¥ un punto f£inal de 1140, 0,04 unidades por nlee=

Si se desea mayor aproximacifn en la lectura que 1a que es posi-
ble oon este tipo de dilucidn, deben hecerse series ds diluciones a-
diocionales intermedias en la vecindad del punto finul primeramente
determinado, |
Un método de snsayo como el do *Cilindros® es asconsojnble ya

que no sufre alteraciln por una contaminacidn bacteriana leve. Para
su realizacifn basten los conooimientos de manipuleo rutinario y

lleva menos tiempo que otros mbtodos.
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Un mbtedo eon esta téonica, pars la bacitraoina, es desaripto por
BO7F, BENMET y STANLEY, Oome glrmen se recomienda al lUigrocoous fla-
Vus en lugar del Estreptococo hemolitico usado inicialments per JOUN
B, ANKER y MELENLYe 8¢ vib que sl Mieroscoous era nmejor debido a
10 lise y unifurme de su orecimimnto y a 1los bordes netos de au som
de inhidvicibn,

la coepatibilidad de los resultados logrados por wste mbtodo se
indica on 1la figura 1, en la ocunl we han trazado dos curvas stundar
mostrando la respuesta a dosis graduadas de bacitracina, Cada gona
por nin'l ds dosaje .8 basa en el pronedio 4o 100 legturas,

Figura )
Fnsayo de oilindros para la bacitracina
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BOND y NOOK han informado sodrye un mftodo de snsxyo en placa que
permite 1a detominaciln de hasta 0,08 uniduden ds bagitracina por
G 0e &9 fluide ded orzanieno Mumance

DANKER, BROWN, FREE, BIRO y GOORLEY cacpararan dos proosdimien-
ton‘ uno turdidinbirico y otro de plucas .clltn&ro-. para el enssyo
de dacitracine, Estos mbtodos inoluysn una discusiln de 1la relae-
oifn matemftioa que existe entre la concentraciin de antibidtice
¥ 1a z0ma de inhibioidn,

BOYE hize uns oomparsoilfn entre ol m8todo de diluciln en soe
vics 49 tubos ¥ el de disoos do papsl de Liltre. IFnoontrd que los
nivelos do pensibilidad de la droga por ol ndtodo del disco eran
gensralmante varias dilucionus en seriee mzs Hajoy que 108 nivee
1es obtenidos por dilucibn en tubo,

En Ab:i) d9 1951, la Comioifn de Alimsntos y Trogas de Natae
doz Unidos, pudlicd reglsmentos corregidos para las prustas, méto-
dos de cnsaye y corsificadss ds antibiltiocos inoluyendo 1la dacitrae
¢ina y produatoa gue la contionsn,
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s ol

Ugor ¢ veninjas de 1x bacddrasing

U reswian da8 alsutas du 3ao propdcdiden ¥ wntajuan 4ol uno de ln

baodtracing, s2 enu-uran a eontinuaacidn,

La baecitracina in vitro, os vfoctiva contra 209 eutreniooocos honolie
ticoa de rayer poder paddsurng, catroptococde ne homoliticon, ostafilocos
CCJ, NCUR0GIATII, [INOSUCIT, meningueosac, Maclls aiftdrica, cacas nnau§3~
Dicos an ganiral, vevior cleoastridion du grugrana gacoops, copiroquotus
bucnleg, itrs:psnuacs illdos de 1n ¢ifilis y loc actinonicon. Tione poos
o ninguna 23310n gdvve vioilles du gruno aerdvles, Cran aszgativea ¥y no
eeporulidoss Una reprecenticeiln an dingo . de 1o acsila de 7 @3 los ane
tibidticos m=2ao usaidon, ce dndicn cn uudro ajoarti.

La ecoifn antibactscians do la b.citraelina y nlmunos obros antibié~
ticos sobr~ ecaopeclsg ingividualus de hacterias, su eanpard cn la Tabla
Y0 le=

La concentraciln necagaris para cue la bucitroeins produzos in vie
tro upa iniidbieidn coupleta sobre el dessarrollc bactorianc, oo piuede ae-
preciur on e Tebla Tae @

Lag espacloag da orgiwmisaes que denaptTavon ger welativexoe te rosige-

tentes a la bacltracling, la verog en 1o Tubla 10 Se-
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JLJABLA N2
Congentracifn de bacitracina, necosaria para producir inhibioién
corplete { In vitro)

~onaibilidad part da
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Lgpeclen du oryanigos quo son rolativonents resistonteo

& 1o cooldn o 1a lasitraoina
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= Sprodastor asrolenag
- Aerouactor cloacao

e 230i1lluy alkuligenes
« Jacillus proteus

- Lacillus gubtilis
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- Ilscherichia coli
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- l'onilia albicang
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Una de las ventajas que inplioca su uno, xadion on ¢ue 28 5510 luves
monto absorbida, sl es Qus se absorbe, despubs do su aplicacién oomo
un téploco aobre la piel, 0 por el tracto intostinul si ps efectfa un
troiandinto Tor dncaatiln aral. Tatn lovo adnoreifn en txhifn caracte-
ristica deél traclo vespiratorio, aunque debe selularss la posibilidad
de una excoepoidn en ocason de eiertas nfeccionan,

Zstas propledades permiton nltan concentraciones d« 1la droga en ostas
regiones particularen, peraitiendo intervalos entra dosis méis amplios
que si ge eaplaara penlsiliva. Adenfin Loz tratamisntos pusden por repa-
tidos debido a qua a0 rroduce zensibilidsd cao =23i tomcee frrltacibn
en ol gitio deo inyscciln, y sl por excepeidn so produss es insignificone
to y transitisria, contcenptod que ce hacen cxtansivos o 103 poeoo canoe
de rospuestas alsrgicns obrasvalos.

La bacliracina rc ez inactivada en pracencia do lse 2nglmns conoecicas
hastn aiora, asi coxo tampooo es inhibida por los tejidos neordticos,
pun, exudados, cocreciones, suers sanguineo y sensjantes. For ollo es
efeotiva en areaz du infceciln gue rTequioren woslin antiviltica.

La poricilinn pusds ssr rescplacadae pas Yacliracinag wun dosis terapéu-
ticns cuando se produce o existe pensibilidad hacla aquella, odenfis
1a activiznd no so ve afectada por 1a prassncia de ovpanimmos produocto-
res de penicilinara. Actiin sinsrghiivxionts con ponieilina, tirotricing,
eatreptasicinag y pelimixina. Tiene aceifn baoctoricilaus contra ciortaa
espoecicon y copaz que son resisientes a la penicllira ¥y antreptonicing
y tu cspechkro duv cutividad antibidiiva conira Los cocos Groma positivos,
e3 oo ompiio que ¢l de lu penicilina, conc esi tamhifn au noodln contra
1la sstreptococcia no neroiliicie Pusa yapidarents ol flufdo gcorebro ese
pinnl por medio de 1la sangrg, cunndo los tejidos reningaocs satin lesio-
nados, & isunl que otroa antibvidiivos.

Za bLacltyacina puede adiilnistrurse en daosisc torapéutica por via intra-
corubial 8 intrasusculur,; sin caupar sintouaz cssebryzles melestos, mion-
trus que 1a peniodlina(cxeopto ea donis por devbajo do las 5.000 unidades)
estrepiocaicina ¥ oulfenaaidan, por lus nisnas vias & igunles dosis, suo-
len produaoclr oconvulalonaz,

Eu efsotividud contra los miorvoiganicios cenpiblog, 8ath en razén dl~
rocta con su concuntracifm. Una de lan partioularidndes 4s este antibib-



Go
tico, Que llama poderosamente la atenoibn, vs su efioioncis sn el tra-
taniento de diversas onfermodndes on que de acuerdo a las condiciocnes
patolégicas, su aplicaoldn no poria espvoffioca. listo v hu eomprobado
en cas9s da infuociones ablmioas pibgenns, infecoionun oftilmicas y hee
ridas quirirgicas abisrtns, cuando te la aplien como tdpicu.

X1 uso cada ves mis amplio qguu se le da omo agente terapbuticv do a-
plicacidn looal ex a3l tratamiento d¢s inteaciones vagirales, @3 una pruo-
ba nls de 1z bonded de ou utilizacifn on el control de ruchas infeccioe
nse conmurese Lz bacitracina por su necifn tonto bactoricida conmo dacte-
rioptitica, cr segura ¥ efsctiva gomo nedidn profidléctica oral, previa
a la cirugia nbdominal o pogsterior a otron procedinmientes quirirglcos.

Diversos canos do anehinasis opudns ¥ crdnicer, refractavion a otros trae
tacicntos, hun wostruco una couplets y pronta renipidn ¢ log cipnosn oli-
nicoz, al adninistrase tubletuo de bacitrucinne La curacidn de luzsiones

y ecterilizucion de doyecciones se producird ul cebo dd 8 a 10 dias.

Los resuliadss obienilss on ol {drataxicento do la 2lzentoris bacilar,
hen deniogirado la efectividad da la bagitrooina contra dlstintno copas

del Tacillus dysenterize, pero son necusarios todavis wuvorez estudios
para ubicar corrsctumacnte al antibidtico en los tratamienios para este
tipo du inreccionoses 1 ugo parenteral de la baeiitracina ¢on contralor
sanitario adecuadv, estd autorizado en los roglanentos de la divisidn de
do antinidticcs, <o 1a ~cninistraciin do Alinenton y Trogun (o lop Notas
dos Ynidone i tales cendicioneo 28 unu 4drore salvadora du vidac, en cae
sop de infecclones producidas por invaeidn de sstafilcoucos, estreptocos
003 ¥y Reumoooedng la dools generaluzniu eo 1lnita a 150.uwC unidedes dia-
riaa, ¥y cdebe rantepsrps una cuidadosn obssrvaciln para cvitar enojosas
consucicnolians. Zoy en d4ia, no ge rocomisada tznto pare iuvyoeccionss intra-
mmigoulares 0 cnduvenusas, ¥ &1 en pasdan, soluciones nacnles; tabletas
orales y polvos para mrezarar goiucicnose.

Un einergismo sntre la bacitrucina y otros watibidticos, cumndo se ene
plean en tbépicos y por via purenteral, ha quedado establocido en rauichas
prusbza clinicas y onecaycs cobre organisnos eislados. La aplicscidn de ba-
citracina en comblnacic:es paliantibiﬁiicsu. ez unz noncecuencia ligioa
ds e8pos resultcdss favarables, permitiendo un control ripide de infescclo=
nes con dosis ris bajas guo si se la ucara sols, dizninuyondo &zl 1la pro-
babilidsd del dssarrollo ¢e ura cepa resistente. Te este modo, on casos en’

108 qua no oo habia logrado respuosta con peniciline, aursomicina y estrep=
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tonioina, se asegurd el contral de la infecoidén por la asoociacidn od;)oant1~
dades relativamente pequeiias de bacitracina, Esto demuestra la bondad del
sinergiono en la antibioticoterapia,.

Uno ds los aspectos mas nuovos de la produccibén do antibibéticos, ep el u~
80 do es0s productos comu factores promotores del crecimiento de animales,
Insayos prelimirares han demosirado que la bacitracina tiene probabilidae
des oxcepcionales en este campo y la Coumeroinl Solvents, estf produciendo
bacitracina con este propbsito, utilizando feruentadores de unos 200 mil
litros de capacigad, en FPeorin, Latndos Unidos. ademis estimula la aplica=
cidn de la bacitracina en este nuevo canpo, el hacho de que si bien 1a
produccidn es similar a la destirada para uso farmaccitico,la etapa de ra=-
cuperacidn ¢s nenos complejae La particularidad de su accidn se manifiese
ta en favorecer el crscimiento y reducir 1la mortandad, hecho que se ha con-
probado en aves de corral y cerdosns. Xl producto comercial contiems aproxie-
nadanente, 10 g de bacitracina por KgeoI:l suplemants para las comidas mas
acabadas es de 1 Kge mas 0 menos por tonelada de alimento,.

Futuro: ks dificil sino imposible predecir ¢ sezuridad el futuro de un

nusvo agents quimico terapelitico. La bacitracina, igual que otros produce
tos quinmicos dal comercio, sobreviviri sdlo si puede permanscer en posi-
cidn counpetidora desde el punto de vista del costo y utilidade Para mantee
ner esta posicidn la dnvestigacidn aclual se dirige por tres caminos:fere
nentacifn, recuperacidn y estudio de sus aplicaciones,

Tl estudio do la fermentucidn involuora la investigucidn de muchos mee
dios posibles con lu finulidad de aumentar la cantidad de bacitracina pro-
ducids en ur vollmen dado, o0 de usar materian primm s de menor costo para
un igual rendimiento en antibidtico. Como una prueba de la influcncia de
estos factorus podemos seiialar que ¢l perroccionamiento ds uno de ellos,
la ferzentaciln, permitib increwentar em sumo grado la produccidn de peni-
cilina, La rocuperacidn de bacitracina dsl caldo fermentado, debido a quo
ec un prcceso rmuiltiple, ofrece riuchas oportunidades de mejoras conducentes
a lograr un mcyor rondimiento totale In lo que rsspecta a loes metodos de
rocuperaciln, el mejoramiento dov algunas etapas de esta opernciGn. permite
afirmar que pe llegar& a un producto de mayor purezas. Respsoto a las apli-
caciones torapeliticas de ests producto, podemos agregar a 1o consignado,

que gerin necesarios nuevos y prolongados ensayos olinicos para agotar

gus posibilidades.
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Lagusna de una produceidn en esonla industrial

Los antecedentos do la producoiln industrinl de bacl -
tracina, ticnon origuon en lan investigaciones efuctuadan por los Lae
boratorios Bon Venue un 1945 en sunplanta do Bedford, Uhloe ¥Ya on
1946 producian apreciadles cantidades del antibidtico en un squipo
Quo go usabu con antorloricad para la produccidn de ponieilino on
culiivo cuporficizl,

A pcoay d: quo ¢l procesdo ds Boen Venmue era dooldidae
rsente una operaciln en pequeiin epcals, so usabzn botsllas do vigrio
coxo racipientss pora la formsntacion, la cantidad obtenida era sufie
ciente para cu aplicacidn torapelitica yu conoeclda y pera ensayos oon
el objeto d2 catudinr la extensiln ds su ospectro antibacterial.

A finoo ¢de 1246 la Commerclal Solvents Corporation
encard por si nicna sl problems de 1o produccidn de bacitracina e
inteatd realikarlo en condicionos sunmergidas. La probads econonia
de 1la produccidn deo penicilina en estoo ocondiclones, hizo aparscer
al procsco como el nas conveniente. Asf el trabajo de laboratorio
r:ostrd que loz titulos obtenidos con cultivos cunercidos, podrian
ger iguales o mug altos quo los obtenidos con iguales revdlos en cule
tivo superficial. Fe ahl que en Junio de 1947, Commorcial Solvents
conplutd un convenio de investigooiln y licencin oon Ben Venue y roae
1iz6 el procaso de obtenaldn de Bacitracina pars ellos, hanta gue su
propic planta piloto para producciln suzergida, ostuvo en operancidn
haodin fines de vsoe alloe Coreroial Solvents, utilizondo las instae
lacioncs ée fermentzoiln existentes en la planta de Terre Houte pro-
dujo bacitracina en tsocala pemi~comercizl hasta fines de 1950 en quo
cu nueva planta de antibidticoo se puso en marcha.

La doseripeiln detallaoda do la nisna muostra le importan-
cin do 1a combinacifn do microbiologias, quimico e ingenteria bvioqui-
mica para que el disuiio y operacifn de una planta de antibidticos
sea un bxito,

Iogeripeifng Una condioifn fundanmental on cualquior proceso induse

tricl Qo ferzontacidn asrobia, es la provisién de una contidnd ade-
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cuada de airs comprinido ostdrily este no prementaba nuovos prodlemas
pars la organizaciln de la Cormoereial Colvets dado que habia opera=
do oon un progeso aserdbico para penicilina dosde prinoipios de 1944,
Realunsnte el aire para lo nueva planta ¢e bacitraocina 1o provée el
nicmo gistuna central que lleva airs para la planta de psnioilina
adyaccentes Jun anteo de conotruir la planta do penicilina Comnere
cinl Solvents habic puossto on marcha otra formentacidn acrobia pae

ra 1n produccion ds riboflavinu,

Sintema de al rd: Loz coxprosorss son ¢ol tipo rsciproco de una so-

la etzupa movidos por motores pincrdnicos. Antes de completar lu nuoe

va planta de bacitracina, se sumentd la capacidad de li unidad cene

tral egrepando un compresor centrifupo ds gsis stapas nmovido por tur-

bina o vapore La copacidad del nucvo conprecor o8 doe 1l.320 litros

(4,000 pid 3) de aire por nminuto, con una prupidn du descarco de

2,857 atme (42 1b/pulge<)e TOs razones para la culaceidn de sste tie

PO de¢ cowpresor gons

1l Consiceraciones de espaclo indicabun quo cualquisr otro tipo roe-
quoriria un sgregado al edificlo oxiatente.

2« La genanda de vapor vxhausto do la turbina, mostraba las vontae-
jas de esto tipo de compresor desdo el punto ce viotu econdmico,
Tl eire cue viene ds los coxpresorcs pasa a travds de refrigoe

rantes del tipo tuduler (shell ang tube ); desl refricerador el aire

pasa a traves de una tranpa de lua cual gs extraen peribiicanente

1a humedad condensada ¥y vl acolte usado,.

Uno de losa problenmas que encontraron log ingenioros ol dice-
far lu nueva plants, era la colscciln ds un método ofectivo y eco-
n6aico de votorilizacidn de nirs. ILse ha indicado queu rmuchos mito=
209 oe han usado con dxito en ln ingustriay ostos sons
1- Ixposicldin a altan tomperaturas.

2« Iuz ultraviolota o precipitucibn oléctricas

3« Lavado ¢on soluciones calsticas, &cldos o soluciones desinfeo-
tantas y £iltracidn a través de columnas rellenas con algoddn,
lana de ogoorias, lana ds vidrio o carbdén activado.

Lao coluznas rollenap con carbdn aotivado se seleccionaron
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finalnents como ol equipo mis aconssjable para esterilizar el aire
para la misva planta de bacitracina. La sxperienocia ha mostrado que

os egsonclal que el aire comprinido bruto, que pasa a través de toe
rres rollenas de carbdn, debo caluntarse por encima del punto de ro-
cfo para asegurar una provisiln de airs estorily por cvsta rezbn aso
inatalaron poquetios pracalentadores accionados a vapor del tipo tubu=-
lar, em la 1li{nea do aire, inmedintamonte antes du que entraran al fone
do de los cstorilizalores de carbbn para airs .La tempsratura aloan=
zada, no podia tenerse en cuenta para la difrencin en epterilidad

del niro odbtenido, dando quoe ostaba cn el rango de 40 o 60 °C. oo
consideraba quu sin calsntar penetraben en ol lecho de carbdn gotie
tacdo agua que so formnban, a8l enfrinrse ol alrs por dsbajo del pune
to Qo rocfo, por czusa de la sxpansidn a thyés do 1la ¥alvula de cone-
trol de entrada. Iptap gotitas evidentemente, arrastraban bacterias

y esnoras, dosde la cuperficis del lacho de carbin ol medio de for-
mentacibn.

Cada tunque do cultivo intomweaio, tanque de alimentacidn y ferion-
tadors ticne su esgterilizador de caxbdn para aire y precalentador pro-
pilo. Eoto so pusde obsorvar en el Tdagrana de Operacidn qus se cdjunta.

Lops esterilizadorss pars aire son de tannio variable, depundlendo
del volunen de aolre que ce manipulea. L1 diselio s el nmicmo en toe
doo 1os cacos: ol airs entra por la base de la torre y pasa a travos
de un lecho de carbdn awtivado (U.S. Utandard 10.8 a lio. 14) y abane
dona lus;;o la torras por el tope, quedando asi librs de bzoterias y
en consecusnoia apto para la fsmmentacidne. Un diseiio de oesterilizador
de carbdn para nire, se observa en la figura que e noaspaila.

Las torres do carbln se esterilizan con vapor vivo cada vez que so
realiza igusl operacifn en sl tanquas do cultivo, tangue du alimenta-
cibn o fementador. 7n otras instalnoiones sinilares se han usado

torrsg de carbdn duranto varios alos sin raemplazar 10s lochos. La

pérdida de actividad eo muy puqueda o nula como consccuesncla del uyso.

Tecarrollo del cultivo y fermentacidn: procediniento general para

la produccidn microbiolbégloa, os hacer crecer el Bacillus oubtilis
Tracy sobre agar o rantensrlo en estado de ©ospora, seco en tiorra
estarilizada. Una pequella cantidad do soa tierra se transfiere asep-

ticamente a un frasco agitador de 4 litros de ocaldo do poptona.
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Despubs que el frasco ha estado on ol agitador de 18 a 24 horas a
tompsratura controlada de 37 grados contigrados, ol cultivo quoda
lioto para utilizarlo como indoculo on el tanque de cultivo intere
nedio, quoe szti hecho do n;ero inokidable y tlens una capacidad de
570 1itros ( 150 gulones YN.A. )

Loa cauponentes dvul 13 dio se ostorilizan por medio de vapor
nientras so agita con un mezeclador verticaly luego se enfria con
agua cue circula por la nisua camisa que condujo ol vapor utiliza-
do cn la csterilizacilne. X1l cultivo contenido en el frasco se ine
troduce a travis de una conexidn do nanguera de goma que también
se ha esterilizado con vapor; decpu&s de inocular se pasa aire ege
teril o trave$ del tonque de cultivo durante:6 horas. Para ese
entonces, ya h:ua tenido lugar un crecimiento apreciable y el conjune-
to se insufln con aire estéril, dentro de un tanque de germinancidn
cargado previamente con medio de cultivo y enfriando a 37 grados C.

11 tungue de germinacidn es de un diceiio siwilar al tanque
de cultivo intermcdio, puro su capacidad s de unos 4,600 litros
( 1.200 galones ils4e )s Totl conptruido de acero imoxidable y equie
pado con una canisa utilizable parz enfriar o calentare Se introe
duce aire estéril dentro Qel tanque do gemminacibn, hasta que el
ciclo ¢s orccimiento ha llegado al méxinmo de reproduccidn. Luego,
el contenido del tancue se insufla con aire esctéril dentro de un
fermentador que previcmente ha sido cargedo en parte con rsdio ade-
cuado. El proceno de llenado del furmentador se completa dospuds de
la inoculacibn.

Los ferxmentadores son rociplentes verticales de acero inoxidae-
ble con soldadura y de una capacidad de 90 a 95 mil litros. Cada £2re
rentedor esti provicto de fondo cdnico y la mitad inferior del aparae
to se enfria por*madio;de serpentines de acero inoxidable de 5,08 cmsme
de difnmetro ( 2 pulgadas).

La temporatura se controla automaticamente regulando el cau-
dal de agua a traves de los corpentines; el airs eatdéril se envia por
hilerzs de tubos de acero inoxidable que tienen una abertura de 2,54
azs. ( 1 pulgada) en su extremo siturdo o roa dul fondo del formenta-

dor y el caudal ee nide .g-través de un orificlo, del 1ado interno
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del £i1ltro de carbdn, y esti rcguludo por una vilvula de control ei-
tuada en vsu niz.o lugare 1 neduo quedn scmotido a una sobruprugidn
de 1/3 de atadsfera aproxini.innentu, la cue gs rogula con una valvue
la de control, situada en la linsa du ventilacidn,

Los furmentuderes cstin colecudos fuura de la edificacidn y
cada und se llena, inocula y desagota a travds de una valwvula que
pociécen en la basoe

A redida que avanza la forwenticldn se aprocin un aumcnto grae
¢ual cn ol pH y uno mas proxunciado en la velocigdad de produccidn de
bacitracinoe Dudo (U0 20 vs pozible reulicoar un ensayo intediato po-
bre el titulo dz bucitracina ¢el rzdio, el tiemno dptino de fermentacidn
29 doterniina c¢cn experienciag anteriores, I obcervable o menudo, due
ronte el ciclo de ferucntacidn la produceiln do ecpumn. Nota s cone
troleds por v dio de un ageniec antiospumunty esterilicado por enlene
timicntoe Generalnentc se utiliza una mezcla en partes iguales de un
acolte minoral y un azente quinico sintético,.

Zuino para la prenasacidn del nmedio: 111 nmedio se prenpara en tanqueg

aproplados llanados coccdorese Ln la planta de baclitracina hoy dos ti-
P08 d8 ©cIc=2Cores:s
l- Coccdoras para el medlo de gerninacidn, de unos 4,600 litros de cae
pacidad,.
De Cocsdorcs pavra el mwdio do fermentaciln ds unos 45.500 1itros de ca-
nacidade.
Los prineros cvotin construidos de acero al carbono rovestidos
en forma sinilar a los tanques de germinzeidne Tl agresado de agua 66
realiza a traves de un regulador que corta sl caudal cuando se alcane
z&: @l volimen necesario. Los ingredientes d-1 medio gue gon: harina
de goya, carbonato de calcio y zuluiddn en pacuefia cantidad, e agro-
can por riedio de un trasportador necinico. La capacidad de carga de
oada cocsdor es de 3.uul litrose Il contenido se culienta por rzdio
do vapor gue circula vor la canisa y se agira mdiants un dispositivo
que penetra por la parte ruperlore Lusgo del cociniento, la mase cae
liente ce ingufla al tanque de @ rminacidn por medio de vapor a pre=-
sidn, donde pe enfrio hasta la teaperatura de fermsntacidn. Previa~

ments, el tanguo se esteriliza con vupor vivo.
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El cocedor para el mvdio de furmentnoibn es un Moiplonte eg un re-
oipiuonte horizontal de acero al carbono, equipado con un agitador de
acero irnoxidadle tipo rastrillo. Il cocedor se carsa aon 35,000 lie
tros do agua, que se miden con un manfmetro (e vidrio de nivel 1iqii-
do, y con loa ingredientes socos, traldos por transportador mqﬁnico.
La proporeidn de dichos componentss cn este modio, s ifual & la del
redio de germinacibn, |

¥l contonido so calienta con ura lluvia de vapor vivo a travds ao
15 vilvulas do retencidn, espocialments dipefiadas y distribuldas ro-
gularciente & 1o larpgo del fondo dol cocedore Lla nmasa se calienta a
10 °C, con 1la viilvula de salidn abisrta para decplazar ol aire. Lo
ta valvula, se cierra luego y es dluva la temperatura a 121 °C, none
tenlendo la misma durante 60 minutose IIm el transcurso ds todo el pe-
riodo de cocimiento, =ze haco funcionar el agitadore.

Lucgo da oste tiompo, la nasa calicnte ge bombea por riecdio de una
bamba centrifuga de una eola etapa e impulgor abierto, a travos de
un enfriador, hacia el fermentador. L1 enfriadoy del nedio es del ti-
po da tubo dcble, donde 1o nasa calients pasa a traves de los tubos
intornos y ol ogua, o travis ¢el espacio anular. Los tubog internos
gon de acero inoxidable ¥ las camisas gon du ocero al carbeno. Ll ee
gua cue cale do las cuuisas dol enfriador so encuenira a una tempora-
tura cercana & los 659C y se la racolocta en un tanque de almacenas
miento do aszgua caliente, ds 99 a 109 nmil litros do capaclidad. S8 1n
upa para cargar otros cocedores y tumbiln para lavar loos fermentadoe
res vacios.

Tecunaracibn: La recupsraciin o extraccibdn de la dacitracina de la na=-

sa fernentsda, ce muestra ecquexiiticamente en el Diasrana de Opera-
cifn que se adjunta.

Al complestarse la fermentacidn, la masa so bombea a un tanque de
recepoifn de unos 90 mil litros de capacidad, construlido d= acero
inoxidnble con fondo cbnico. L1 pid de la masa fermentada go dioninue-
ve introduciendo &cido sulfirico en la corriente, deopués que &snta a~
bandona el fermontador. El Acido se bombea con una boxba dosificadora
tipo pistdn, y as mezola con la masa por medio de angulos agudos, en

1a 1inea ds tubos que van al tanque de recepciin. Teopuls gue se ha va-
ciado sl fermentador, pe 10 limpia con un lavador rotativo tipo pistén,
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dodiocado originarisnunts 4 lo linpioza du tonquen deo acelito; para e-

1lo se dombea agun & una prosiim de 13 a 14 atudsforas, por modio de

una bomba centrifuga do dos etapan, desde el tangue coleotor de asua

caliento hasta el liupiador. ¢ Lomboon aproxinadamento de 652 a 705
litros por nirute. Tecpuls o un lavado de 12 ninutos con agua calien-

te, 8l fementador se esteriliza con vapor a una presibn de una ate-
rdsfore, Curante 6 a 12 horas.

Ian masa acidificuda se agita en el tunquo recoptor, por rodio de
un agitagor lateral do dos velocidades, instalado en la parto clnie
cay; 10 ris bajo que pea ponible. Ta velncidad del agitador se controlg
con ingtruwzerntos do nivel liquido. Cumnio ol 1fquido aleanza en el
tangue un rivel determrirado, €l agitadoy caaienza o funcionar a ba-
Ja velocidady yo a un nivel ris alto, e conscta autoriticamente una
velaocidnd xmayor, rara compensar el gsuzento de voluzen, y al vaciorsce
el tznque, ce invierte el process. Tesde un depdsito y por medio de un
traccportedor mecénico, se ogrega al tanguy de recepeidn, un coadyu-
vznte du filtraciln en ¢l nomento en quo le agitaciln ea mis intensa.
La proporcidn Sotina es du un litro de coxdyuwonts por cada 20 litros
de contenide, pero sstd supeditada a 1a naturnleza del valdo fermene
tado. :l1 conjunto oe bombea a travds de un £iltro prenca do placa y
marso, do 91,4% cm. (85 pulreodas ), provisto de ylacno y narcos de alu-
ninioc. Lag:prensac eatin oquipadas con artefactos higriulicos para ne
brir ¥ carxar, accionzdos a motore La torta pronsiuda, que cuntiens sl
coadyussnte é¢e filtraciln y las célules bocterisnas, se separa, nien-
tras que ¢l filtrade claro, fluye a un tanque. Al prinoeiplo no ss usa-
ba la torta camo subproducto vendible. Pero la senajanza do esto pro-
caso con ¢l dz 1z penicilina, hizo pensar en la poaible obtencidn de
suplesentos para 1o alinentacidn ds anipales, sometiéndola a procudis
mientos adscuados 43 purificacibn y secado. Actualmunte, ©s8o0 co ha la~
crado ¥y la Coummaercial Jolvents posee en Teoria, una planta ds bacitrae
cina, cuya producaidn se destina a es2 fin.

Tesds el tanque que lo contisne, el filtrado se banmbea-.a uni bato~
ria du extractores centrifugos con solventes en contracorriente, ex-
traydndose la bacitracina con butanol. la rolaocibén dv 1{quido a buta~
nol es aproximedcments de 4 a l. La velouidad de alinentacifn ds 14~
quido a cada uno de lon extractores, oo de 15 a 20 litros por mimuto.



Log exirnalorss oscn do acerd inoxidnblo y ol rotor tradbuju a una vee
looddad aproxinmada do 2.C00 reveluclionno por ninuto,

Qo3azor ozlirlar que ol hutnol y el 1icuido a extranr PADHN BN gone
tracorrients poxr un conuodc ¢n esgpirel ublosdv en ol rotor dul exe
tractore TY contucto intiro cntre ol polvents y la capa acuoaan dotore
miza 1a oxtracclin do la bacitzacina por vl butznol.

Un diagrisa do 1z zeceidn transverzal dsl rotor de un extractor,
cue e3 dabdble aprecler en la ficura quo se ccumpn’ing indicn eoguence
ticiiiento ol princlplo o lu oporacilne Z1 eanacio entro las vueltcs
do eapliral voll cuy awssntncd con ¢l Tin As foeilitur su ontendiniento.

Un extrastor indivicual cpera normalzaente en forza coniinua dgurante
3 horag y luesd st Lo gdacssoacceta rde 1a linza pars hacerle un lavado de
1 hora con fcigo fossdrico Giluido, cunnue on alrunas oportunidades
sucle coplearso goluciin czlicktse ¢o carbonato da sodio,

51 bat.nol en el ligquido qus déscarga d: los extractorea se recupe-
ra en un slstuau sizplo de dustilueldn gque usa una coluana con Platos
perfor.ads como a,;0indorzy con red duptilacifn subsiruients en un aline
bique provicto dc unz columna gan campinzg e burdujeo y decantador.
ia solubilicad cel colvente es @2, aproximacaments 34 ltae( 9 galones)
poy cada 530 1to ( 100 galones) ds 1fguido agotado, de chi que es ine
tereasntu su raocuparuicifne. Bl batanol gus contieons la busitracing proe-
venicnte ge lus extractores es roins en un tnngue de recerva y lucgo
&8 carca en un concentrador vidricdo de uney 2,300 lts. (600 galones)
ds capucicud provinto ¢o un pyuctor do vaclo do I etapan.

Una mezcle de butcnol y ogun, cotondo en francas ebullicilin, se
evapora o 40 mie. dc mercurio y L8 grados C oondensindoss los vapores
en un recipliente garrado enfriado con colnuerae

T1 dectilndo pasa o un decantador donde la ezcla butonol=agsua
szle kacle el agot:gdor y el butunol hitaudo g3 reung, pura caryar con
61, ol alumbigue anterloracnte cltudo. La 0poruciln do concuntrado es
gxal continua en el santido 42 qus ¢l batonol oo cargs internitento~
ments junto con pogueias cuntidudes de agus hasta gus el vollmen to=
tal 4o butinol provenionte do un femantador, corca ds 18,000 1tne
(4.000 galones ) ha s1do elahorado. In vss xozento-quedz.en el Boncon~

tridor un residuo acuoso de 380 a 570 1lis. {30 a 150 £alopsnd wpro=



SoonA\TlN3Dd S3d0lvelxXa SO\ W3 BOLOB 3G
AVSTIASHYTL HOVDDAS ¥ 3G WILVINZADGSI WLSIA

\

Y
~)

-
b ZOEPC

he S

 —
b

ACNVYING 2C MOVIYDIENO2AY W\ VW 4
wA 3D OQviooy oloa2ng0Ba

)

. |

VOAVYIILINIDIWNOD
VY WA 30D Owvling

.

——

“ORVIA] 3A WOVIVIMI WY .,Il@

<\
A

ga
L)\

\

\ = =

AV2VAS3 24 o [

N

_/

<

30100

a30lon \aa olwinay

-y —
OQAVWIIIG WYY
OQAvYiNaAWB33 0XINQ0BA




r;oe.
¢ oJ

ximacutenta,

Z1 conoentrado ncuopo on trata can anrbdn vn medio &oido durap=
ts 30 minutos en un tunguo de acero inoxidable do unos 760 1ts. (200
Galence) ds eapacidand provicio de azdtador,. Eatd'tra::micnto cUN Cure

4

ddn permit: decolorar y desodorizar el concuntradoy 1a prOporoién
221 miend ea ds 25,5 grinos (0,5 1lidras) por cada 3,785 ltn.(l culdn)
ds cuncentrado. ot cuspenaidn pe £iltra por filtro de prunga»da pla=
ca ¥y marco de 30,43 o6 ( 12 rulgadias )y, cuyas placas ¥ marcos hon ple
20 reczublertos esvseinluente nara evitar pleadurss en ol hierra. 11
Tilirado puga lueso por Fildro do Soitz pora eliniiar cualguler bace
teria cue pudiera abzr deszrrolladto durante vl procuoo,

Tl cencuntrado Libre e bacterdas v luago o un ceendor a (ronel,
de baidodn, quUo opera nouna prosiln s 160 a 200 nicrones y una tem
ratura de 6 C=7C . Jacpuds cue no hn elindnado ol Lpuay ol polvo
que guedsn gasd Dlance, cstl linto powi o utilizzoidn en fornmoeia

send i ot rmavenn o uny nuave nlantos
Se ko dlseiialdo un sistaas cine

traliscdo ds consroles autonfiticos para la plantay cucndo estd cose
pleticenie instaluado, el piotema proveerd una accldn renmota ¥y ccordie
nads de casl todans lap vilvulas Importantes en la unicdsd de fermentae
ciln; =38 por ejerplo, serk pocible ewsiublucer fodas los vélvulas ine
plicudius en la inoculucion de un fermsntador, oiuplemcnte elipivndq
uns pociciin @e 1o vilwvulz piloto de pw riz rmiltiple colocedn Gh un
paral ¥ unicda al gistena de ecoldn neunfitica,

Tna dnstzlaciin de esto tipo es de valor espseial on farmontoe
ciin dado qus 1a’ pusivilidsd de contumincoion provesnients de mnlan
guarniciones en lug valvulas, go oliminaria.

La inotalocidn final do los controlos autonfiticos se deuiofd dee
bido o dificulatadis tocnican asoundarias y oscuses de articulon o=
senciales dul equipno, IInm un principilo y por estas niamuan razonoa. DUe=
cuas de laa oporacliones gue duvbfan cumplirss autonitiocnnunto, dubie~
ron efectuarse & ©ano, cand la cargs de los oogndoruse

In tolo procsco microbioldégico Ao higiene es condiciin cacncinlp
$3r 6110, previanmento a cuda operuacibn dob2 puogurarse lp rlsa nee
diante una lirpinsza total do los tanquoo, caiierias y otios oquiposo,

con una solucidn calients do noda ouflintion y de vdrbonuto da npdlo



<
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en soluciln tunbivn oadldente ¢ los cocedores del forrontador, augodae
rea de peminnoeidn, thnquos Qe o minnctiln ¥y fermentadores debsn inge
peguionurid oi uce: de matasdic nxt ninne N1 siatea fnteird debo soe
ceterse o una catorilizacidn con viccr a l at.éﬁroru co vrosddne

Tara gogurar e 1a teancr.tura v lug lineno ¢de conyria o los
gifones y do lag scecclones de conduselin y vilvulas eg 1a Guo gorrege
ponie a lo dy soterillizacidn, ze¢ emplean lipices irdicacdorcs que se
f:Uricean con ser:is vepacialen,

sntos de Indelar el proceno, desin realirarcs una cerle d: 0pcae
clcnes de caracter explonetorio rora neegurarsy de L. oficacin do cae
o unn de lag parses qao cosponen la nlanti,

Conirol: Con 1lu »lants en oparacidn y 7iu en siealu do praducsidn conore

ceial, el control qui ico, ficico ¥y baaterioldzico sn particulardente ine
portonte, lctos conceptos sobre acntrol s onlican igualmonte o lu pro-
ducciln ads cualquier ot=o antivibtico.

Ia tenperetura de cada ferzontadors tangus de gormircceidn y cocsdor,
go indleca en ur roiistrafor clroular de teaperaturuy lug prusluncue go
recictoon en 1o miusms forma.

Pariosfic uente oo exirasn muectras do cads fervntador on foxng -
céptics para dot.ruainar el titule, pi, cont.niracidn con busturics exe
traing ¥y ocasionalnento otras duizymidnccliones gspzciclese L8d Uiope
trio, normxuilpents ase extruson agon un intervalo de 1 boress cin enbore
Lo Lars procecos egpoclalen o stopas en las qus o8 pogpzcue ¢dantiming=
ciones, se 1o huce con ruyor frucucnciae

srtee de inoculorse s® ggoca una pmueetra pora coaprobsr al el nedlo
a stabrar poscee la ecterllidoed requeridoy pars ello sge glesthra una po-
qucda ceontidcd dcl nedio en linea oubrs plaon de agar ¥y e cultiva due-
r.nte un ticopo igunl gl recusrido paro el deesrrollo de 1o fermentae
cifr en el tuxcuo €s germincelln o ain en el niemo Lermentsadors
L1 regictro cue cen egtus muestras es asenclal paras determinar la fuene
te ¢t cualquier cont..iainacidn que pudicrs desarrollarse,

&l contrario 4o 1o cue ocurres en los procecos quiaicoa, al trabajo
nicrebicllsico no cinrito grados e purezay la oscterilidsad es una cone
¢icifn shooluta,

Viantras quo sl progesd quirico se renliza casl giorprp en prosene

oia ¢e moliculan extrufics a los reactivoo en Ju{go. gl procoso nicro-~



bioldgico generaulments no puede realizarszs si hay una sola cflula oxe
trafia, ya que tal célula o espora pucde cn cuestidén de horas multipli-
ocarpe sxtraordinuriasents e inhibir la foraentacidn,.

I'n ¢l caso de lu bacitracinn, la contuninzcidn es particularmens
te suriu ya quo le afeota hista ol grado du detersr una produccidn ule
turior, y a nonudo, d:otruir la que oce hudiorv producido hapia ¢l moe-
rento dv la cont-_ainceidn.

Inboritorios Lu planta degeripta pogses un lobor.itorio cdeala duments

oruinado, con dos haditucionvs dvotinndian al contralor y una para
pluvnbrose

1as haditiclones du incubaclbn est’n provistio cde aritadorus que
oopcilen a 1C0 olclos por minuto y un recorrido do 0,63 ca. (3 de Tuln =
da)e La tumporatury que -03cilsa en un rango do 249Ce40°C , os pruciea
en nas ronos 1°C, e

La habitaeidn destinada a 1n slusbra, osth forrad: con pliotico
do cupurficlo opaciy, 10 cucl pomiito una riwyor limpleza y ovitur cl
brillo debido a la luz ultravioletu. La haditacidn co 1lave frocucntu-
nunto ccn solucionos cdosinfootintes y se 1la roofu por connluto antes

du tradajar en olla, pira assatar cualquisr particula do nolvo.
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La fermentacidn sumergida tiens empecial interfs ine

dustrial, ya que permite un gran ahorro de eepncio por la calidad

de los cleaentes utilizados, a la vez qus resulta superior, con res-
pecto a otro tipo do fermentacidn, el aprovechamiento del medio,pues
el goracn gunergido en la rasa del nlasnmd y mediante una adecuada ae-

gitacidn, consigue un contacto Intimo y total.

In nucstro cago, en que trabajamog con un germen francanents ngroe
bio, debe proveerss adezas al sistena de fermentacidn, de una aéreane
cidn forzada.

e utilizd como feruentador un balldn do vidrio Iyrex do 5.000 cce
do capacidod provisto de tres bocasm; el ailre inyectado a presidn que
lleca al geno dol baldn por su boca cenguil, lo proves un conpregor
irpuleado por un motor clbctrico triffisico de cinco fePe ¥y 1425 ro-
voluciones por ninuto, que pusde alcanzar una presidn nixima de 200
librag.

L1l aire es conducido por un cafio de hierro de - pulreda de did-
nstroe. A la salida del cocmpresor tiene un £iltro dé paredes do hies
rTro, rellend de lana mineral y algoddn para imredir el erractre de
cualquier cucrpo extralio. Innudistamente duspila do este £iltro, po-
cle un nandaetrs quu nos —ermite mantensr constante el caudal de aie
re cazpensando la pérdida de cargne Iuecpo continia un tubo de hive
Tr0 provisto de vorios grifos que permiten lo toma del airey ds uno
de estos grifos por medio de un tubo de gonng llevanos el aire a un
fracco ce burbujeo para saturarlo de humedsd e irpedir csi la evapo-
raciln excosiva d.1 medio de cultivo. Despuls coatinla un filtro do
paredes c¢e vidrio, relleno de algoddn, esterilizado, y cuyo objeto
¢s esterilizar a =u vez el aire a inyectar.

1a boca cecntrul el baldn se obtura con un tapon' de goma pere
for::do atravesado por un tubo de vidrio, uno de cuyos extremos ce co=
necta al tubo de goma gue conduce al alre, y el otro, intrecducido en
el baldn casi husta el fondo, tiuvne un ensanchumiento en forma de enm-

budo, Ggue recubierto con un trozo de gzsa perndite una rejor distribu-

cidn del aira inyectado.
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Una do las boeas laterales eati obturadn con un tapén de gomn pore
forado y atravosado con un tubo do vidrio rocto de un didmstro de 12
rilimetros. Il extremo quu se halla con el intorisr del baldn no debas
tocar vl rwdiu, y ¢l externo se tupona flojamsento con 2lgoddn envuele
to en gi:ene Lnstoe tupdn pinatra aproxiradiuzente tros continotros en el
tubo de vidrio y cu fijucidn se asogura con un peguelio trozo de tola’
adhcpiva. stz tubo permite 1a salida del nirec y el agrocado del ind
culo ¥y de custancics antlesyunnntase

1a boc: latural rustunte se odbtura tumdidn con un tapbn de o=

oo pUricorado Yy atravessdo por un tubo de vidrio acodado c¢n dngulo a-

J

fudo, uno de cu¥os extrends ne encuentra on el interior del balén y
1lleza aproxivodganmente al fondo del nicroe Bl extremo extorior tiene
acaptado un trocito da tudbo do gama currado por uns pinza de llonre.

.ste disnositivo nos prrmite, aprove chando la sobroprienidn
cue se crea en el baldn al obturar nmonwentanesunte ol tubo de pzlida
de cire, obtinur muectrae L1 difimetro de este tubo debe ger reduci-
do pusra que la caintidad do nzdio a ducechar en lu toria de nmuestra
sea pegueline Lo cantidad cue se desecha es lz qus ge halls en el ine-
torior del tubo en ¢l momanto du extrasr la nuestra, yo cue cvidens
texente, no resrecuonts el sstado del .wedioc en ego pdnenlo.

Logs detalles c¢oel abarato fermontador son dubles de aprecliar

en ol ditujo adjunto.



OATNAJVNG AT OOSVYad

NOVIWLNAWDRY 36 NOWG

T~

Ad\w

walcanw
YONG OO

\

939wO 148
# —_—
wOV\vge aG 09NL

*ip0)
\

AD\W AC wdvulng




C3
<D

Ne= G7I77TN PROMICTOR

Fl gbérmen productor es una cepa ninero 166 de Bacillus subtie

113 Tracy, d¢ los Laboratorios *0cefa" inte gdmmen es mantenido en

asar vitwsinico inclinado de 1a clpuients cunposicldng

lo= Calco cuniin conipucoto pars 1.400 QCe
z) reptoan de carne 10 (e
V) Dalracio de carhs 10 £

0) 1.aCl 2. & Ce

¢ 1.213.5. u'4 190 (e

c) FE P E Cueotilada C.S.{?.IC(}’J CCa
™ - "‘_s.ﬁr'~-."a de, t""*", .. .
“ e LN b Vet U = CQoe
Se= LxTracio de iuvidura 2 G
tem ClUcCOza 5 e
Bew Higudo 12180 2 Le
Ce= Jarube polivii.:inico 2 CCe

a1l vedio 15

24

o8 aJusln ¢l pil a Sy=Tyw ¥y 28 grueys
graass do ager agtfe oo alesve 0 minutas, as 1levi a un litro, se
filtta por algoddn en cullente y oe ranaris en tiabose Totes ce-esterie
1lizzn en cutoclave o ane atcdeivea de presida darate wo ainutoc.

e dsjon enfriar en pico ¢e fliaty {ac.r inclirago)

y etn ellas gse rmsplea el girmea con ansa £e pluiirne o cunatuile Je inca-
ban a 37 gredes © cdusante 43 koras y ose CLnuervin el 2eladisGe
La sucesario repicar el glroosn cudu © BESd0e
1a £orula del Jarabe polivitoiinico utiliz:do cs la
csicui:nto:
Extracto hopatico titulado en viv.nuina
3, ( 25 mi/e) v fLcido fdlico 12,5 Co
Vitomina 31 G022 (e
Vitominag BZ Gl (e
Yit.xmina HG Upid Ee
Vitaaina € 0505 Ee
2icotinumida 0s10 Co
Loido glutinico 1,G0 Co

Sscarato de¢ hierro 89350 (e
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Ca HXO4 1,00 g
CuS0, O, (1 g
1InS0gq U, 005 ge
XgS0y 0,05 g,
Co S04 Ve 0CO5 g
an S04 0, C0GHS ge
KI Oy COL e
Y'aCl 0, E0 g
Sacarosa €Qy 20 Ee
Acido benzoilco 0y 20 ge

Agua deatilada ceBepe 1C0yCO cce
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sara inocular ol gdraen al medio do ocultivo, due

bo prepararse un indculo el quo so hace en caldo vitaainico de

la ciguicnte composieidn

le= Caldo cumiln compuosto por 1o co.

&) Jeptons de carno LG (e

v) ..Xxtraeto de carne 12 ¢

c) Lacl 200 (e

d) Al UL 1,3 (e

¢ ) .cua dostiluds  CeSeDe 1.4 GCe
Ze= Ixtracto do tuoante S, CCe
ce= Ixtracto de levadura 2 Ce
%e= Glucoga D Se
Se= icndo 1:ilul 2 Lo
Ge= Jarabe polivitziinico 3 cCe

Tote Jorabo nolivitaminiceos, es el niomo que utilizmmos al pre-
parar el ggar vitoninico y cuya £érmla detallamos antoriormente.
=1 caldo asi progarads go hierve durante treinta nminutog para
facilitur la discluciln de los conponantes. iuago co filtra por

[ 4 e

ai;oduny g2 ajusts 21 Pl a 6,8 = 7410 ¥ ge epteriliza en autoclae

¢ procidn, durants nsdia hora.

i~d

ve a uan atadsfera ¢

cl medio s cslcen en un frasco de lariotie cuya abertura in-
ferior et obtuvrada por un tapdn de gamn atrzveszado por un tu-
bo do vidrio ucodndo en Gnguloe rocto, uno do suyos extremos pe=-
retra en el interior cel fraseco, y el exterior, se conuscia median
tc un trozo de tubo éz goma o otro do vidrio que posss un extre-
=0 afinado, cudbierto por unn carpanita invertida. Tcia campana
se cubro con algoddm y luecco coa gacae Una pinca de lohr toma ol
tubo c¢s goai gue une los tubos de vidrio.

..cte digpositivo nos perilte ofectuar la inoculaciin al baldn
de furaentacidén cn condicicnes de asepsia.

Colocado el redio ce indculo en el frasco de larlotts, cuyn

bocs cuperior oe obtura con un tapdn do algoddn, se coteriliza
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a una atmdslera de praulﬁn durante 30 minutoa. Una vez frio o} nedio,

procademoa o 1a sdembra cel rimaoe Jarn ello podenidn emplear dos moe
todoos uno conglisto an traanfarir 1:»dirnto #1 anss, desde el agar
inclinade donge se hin cultivaso ol pormien, una particula de &ate al
Interior el franco 4o Zlarictia, en cendlcionen do 2500310,

21 otro ndtodo consinta en psrecar ul tubo do acar inclinado done
de se cultlva ¢l cirxen, 1 cce de agun destllaca estiril, se agita
luego ¢l tubo y pe trancsfiere noQinnte gdpeta ectlril ¥y en condicioe
1wen ¢z acersin, al fraeco de "nrlotiec donde ct halla el nedio, la
curoensidn cel gdrien cue ce ha lograsfo por 1o eoitacilne

Lna vez sedrado co lo nanticne =n ectufa o 37 rracos C Qurante

i ) 4 »
43 horzgse Tegcarrollu el piércen en ece tiemso y tune~os =3l preparae

n

do el 3indculou,

..6 necacario on eayar  1la ecantidagd do indculo que dobe agregorsc
a una c.ntidagd dasn de nedio ge cultivo, a fin fo obtener uz buen dee
garrollo del gérann, en un periodo rolativaonte brove, oboorvadle
por la mas: del nicio y que se mantenpa sin lisarse cuvante 10 a 12
die por lo nenos, pues en esa tdmino, secln experiencics tntorioe
rz6, c8 alcanza la produceidn nfixinma Je antividtico.

“ura engoyoer in cantidndg sdecuada do indeulo utilizicmos coizo

v.odio ce cultivo ¢l sipuientes

le= Glucoca D Ee
.= icido sitrico 1 Ge
Ze= Faptona 22 carna 13 e
be= "'EI:'I‘O,; UpS Ee
He= 1:132?04 0s5 Co
Ge= 8504 «7 10 Co2 Co
Te= 1NGUs 4 Hn0 Cypl Lo
Bew Fo Wye? Hac e 0L Co
Se= /{un duntilaga 1850 cce

sty cnldo ge hisrve durantc 32 nminutoe perc

fueilitir la disolucién de loc conmpenentese
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Se lleva al volumen primitivo y se filtra por algoddn.
Se ajusta el pH a 6,8~7,0 y 8e colocan tres litros dol mismo en el bae

16n de fesrmentacidn que ce estériliza en autoclave a una atmbsfera de
presidn durante 30 minutos. Una vez frio se agroga asepticamente, la
cantidad necesaria de glucosa en soluoidn estéril al 50% Se debe em~
plear esta técnica para el agregado de glucosa, debido a que si se la
estereliza en presencia de fosfatos, se produce una carame{izaoiGn nuy
pronunciada, que resulta perjudicial para el crecimiento del gérmen.

La esterilizacidn se hace sobre el conjunto integrado por el baldn,
el filtro de algodon y las uniones de goma, que dcben ser de latex para
evitar deterioros por accidn del calor. Estas se obturan mediante pin-
zas de Hoffman para evitar acumulaciones de caldo en las mismas,.

Como el Bacillus subtilis Tracy necesita aeresacidn forzada, debemos
ensayar también el czudal adecuado de aire, o sea aquel que produzca une
agitacibn efectiva del medio, sin ser excesivamente tumultuosa, y que
permita obtener mayores rendimientos de antibidtico.

Para estos ensayos se utilizaron tres balones de fermentacidn, conte-~
niendo 3 litros de medio cada uno, Estos balones se inocularon con 75
CCep 100 cc. y 150 cce. de inbculo respectivamente, y se hicieron tres
series de fermentaciones, pasando en la primera un caudal de 4 litro de
aire por litro de Bedio de cultivo, por minuto; en la segunda se pasbd
un litro de aire por litro de madio de cultivo, por minuto; y en la ter-
cera serie, 2 litros de aire por litro de medio, por minuto, Ll caudal
de aire se mide con un medidor de gases,

La t8cnica de agregado de inbculo es la siguientes se quita el ta-
pén de gasa y algoddn que obtura el tubo de salida de gases del baldén y
se 1o flamea con la llama de un mechero., Simultaneamente se quita: la .cu
bierta de gasa y algoddn que recubre la campana adosada al frasco Mario-
tte, se la flamea y se hace coincidir el pico de descarga del frasco i«
noculador, que estf protegido por la campana, con el tubo de salida de
gasece
Una veg frias las partes flameadas, se abre la pinza de liohr, penetran-
do asf{ el inbculo en el balbn. La campanita protege de cualquier pelil-
gro de contaminacion, y ademfs se hace circular aire por el balbén,len=~

tamente, para asegurar mas ain, las condiciones de asepsia de esta ope-

racidn,
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Finalizada la misma, retiramos el frasco de Mariotto, volvemos a Ita~
mear el tubo de salida de gases y colocamos nuevamente su tapdn de algo-
dbn. Ya estamos en ocondiciones de iniciar la fermentacidn, la que se rea-
liza a una temperatura de 29-30 gradoscentigrados., Para ello se utiliga
una estufa de las siguientes caracteristicas: su base y esqueleto son de
rmadera y sus paredes y techo de cartdn prensado. Poseo miradores de vi-
drio y esth aislada con planchas de amianto. El sistema de calentamiento
estd constituido por una resistencia de alambre, desarrollada uniforme-
mente en la base y convenientemente alslada. La temporatura es regulada
mediante un termorregulador de dilatacidn, manejable desde afuera y pro-
visto de limpara piloto. Orificios practicados y dispuestos adecuadamen-
te, permiten la introduccidén de los tubos de gogpa que conducen el aire.

Un inconvenienteoque se presenta en esta fermentacidn es la formacibn
de espuma, que se produce al desarrollar el gbérmen por efectos del pasa=-.
jo de airs, Para obviar el mismo pueden utilizarse diversos agentes anti=-
espunmantes, entre los que podemos citar los siguientess: aceite de semilla
de soyaj; aceite de manteca de cerdoj aceite de manteca de cerdo con 1% de
alcohol octadecillco; alcohol etilico de 95 grados con 1% de alcohol oc=
tadecicilico; etce.~

El utilizado en nuestro trabajo es una emulsifn de silicones en agua,
que ademas de sus propiedades anti-espumantes, presenta la ventaja de ser
inerte con respecto al gérmen cultivado. Esta emulsidn se esteriliza en
autoclave a la presifn de una atmbdsfera durante 15 minutos, y en caso de
separarse una pequeiia fase acuosa, se la agita fuertemente para homoge~
neizarlae

Por el tubo de salida de gases, previamente flameado, se agrega con pi-
peta estéril, la cantidad necesaria para lograr la desaparicibn de la es-
punmae |

Cada 2% horas se observd la marcha de la fermentacidn y se extrajo
miestra, determinéndose su contenido en antibidtico por sl método que se
describe en el capitulo siguiente. Se continubd as{ durante 10 dias.

La cantidad de inbculo &ptima, conforme & los requisitos ya consigm dos
es de 100 coe. para 3 litros de medio de fermentacidn.

En cuanto al ensayo del caudal de aire, se observd que con el menor de

ellos se lograron rendimientos bajos. Con los otros dos, Bg obtuvieron
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mayores e iguales rendimientos, pero como el de d@us litros por litre as
medio, por minuto, produjo agitacidn violenta del medio con salpiondu=
ras inconvenisntes, se elige como caudal adecuado el de un litro de ail-
re por litro de medio de fermentacidn, por minuto, ya que el mismo pro=~
voca una agltacidn apropiada.

Como consecuencia de estos ensayos, para todas las fermentaciones que
se realizarin en cl presente trabajo, la relacidén de inbculo-medio de
fermentacibn, serd de 100 cc. por cada tres litros, y ¢l caudal de aire

de un litro por litro de medio de fermentacidn, vor ninuto.
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Tara valorar la bacitraocina produoida, utilizanos un néto-
ao LIcldglco guo ne hosa on 1a anrecinoldn Ao 1a neoldn irnhibitoria
qie sjorcc adbre un germen "test”, el antibidtlioo ocontenido on 1a
nuestra que se valora. Como gdrmen “toot* pusde utilizarso el Istafi-
lococo albug, Natreptococo fecalis, ete. Como timino de cnqpuracién
ga usa una solucidn patrdn de bacitracina, que se aprsga enjcantidad
y diluciones conocidag, en las migmas condicionos do trabajo a que
scnctomos la nusptra a valorar.

Dara Nacer la solucidn patrdn se uillizbd una bacitrucina en polvo
de 1n Penick Brand (ZeleUeUs )y llmunda I'enitracin. Iloto asntibidtico
tiene 54 unidades ypor niligrano y oti oontrolada con ol mimoro 163e
LeJese La theonlea do voloracidén ss la sigulente: la preporacidn de
la colucidn patrdn de bacitracina se realiza ani:

1) Ce disuelven 500 rg de XH-DU4 on unos 80 nle de nvua destiladz.

2) Ce errasen lid . e boeitracira.

3) 52 ajusta ol il a 6 oon LacH al 15

4) So enrrasa a 100 ml. con agua destilada.

Fraparada la soluoiln, so la guarda en heladera bajo toluol, habiféne
dosz probado que la misma posss una esizbllidad do dos rmesos por lo
menog.

Las diluciones necssarias para 1la valoraeifin lan hacemos en cale

do iloyer, cuta f£6ruula es ln siguisntes

l.= Psptona 2c carmo IGO0 g
2¢ = Ixtracto de levadura 39§
de =~ Zixtracto do carna 30 O
4= Glucosa 20 B
Se= 5all 79 g
Ge= uifor

a) S31,004 26530 g

b ) K iHrog 73570 (e
7¢~ L£ua dustilada 10 litypos.

In tubda do e¢msayo de igual dlfesetzy, g8 coloocan o nl. do ente
caldo en cada uno. Ss taponan con algodbn y se eptorilizan eﬁ auto=

clave durante U minutos a una atmbsfera de presibn.
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La preparacidn dol material se realiza en la siguienge forma;
ss to=a 1l nl. de cada ruestra ¥ se 10 seroca & un tubo ocon 5 ml. de

oaldo Loyer. Lste tubo.so anléenta luego a 100°¢ durante 5 minutos
utilizando parn ello wnn olla a przsoidn sin coloouarlo ln vilvula y
oon pooa ntidad du agua, do =unaera ds calentar a vapor fluente,

X} eslontamiento tisne por £in ratar goérmenes y eliminar el toluol
que tiane ol uaterial, ya que las mupatrac, hasta ol nomento do la vae
loraoibi, us guardan on holadera bajo toluol,

fata operaoidn so ropits con la solucidn control, em dsolr Gue &
un tabo que sontlens 5 ml, 4@ caldo iloyor, se le agrsga 1 nl. de goe-
lucila sontrol ¥y &3 19 callenta a 10u9C duranto 5 minutos on olla a
precidin. Ilaego hacenss con la solucidn control y las nusstras a valo-

rar, lan gizulentes cerien de diluciones:

avko falda Contldad de rusptra rilueidn
i S al. 1,0 nl, 1:6
o " 1,0 nil. o6
3 " 0p5 mig °T 66
4 " Gy3 nl, fuvo 1 1C3
5 " Q2 nl. 156
6 * 190 1ade Y 216
7 n 0y5 mil.| 4oL 396
tubo 2
8 " Us3 nles 643
9 " Us2 mil, 946
10 " 003 Tl teptigo

Tazbidn en el tubo Lo. 10 g2 pusde agrogar 1 ml. dol tudo Lo. 3
y tendrenos asf una dilucidn 1:1296; lbégiocomente dejarinmos otro tu-

to eonn tegtigo,

% cir-en ®est® por nosotros utilizado, ez una ospa Xo. 82, de
Tstafiloaoco albus de los Laboratorios "Coefa',quo se noondiciona pae-
ra su c=3lsd de la sigulente nanera: de un cultivo en agar vitamini-
c¢o inelinado, kacemos un repiqueo en 6 ml. de ozldo Loysr y lo incuba=
nos en estufa a 379 durunto 24 horac,

Te epte tubo pe tonan 2 goias cun Tip2ta on%sril y se suspenden
en otros 5 ml. ds caldo lOyer, ee agita y de eota suspensién se agre-
gan 2 gotas, tazbién con pipsta estoril y on condicliones de asepafm

a oads uno de 2os tubos que eonforman lu goris de diluolionsse
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Estos tubos me oultivan en estufa a 379¢ dursnte ocho horas, al
cabe de 1lns oualeg cu hnge 1a lesturny) la misma oconninto en ver en
cual de 1lca tubos de la saris de dllucionen de la rusntra problema,
oontienza a desarrallar el Eatafilocoeco, 10 cus indioa quo a esa dlilue
cibn, la concentracidn de baocitrasina sxistente, no es suficiente
yara inhidir ol orgciniento del gormon.

Lo niemo hacomos en la esoala patrdn y doducimos el nfimero de unie-
cades 0 oaucentracidn de bacitraona mediante ol siruionta razonanien-
to: ‘1la esccla patrdn usada tiene gomo concentrooibdn mixime 54 unidades
( L coe/=2e )y la que corresponde al tubo immediato anterior que nuep-
tra desarrollop luezo, en la escala de dilucicnoen problenma, sl tubo
imediato anterior on cus avnrecinnos desarrollo, le corrasponderin x
unidadecs Ljemplo:

Tubo de sosaln patrdn: o6 3 dilucidn: 131216
Tubo de escals prodlerar Lo.4 @ agilucidn: Lsled

2LlOssevanse 5% U,
10 eesaoans X U

i S8 s BA .
A - «3ﬁ§~§~ﬁ~ﬂ-: 3 urnidadsge
13

1 doctor oOgcar LUNiLIL, fundfindose en esto, confeceiond una taoe

bla nue permits leer dirsotaozients sl nimero de unidadas, tabla que

g0 adjunta,
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Mo oentiol el e fo Jo 4a §a G« 7w B« 93 10 =
«73lucidng ® 6 = 0= CO0» 10Be 156e Z16e 533« (00w 936=e 1230 -
«Crr:tideds «lyUely0=0yJe Qg3 Oyle 1,0 Opbe Cple 0p2 « 1,0 =
Tubo rmuestrag 1 « o e @ 3 «2,07= L,0« Qg8a (J3fie 0 = -
" . 2o o affjdelfielle e Heo Je 2 = -
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Ee= Fmpleo de distintos madios de cultive.

Desoribirenos las fermantaciones realizadas en es-
te trabajo. Rl propdsite que perseguinos en el nismo es enontray un
nedio ds formentaocidn oon un sustracto proteico aséquible a nuestra
industrin, que resmplace al £01d0 l-glutimioco del mdaio de farmentae
oifn smpleada por ABERR, JOHNSON Y MELENEY y por IENILIN sn los tra-
bajos gue se han ton:do oomo guia de Gate.

Do cada una 4o estag fermentacionss se extrajo
muestra ¢ada 24 horas efsctuando sobre las mismas una determinacibn

oolorimbtrica de pH y una valoranoifn biolbgica dsl antibibtico pro-

ducido.

Se utilizd como fuente de nitrb;eno protuico, una peptona
de oarme cuyo porcantaje d¢ nitrdguno total es deo 6,93 ge~ Cumo la
miema reemplazari al fcido leglutimico, sustracto proteico empleado
por AKXER, JOHNGON Y KELTNEY y por HEHILIN, que posbes un porcentaje
de nitrdgeno total ggunl a 9,82 gsp dsbamos agregar & nuestro medio
una cantidad de pesptona qus equivalga al nitrdgeno delcdcido l-glue
tinicos Agregando la cantidad de 10 grzmos de peptona por litro de
nedio, ocumplimon sobradausnte con ety requisito,

El medio 4s farmentaociln tilens la coxposicidén siguientes

1.~0lucosa 8 ge
2.=Acido citrtico 1l ge
3s=Pgptona de ocarne 10 ge
4, X PO 0e5 ge
&-szm‘ Oe8 @o
Ge =AgG0O 4 THLO 092 g
7+ =i0504. 450 0,01 geo
8¢ =¥8504¢ TH 0 001 ge
Qs ~Agun @ostilada 1000 occe

Este ¢aldo se hisrve durnnte 30 minutos, se filtra por
algodfn, se ajusta ol pH & 6,8~ 7,0, ss colocan tres litros del mise
mo pn ol balda de fermentacién y se esteriliza en mutoolave a una
atmbafera de presibn durants 30 minutos, junto oon ol filtro de aire



QuUe 88 adosa ya dsfinitivamente,

Una ves frio, por las razones ya expuestas, se adioiona la
glucosa en solucibn eotlril al 50% en condiciones asbptioas. Luego
se inooula el medio deo cultivo ocon el aparato y la técnica ya des-
cripta « Sevpasa un caudal de aire de 3 litros por ninuto que se
mide en un oontador dé gases a paluta,

Teniendo en cuenta la $poos del a%io qus nos permitia mane
tonsr en ol laborutorio unn temperatura que osollaba alradedor de
los 24 gracdos C, ente primer oconjunto du fermentaciones en el cual
86 ensayaron nusve pustractos proteicos, se g;aldzﬁ a tuenparatira
smbisnte.

Inicladn la fermentacibn que se prolongd durants 10 dias,
ya que en ese lapso de acuerdo a la teoria, debs lograrse la proe
ducoifn mlxima de bacitracima, dato ratifiondo por la experiencia,
ful necesario agregar.-repstidas veoesa ol agonte antiespurmantes.

La exulsibn de silicones se agreghd mediante pipsta esté-
ril, por el tubo de salida do gasos previanente ablerto y flzmsado
con un pecharos TIicho agrogado se inioid a las 24 horas de incuba-
cifn suspendidndose al séptimo dla, pues la produccifn de espuma hae
bia disminuido oasi totalmente.

Cada 24 horas se extrzjo muustrag.de los 3 balones en que
89 realigzaba la formentacilne. La extzacoidn se hizo siguiondo 1a_téo-
nica mencionada enteriormente, En cadn ruocotra se detormind el pH ¥
goncentracifn dol antibibtico.

‘Con estos valoxres se han construfdo los siguientes disgra-






‘Cano fusnte ae nurbgjono orghnico, se utilisd un "Corn
steep® producide por R;f{.n-rluo Argentinas de lnis que nos fuera cee~
dido gentilments por los “Ladoratorios Squith®, ouya riquesa on nie
trdoeno es de 4,92 g% Para mantonsr la equivalenocia sn nitrdgsno
oon respscto ml fAoldo leglutimico dol medio tipo, se dedun utiligar
10 co. de eate *Corm steep® por 1litro de medio de fermentacibn,

La conmpooicidn de) medio empleado es la siguients:

le= Glueosa 5 g
2.~ Acido eftriéo 2 8
Se= "Corn stoep" 10 coe
4, - KNP0, o5 8o
8¢~ KH,PO4 0s8 go
6e= 4gD0,e 710 Os2 Eo
7o~ LnS04e 41150 0y 01 &
Be= F05040710 0,01 g.
e~ Agua dentilada 0s8sDs 1000 @0

Dedido & la mayor cantidad d4e materics minorales que
contieno el °*Corn stsep®, se aumenta a 2 gramos la cantidad de &oido
oltrico empleados ZEste fcido permite un mejor aprovechamiento de
los metales al formar ecmplojo-; solubles, quo de 10 contrario con
los foafatoe, forman sales muy poco solubles. HENDLIN gomprobd que
con eate agregudo favoracil e;l. aprovechaniento de los metalea por
ol microorgonismo,

La técnica ads 'tmbajo en 10 que ruspecta a la cone
duccidn de la fermsntacidn, extracoibn de muestras, determinacidn de
pH y valoracibn del antibibtico, es la misma que empleamos en la
fercentaciln anterior, En cuanto al agregado de anticspumantes nm
inicib a las 24 horas de ingudbacibn, suspendifndoselo al sexto dia.

La variacidn del pH y los rendimientos en bacitracina, figue
ran en los gréficos sigulentes:
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«y Toercera serie 4o fermentacioness

Como fuents de. nitrdgeno protsico se smplean dos $ipos de
"licor de Corn stsep¢, es decir un *Corn stesp® sin eoncentrar Obe
tenido en sl laboratorid von téoniocas que se desoridben on el gopie
tulo correspondients, I.? difersnoia que existe entre los A4os tipos,
consiste en que uno se obtisne a partir de mais sin gerninar, y el
otro, a partir de malis previamente gorminado,

La riqueza an nitrbgeno del prinvro es de 0,63 g% y la
del sogundo es de 0,88 ge¥ ¢« Para mantensr la equivalcnoia en nie
trdgeno con respeoto al foido leglutinmico, tendrsmos en cuenta ese
tos datose

La composicid n de los medios dv ocultivo es la sigulentos
Yeddio A
le= Glucgosa 5 ge
2.= Aaido oftrico 2 ge
3.« *Liocor de Corn steep®({oin gurminar) 75 co.

4o = K HPO, 03 Be
B¢« KHAPOY 0p8 Qe
Go= LED 0 7 uao 0,2 g.
7o~ Ln50,s 4 1,0 00 ge
B8e= FoSOge 7 HZ0 0,01 go
D= Agua dustiluda CsBeDe 1000 cae
Yodio B

le= Glucoesa B ge
2.« Acido oltrico 2 g

3.~ "Licor de Corn stesp® (germinado) 6556 cce

4= g\g@% 098 ge
Se= KH, PO, Os8 g
8o~ 1gS04, ? 10 02 6o
7o zmsop‘}‘“{azo 0,01 go
8o~ FoS04e 7 H0 0pU1 go
9~ Agua dsstilada GeBeDe 1000 o0,

Las condiciones de trabajo fueron las miomas que sn feramsntaciones
anterioress Con los resultados se han hecho 1los siguisntes diagromasc;e
en cuanto n).' agrogado antiespumante se inicid a las 24 horas de incu-
ba.di&n. susp:ndtendotolo al soxto dlas.-
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e Cuarta sefis dv fermentaociones:

Se utilizy eomo fuonte de nitrdgeno orglinico un hidrolie
sado pépeaioco de higado, cuyo porosntaje en nitrbgeno es de 8,83 go=

Para lograr la proporoién de nitrbzeno que hsmos fijado
s8s utilizan 6 gromos de_bste hidrolizado. L1 medic do cultive Aiene

la siguients composioidéng

le= CGlucosa 8 ge
2, Aoido oltrioo QP
3. Hidrolizado pbpelco de higado 6 &e
4, = Ko )P0y 0s5 6o
Bew KHaPO‘ 08 8o
6o~ 1§504e 70 0,2 go
Te= 1In304s ¢ H:0 0y 0L e
8o~ Fo304e THAO 0,01 g
o= Agua destilada 1000 coe

Se trabaja en igunles condiclones que.en las fermentacloe

nes anteriores.

)l nftodo do obtenoibn y anflisie sumario del hidrolizado
pépaico & higado figura en capitulo aparte.

Fl agregado anitiespumants ge inicid a las 24 horas ds ine
cubacifn, suspendténdoselo al cotavo dias

Los rezultados obtenidos en esta fomentanibn jusden a-

pruclaras en los dlagramas que siguens






o™ gginta gserie ds formentacioness

Camo fusnte de nitrSgeno proteico se utiliza un hidroli-
zado quhgioo de proteinas obtenido a ﬁmlr de sangre desecada
(dry blood), que es un subproducto de la industria frigorifica, ya
que proviene ds los residuos de fasnamientoe

Sa contenido en nitrdgeno total es deo 1,89 ge%= Do
ah{ que soa necesario para mantener la proporcibn de nltrﬁéno proe
teico, el empleo de 27 cce pOr litro de mvdio de ocultivo,

La composiciln del msdio empleado es la siguiente;

le.= Glucosa S Be
2.« Acido oltrico 1,5 ge
3.« Hidrolizado Yo, 1 27 oce
4, « K,HPOy 0,5 g
Be « KH,PO4 0y 8 ge
6o« HgSO4 o7 H,0 002 Be
7o~ kN304 ¢4 H0 0501 g
8e= Fo504 o7 H0 0,01 ge
D¢ Agua dostilada CeBeDe 1000 oo,

Las condicionss de tradbajo son las mismas que las
descriptas en las fermontaciones antsriores,

Con los datos de pH y los resultados obtenidos al
valorar el antibidtico en las musntras extraldas cada 24 horas se
han hecho los dlagramas siguientesy en cuanto al agregado anties-

pumante se inicid a las 24 horas de incubacidén, y fué suspendido

al sexto diae.
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= Sexta saxie de fvmmentaclonenn

Se utilizd tamdbién un hidrolizado quinico ds proteie
nas, nmat;o Yoo 2.+« La cantidad a agregar es 4o 11 ec. por 1itro
de ud’u. ya qRe su riqueza on nitrigeno es de 4,63 ge%eo

La composicifn del medio es la sigulents;

le= Glucosa B ge

2 = Aoldo citrioco 168 B
Se= Hidroligade Xo, 3 11 coe
4.« K 1PO4 0s8 €o
Se= KH P04 08 Be
6o~ KgS04e 7 320 02 B
Te= kN304 o 4 320 Q0L ge
8o~ Fo04e 7 HO 0,0 go
9e~Agua Destilada CeBeDe 1000 ¢oe

Los resultados obitenidmse satablescen en los dingrae-
mas siguientesy respecto al agregado antiespumants ge inioid a las
24 horas do incubacidn y fué suspendido al séptino dafa,
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-y 8bptina serie de fermsntaciones;

El hidrolizado quimico de protsinas que se utiliza en
ente ensayo, al que llamanos hidrolizagdo Xo. 3, se 10 obtisns tame
016n a partir de sangre desecada,

Se sgregcan 12 60. pPor cada 1000 goe. de medio deooque
su riquezn sn nitrbguno total es de 4,11 g% .

La coxposicibn doul medio de cultivo empleado es la

siguionto;

le= Glucosa S5 8e
2o« Acido aitrioo 1,8 ge
e~ Ilidrolizado lo. 3 12 cae

[ SN xzm'o‘ 0,8 go
Se = Klig204 0s8 Ge
Se= 3:g304e 7 Hgo 0,2 Ke
Te= 1504, 4 H20 0.0} geo
8.= FebO4e 7 H 0 0,01 go
Do~ Aguan dustilada GeSeDe 1000 goe

La téonioca de trabajo es igual a la ya descriptas

Do 108 tres bdalones utilizados en la formsntacién ge
extrajeron muestras oada 24 horns. In ellas se vulofd ek antidibtico
producido y se dutermind el pH colorinetricamente.

Con los resultados odtenidos se hau confeccionado los

siguientos dlagramasy ruppooto ol agrogado antiespumante se inloid

a las 24 horas de incubacifn, suspendiendosslo al soptimo dia.






o= Cotavn cerie 4e fermentaciones:

En la 61ting sevio de fermentaciones de este cone
Jurto, se ha usado somo fuents de nitrSgeno proteioco, un hidroliza~

€90 quimico de proteinas obtenido a partir de sangre desscada,

Rl mbtodo de obtenciln y anflisis sumario del
misnmo, a igual que &l deo 1o tres hidrolizadoo anteriores, figuran
en ol capitulo corrsspcndienta,

Su riqueza en nitrbgeno total ea de 8,77 g%
por 10 tanto, parn mantener la squivalenaia en nitrldgeno debemos
euplear ? coce de hidrolizado por 1itro do mcdio,

la composicidn del medio de cultivo se detalla

a gontinuaocibng

le= Glucosa S e
2.= Acido cftrico 1,8 o
3.« Hidrolizado Yo, 4 9 ace
4.~ K104 05 Ee
Be KH P4 %3 6.
6. £g30,, 7 H 0 0p2 go
Te= i34 4 HO 0,01 g.
8e= FoBYge 7 H0 0,01 gs
O.= Agua destilada CeBeDe 1000 aoe

En los nedios de cultivo a base de hidroe-
1izados quiricos de proteina, hemos slevado la canticad de Aoido
citrico a 1,5 g¢ dobido a su mayor rigqueza en mineralsa,

Los recultados obtenidos en untns series
ds fermontaciones figuran en los diagrazmns sigulentsay en cuanto
ol agregado antisspumante ge inicid a las 24 horas de inoubaoidn
¥ fus suspendido al ootavo dia.
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In estas ocho series de formentaciones podemos apreociar que
las curvas de pH presentan un descenso producido por la aoidifioacién
del medio, dedido al aprovechanisntd de la glucosa por sl gbruen,
Lusgo 8l pH sude por la dosaminaciln de los aminoboldos.

Los rendimientos en bacitraoina gon bajos, ya que s my
inferioras con respooto a 105 que ge obtisnen en fermentaciones sue
perficiales y con agitacifne Esto lo atribuimos a la baja tezmperae

tura a qus fusron realizgadas,
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Po= VARIACION IR LA TEMPERATURA

A 10a efectos de odtener majores rendizienton reae

1isamos un segundo conjunto d9 ogho saries de fermentnocioneg, sh
clones de trabajo que 105 utilizados sn las series precedentss, a
excepoifn del factor temperatura do #noubaoiln, que se lleva a

29 « 30 grados centigrados en la estufa descripta antoriormente,
Cada sorie gs realisd on trse hialones de furmene

taoiln, on forma simultines, Coxo 1o0s elsmentos ¥ téonica deo trae
bajo se detallaron con anterioridad, oonsignamos directamente on
diagrzmas, lus variaciones de pH y el rendimiento en antibidtico

qus se doteminaron e¢n las ruestras eoxtroldas cads 24 horase
In estas fermuntaciones, se avitd lu formeoiln
de espuma con el agrzgado de silicones en ermlsidn,

En general el egreogado de inioid a las 24 horas
as comenzadas los fummentaciones y se suprinid en sl transcurso

dsl sexto al octavo dis, al dsjar de ser necosarios
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Los rendimientos de estns series de fermentaciones, confire
man las oconsideraciones efsctuadns & la lux de 1o0s resultados che
tenidos en el primer conjunto. Es dooir, que el factor tuipors-
tura influye mn;lmonﬁn ¥y positivamente en 1la producciln de bae
eitracina,

Los resultados obtenidos evidenoian 1a ealidad de los
medios ampleados y en particulad, ya en sl odjoto de nuesstro
tradbajo, 1la de los slexmentos proteicos quw 1os integrans

Ello justifica sl intento de variacionss que ofrvzean
al ghrmen la posibilidad de un msjor aprovechariento de 108 mee

dios de cultivo, y por consiguients una mayor produceibn de ane
tiviltico..



Go® VARIACION EUIFLMANTD IXQCULD D _ONTTAINO COM AGITACION

Este intento se Laza on la presunaifn de que si ane
toe duv inoculur a) glrcen al mudio do fermentaciln, es scxetide
& uUn Preoesd de acostundbrimiento a las condiaoliones gQue i=peran
en 1s fermentaclln suzsrgida, se hellarl nsjor mAnplado para su
degurrollo,

Tara 6llo mnodificarcrar la téanica Ao ohteneiln dwd
infcula, proosdiondo en la forma sigulante:

in unn botella de vidrio ds cures planas, ds BJO ade
de capaoicdad, s® introducsn 30 eds de¢ caldo vitaninioo empleade
goro medio de indoulo, Se elerra flojaxsnte con tapin de algodaln
pora pernitir 1la ¢irculueiln dol aire, y so esteriliszm sn autoolne
ve a una atnbofura de prealln durunte 30 minutose

rrio ol nedio, su 10 sie-:bra oun Buoillus sudbtilis
por cunlcuiors de lus dos thonlous ya oitadas, an condivionmes do
arepoine e 10 llava & estufa fnoudindolo a 3?7 grados ruriants 24
hor:zes. L1 ¢abd da estan 24 itor-au. redinnte p;_;.:_o_‘tn‘ anteril y on
rigurosas condiqionws do nnup‘oln. trancfarinos 1;:: B} ceco somltie
dos a un franod de Liariotte que previa:ints ss lo‘qprapar& eon al
dinpositive que 10 convierie en t;:ag';w inoculador, taablln yn dese
oriptdo y que ocontisne 850 ce. o oulé’:) vitnninies entortlizado.

Una veax heasho eatg, insulumas ol frarco insouludor
aur=nta otrna =4 horas a 37 grados gentipracdoe, agitindolo em un
dimponitivo que ss encuentra en al interior de la satufa. “sta ae
gltncidn tiene por £in asoatunbrar al jhrocen a las condiciones
inperantems en profundicud, ys cue la forsientaoiln oon agitaciln
e3 assmejanto sn sugr condiolones o 1y guxergidae, Podemoz conmidee
rarla intemsudia, ent=e la fermantacidn en miperfiole y 1a smmupe
gida con sersacila forzndn, utilizads sn miscztro tradajos

Il oistema de agitaciln comprende un cajim ds mae
dera suspendido del techo do la sstufa por dos vyarillas ds hierro
artiouladan gue tomsn al oajdn por sus aristas, en uno des sus ex-
tromose T™n el otre, ou base esti fijadn a uny varilla de hierro,
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Gue a wu vva tlana ¥ Viro extyGiv aduwado wn Lorun exoéntrica a uua
PArse lgta polea ed acocionandu dddlante una oocrea Sransmindora por

un rotor erbotrisa ie S dt HoPs Gue la raluve a 70 revoluolonus yor
rinutye Iate sinlemay Nicee.4ue 2l eafdn mo musva ¢n un plaha horizone
t:l y para asagurar 1o catabilidad ds los frasaoz ¥y evitar roturss,
g8 ooloca atarrin h:nt: Youw.ar un espenor de 6 centizatrom,

Drepayado anl el indculo ms lo introfuca en vl Duddn Lare
nentuder elguiendo 1o thcnicn desoripts al mencionar los condicioe
nea generales ¢ travejo dz la fermantaoldn sunarenizn,

“mpleando sutd tips a2 iaboule oo llevd a cubo un nusvo oune
Janto de oche peries fg fercsnitasiaones, ¢on 1los imon =vdion 48 oule
tivoa :(ua loz utilizadon en 1en condunton wsntaFloreq,

{8 enploarsn aimult:esxents tres balonss por cada serie do
fermontaeloner, aoondiclonadsn o fpunl formanm cus anteriorcente.

In elloz ms colocaron treo litros ¢e zniealy ¢e cultive ¥ no spteriiizd
¢} conjunts do balin, filtra?&a aire ¥y condusdasn 49 gamag 8 UnRA ate
2337ura de presilp durante 30 wmimatone Una wvez frlo, inosulada y re-
gulado ol ¢sidal de ulre, gue ggb@ car da un lisro, por 1itro de ise
¢io ¥ por miruto,y g2 Lﬂ@ubgian és&ufa,@ 53«30 grados centigrados,

Tesptla de lun prizersy 24 heras fud noeceszariv ngylgar

anoenty antlespazonte ( allicb?aa‘cgﬁlzionnéaa}t oparaoilbn quu so
oralensd hasta ¢l sexto u oaigvo dize Dicho nprecnio goitz0 asehtie
canmente y'wﬁdiaﬁte plozta nst%ril; vor el tubd dw nuliss de gusue

¢e 10 bulonos ds furzsntacidn,

Tn sintssin, luw candiclenun, tléonlous ¥ detalles priaoe
2icos obraTes 40w on estuu serlen du f;‘r;;.m-:tmlonan son lus mirmas
¢d3 lag dssopipinn al rolatar luas antiyiaras. Como. 5icpre, cada
2% horas do extrTalu suvatra, detcrminﬂndosu en lac nircae pil ¥ oone

centracidn 4s sntinidtico. Conm 1o oudos obtsnidos sy han conaotrufe

49 193 diggrucas cigulentses
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Con la varinoibn efwotusda se consiguid un aumeuto sn los
rendinientos mixinos de antibidiico, estadlsociéndose as! las coadie
ciones gensrales de t:abajo qfu perniten la obtencifn de bdecitiraci-
na oon rendinrientos congceptundon ¢amo buanos,

1a sinilitud de los recultados logrndos con los distintus
redios de cultivo, sefiala occmo reconendablos a todos los produatos
utilizados gome fuente de nitrdoeno orginico, pero an base o la fa-
cilicdad de su obtencibn y 1o ecorfmico des su costo, podemoz distine
guiy a lop produotos extraotivos dol malz 0 sea los "Corn stsep™

y 1os hidrokigzados obtenidos a partir do sangre dssecada.
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H,» METODOS DE OBTENCION Y ANALISIS SIRIARIO DB LAS SUSTANCIAS
Ut 0 FUENTE T® NITNOGE0 PROTTIQO

®Corn stesp”s esta sustancia es un produoto sxtractivo del mais. En

microbiologia el *Com stuep® puedo servir ocomo suplenento para
resmplassy extractos 0 como fusnte prinaipal de nitrbgeno y onr?ono

para todos los microorganismos sn goneral, que sean capaces de oroe
cor bien on un m dio simple que contonga extracto de cams y peptoe
Me sales minerales y vitaminas.

FPara obtemsrlo se comisnza por humsdsocer sl grano do mals lo

Que ge hace sn tanques de xnadoran abf‘ertoa. La operacifn se realis
a una temperatsra de 45-52 grados centigrados durante 40 a 48 horas.

Se necesitan de 20 a 30 litros de agua para oada 35 1litros dv grano
( 5 a7 galonss NeAs de agua por cada bushel de grano)e Iurants ls
honsotaciln, los materiasles soludles se disuelven, el grano se ablane
da ¥y su extructura se decbilita y se rompe, 10 quoe fncilita la moliene
& y ulterior separacidn de sus conponentese

Imediatanente antes de 1a entrada de agua a los tanques que cone
ticnen el malz, se agrem 805 con el obp to de impsdir 1la putefacoién
¥y facilitar 1la extraccifn de los compusetos colubless La concentra-
oifn iniolal del mismo oo de Op)) & 0,2 por ciento poro dado que la mae
yor parte del SO5 s absordido por el grano, esta baja, 6 horas dds~

pubs dol agregado a 0,08 £y 10 horas despuds d=l agrsgado a 0,01 S
Agua y grano se desplazan en contracorrients de mansra que ol a-

gua ques lleva menos cantidad de soluto y qus por eso tisne mas capacle
dad ds sxtracoibn, sncusntra al grano mas lumsotado y en consecuencia
ss facilita la extraccibm de las sustanoias soludbles,

Cuando el grano sstf agotado, separamos la solucion obtenida que
89 concontra hasta sleansar un centenido do sblidos de alrededor del
80 % .

Este goncentrado denominado “Corn steep liquor® orudo, pusde ue~
oarse en procesos miorobviolégiocos, oon 0 sin transformaciones ulterioe-

rosy O blen luego de combinarlo ocon gluten ¥y materiales fibrosos, dese
tinarlo a alimento para animales.



Eequemn de) precese

Emno
humeotacion
| | | agus de tumeotaoiln
grano humedsoido '
[ svsporacibn
L
eto. *Corn stesp liguor®

Durcnts ol periodo de hunsotaoiln y durante las o
tros fases dol proceso, se produce una fermentacifn emponténea ds cae
ruator 1lhotice y a posay de que el pil es bajo, 3,8 a 4,8 o el nfimoro
total de microorgunisnos alcansa frecusntozsnts ol orden de los billoe
Bes POr mle~ Tubemos goflalar qua la fermsntociln 1fotica es inportunte

en 1a manufacturs de un *Corn stesp® guys cnlidod 10 haga apto para oQ

«plvo en miorobiologiae E8to ss dede & que como lns proteinas del
grano de mals son rolativaments {nsoludblus en agus, psro ge solubilie

san en un medio ligeramente mcidifiondo, dicho faido 2lactico juntae
nants oon sl 503 ¢ confiersn a las aguss de extraosiin esa aoidez cone

veniente, A este prooeso ds solubilizaciln de enrnoter quinico, se
19 agregn otro de oaricter bacterianc provocado p-r la acoiln de ene

simas que aotlan sobre 1as proteinae dol grano reducifndolas a unidae
400 BRENOTESe

Debido a esta aotividad bacteriana no €010 pusde separarce Nas
faciluants sl almidbn del gluten, sino que sl *Cogn stesp® resultsnto
es rico en aminoficidos y polipéptidos los que son fuentes de nitrlge«
no sxcslentss para casl $cdos los mioroorganieiose

En resumen sl *Corn stesp®, &s un conoentrndo de soludles de
malis, extraldoa mediznte un proceso de humesotnoiln realizado a un
pH aproxinado de 4 y a una Sexperatura de 48 a 852 grados oentigrados,
en presencia de 80g y una formentaocidn 18otica motivee Adenfs inolu=
yo materiales solubles incorporsdos dursnts la molisnda o separacidnm.

Dado que el agua del proceso pusdc quedar rotonida en 1la
planta alrededor de 3 semanas, nO sOrYprende quo se produscan fermetne
tacionss adioclionales.



Xl *Corn stesp®,utilizado, proviens de las Refinerias Argentims
de Maiz y fué g¢edido por los laboratorios Squiwde E) anflisis sumario

practicado sodre ol misno nos da 1os siguientes resultados;

ResiduO G000%cecccccccsvcccaccscncasessnacccse 58,80 "

CenignBsccccscevcccnssccosscncccse csconccses 11,067 Bﬁ

EitrSgeno $0tuliesesvecvcccccscccccscssccnese
E no precipitadble por acs tricloroaclticOecee
¥ no precipitadle por ac. £058f0m01libdicOecese
Nitrfgeno aninicosecscecoccocccsccsssccscenee

Los porcantajes so refisren a 100 mililitros ds nmuestras

Licor de "Corn stoep® sin concentrar. N° 1

e

a partir de mais sin germinax,

4,92 g%
4,48 g3
2,80 g&
0423 g%

Egte "Corn steop® lo obtuvimos en el ladboratorio

Sevtombd un kilogremo de este grano y se 10 colood

sn un raolpiei:to enlozado con 10 veces gu pesd on aguae 88 le agroe-

gan 10 g de Na;50y para svitar la putrefaccilne Se 1o mantione a una

temparatura de 45 a 850 grados centigrados durante 72 horas, removisne

do el grano gon frecusncia y sin reponer oi agus pardida por svaporae

oifne Al oabo de ects tiempo filtramos por algeddn recogiundo el 1i-

quido en un zreoipiente Ae vddrio que se obtura com un tapdn de algo=

ain y se estariliza en sutoclave a una atmbsfesa de presibn durante

30 minutose XNos queda asi preparads la fuonts ds nitrSgeno protefco

que utilisaremos en las fermenticionesd E1 anflicis sumario que

practicamos sobre 100 ml, Js sate producto arrojd los sigulentas ree

sultiados;

nuidué 88000ce0000000000000000060000080000060 1.54 8’

Conigasecccssssncccocsccosnsssvossscscnsscrce 1928 ‘5

lntrﬁgono tomooo.oo'oocio.ooooooooooo_oooooo 0,68 85‘
¥ no precipitable por ace tricloroactbticoses 0,83 g%

¥ no precipitable por ace fosfomolibdicoeees 0,49 g ‘
Hitrbgono aninic0eeescscccosscsccecsesccscse 0,08 sﬁ



s

= Ligor de *Corn stesp® sin conowntrar. ¥° g

Se 10 ebtiesm a partir de mais gorminado, La téonioa es 1a si-
guientes Se humodece bien un kilograne de mals y se 10 ooloca en un re-
oipiente mmplic para brindarle al grano un mfximo de superfioise 3e
10 lleva a ostufa & 37 grados centigrados donde se 1o mantiene hasta
qQue gormine, dedbifndoss realizar una remooibm frecuonte del grano pa-
ra exponorlo al aire., Debs mantonerse constantemsnts un grado pronune
clado de humudade

Una ves geminado golocamos ests maix en un raoipiu:ite énloga=
do con 10 veous su pend en agua y 10 g. de Baasoa para gvttarzla;_m.
trefacoibn y se sigue 1la miema tScnica que con el producto anteriors

El anflisis efsctuado sobre esto *Corn gtesp® y referido a
100 ml. dol mipno, Nos da 103 sigulentes rusultadoss

Bonoiduo B0COsescecsecccecosvnsscsovovesessccove 2993 CoF
CeniznBessscessssesscsesscssssssccacecesascsce 0962 gof
Eitrdgano totaleesssessesscsosncescscnnsesesse 0,88 ged
N no prooipitables por ace trioclorocachticosscee 0,77 go ¥
H no precipitable por aoe. matmoltbélco.....o 074 Bo %
Eitrbcono aminicoeececesssnscssvesccrescnsccss 010 o5

= Peptona_de oarne
Es un autodigerido de estbémago, que lusgo de ser

degangrasado y privado de mious, se 10 suspends on 3 veces ou peso
an aguajy el pH de ssta suspensiln se llsva a 3 mediante ol agregado
ds 1a cantidad neocesaria de &cido olorhiaricoe Se 10 mantione en ep=
tufa a una teamporatura de 45 a 80 grados centigrados durante 48 hoe
Tasy Yy en el transcurso de las mimmas debe reajustarse ol pH oanda
6 horas.

Una wsz transcurridas las 48 horas ge somets a obulliciln
¥y 1uego se filtra. Esto £filtrado se axxzx concsntira al vacio y ol
producto recultants as ssos ¥ se pulveriza obteniéndose asi lo qus
llanamoe peptona de garne.

El anflisis practicado sobro sata psptona que fud referido
& 100 gramos de mestra, nos 418 los resultados siguientoess



Humedadsccsevcoscecsssetsssscececncncecssssvscens 39900 g 8
ConisaBesiccicosseetecstsevcccacsncnnecescessecd 17970 goS
Litrgone 'ﬂ‘ﬁxootooooctofoooooo-oouooo.oooooot‘ 6,93 c.s
3 no presipitadle por 8o, hirtolomo&uoono.-u 6,18 g%
¥ no precipitabls por aove £08fomolibdlctecscsese 64 go it
Eitrdguno axinio0eceovcescccsosccscvssconncsccee 0;734 g

'_, N . 3;_,,',," 3
Se tosan 3 partos de higndo y una de ose

tasgo provianonto dussngranados ¥y lidrados do mucun, ¥y se suspendm
so tres veces su pudo on aguse 5o sjusta el pii a 2 sgregando doido

clorhidrico y se lleva & estufa mantonilndolo durante 48 horar & unan
tamparatura de 45 o 50 grados oentigrndese F1 pH se reajusta cada
6 horase

Al cabo de las 48 horne se £iltra y e} filtrado se conoone
tra al vacio hasta consistencis pantona.

Kl anflizic realizado schrs una mueostrs de ests hidrolizndo
nos da las siguientes oifms reforidaa a 100 gramoss

3
15

lmdﬁﬁooo.oooooo.t-ooooooo-n’uoo.nouptunn.;oana 184 20

e
W

CantiZaBeccencocnsssnescecocconcssscnncsvssvorens 11493

3
W

Nitrdgono totalevesssacesnssncasenesnvnccssscane B8B83

o]
)
)

¥ no procipituble por ade triolorouctticOsescees 7532
L no precipitable por age £08fom0libdicOecesccse 7913 gl
Fitrfgeno aninicOeesscessescvscsnconsssesseccnne 15005 o2

Ests hidrolisndo e obtuvo a partir de

un sudbproducto de lo mquezrla rrisorl£1ena sangre dececadne

Lo ssngre qus cas en las playns de faenaniento asi cono 1la
qQue pruviene del lavado d:1 animal fasnzdo, 80 arrastiri con agun
a grandss tanguss 4Aonds se 86ca y posturioruants oo 'uvlee Lnto proe
duocto constituye musairn =atoria prica.

El agonts hidrolisante utilisado es Ca(OH)g o La tdcniaa Qo
trabajo o8 la siguientos oe mezolan 200 gramoo de protsinas con 10
gramos de Ca(OM), ¥ se suspenden enm 1 14tro de aguse



-+ _., .’

Lo llevamos a sbullioidn y lo mantenenos durante tres horas, ogie
tando frecuvntemonte y roponiondo el agua qus pe evapora., e dejs
enfriar y ce £iltra por algoddn, recogléndose ol filtrado un un ree
cipiente de viario, que ce tapona oon elgoddn y ss vateriliza en aue
toclave g una atndsfera do praoidén durante treinta minutoag,

71 onilicis cumario de ests producto, raferido a 100 ml., nus da
el piguicnte raegultados

£08idU0 £8COceccesoscssscvscssssscncavsnessncsne 3323 g8 5
CCRIZUD evcssessssesossssesccrsvssccensnasnenses Uyt g .40
L1tr00N0 LOLA) ceevecssvaceccncnccncncnsnncnsnne 1,89 g &
5 1o procipltiblo por ace triclorozslticosecesss 1,52 g U7
U no prooinitablo por ace Fosfemalindicesscecee 124 o 43

IZitrﬁgcno 28NiCO eeesesenccssoscncrcessasovacss Ul B ;3

- Uigrolir-ado caafriico Yo, o

Tanbiln se 1o ovbtiens a partir do sangro
dcocecada. La tlenica de obtexeidn os la misma quo 1a descripta en el
trabajo inmediato aenteriores 3010 varla el agonte hidrolizante y la
proporoidn en que eote interviene.

Para 200 granmos de proteinas, agresonos U ge de Hall y los cuspene
dexos en un litro de agune Los ragultados obtonidos al realizar el
anfilipis do este productv, referidos a 100 mle., son los piguientces:

T001U0 GOCO esscassconsssssannsasvancassscssee 13,53 £ 5i
CoDiZiB esossessvencssesvaccovevasnsssnsnsessee 133 ¢ /
Hitrleno total eececvecevccvacacsncssennceases 4,65 g ;6
Il no precipitable por ace tricloroncliticOeesces 3,22 g 5

¥ no pIUinitabla PoT f{ace fOﬂfOﬂiolibﬂiCOQ\voooo 2094 6 ~

Hitrﬁgano aiNnic0 ceecosceccscsceccccscssnconse 0,47 & 5

- idrolizado culimico Yo, 3

A igual qus los denoninados hidrolizados
Yioe 1 y Noe 2, 80 10 obtiesno a partir ds sangre desscada. L1 agenteo
hidrolizente utilizado en ¥ Ca(OH )y o Para 200 gramos do sangre do-
gecada, enploanos 25 g. del mipmo puspendiendoss todo en un litro

de ogua. 1a téonica do trabajo os la ya doseripta para los hidroliza-

- —— B e el v



Xl analisis practicado sodbre el niemo, reforido a 1C0 mililitron

nos 816 lous siguientup resultadoss
RegidUO B80COesecessavcoscccnscacercssnsccene
BonizZOSessccesscccosvcoscnccsseccsccsnsnone
Fitrd8ceno totileceescsccsessssccvccssccsses
N1 no precipiiadble por ace tricloroaciticoee
I no precipitable por ace foofomolibdicoeee

liit‘rf)gz-:no eniinicCOcesecnccocsssccscorcscantce

8,86 g%
053 Cofs
4,11 g2
3093 Qefs
2940 Ges

0sl5 £ef3

i

- I'idYolizazo cuinico Yo, 4

A

iy

50 lo obtivno tumbiln a portid du sangre

dececadas Intervienc como custencia hidrolizoante, 5804 concentrado

To cada 2uU granos doe protelnas os ogregan 10 gromoo de HnoG04 sugpene

didndose 1a mezola en 1 1litro de aguse

La télcnica de trabajo no prosenta vsriacionss con respuoto a

los hidrolizados unteriores. 1 anfilicis ofectuado o este producto,

referido a 1uvu mles 1105 da los gigulentos datos:

7eB81dU0 £0CDesvvscrccvsosssseenssssssncessocnne 41.77 8.};

CenizZaBeevesssevcscansncescossavaccsscnsscssnse
Litrdseno to0tileesssessecoccccsosencvsarsacssee
5 no precipitable por ace trioclorcacdticOececes
I no precipitadla por ace £05f0r0libdlcOeeeseses

Hitrﬁéeno arninicOeeveescasescccscrscsssccsncves

577 e %
350 Eoﬁ

2590 gel

0’75&;805






» ’ -
Vst

RESUXEN

Se ha puesio a punto un método do obtenocidn de bacitmoim por for=
nentacddn sumergida.

Se utilizd como gemen productor una cepa No. 166 de los Laborato=
rios "Ocefa®, de Bacillus subtilis YTracy (w riedad U cheniformis).

Tara la preparacidén de los caldos ds fermentacidn se tomd como mee
dio tipo, el ptilizado por HEDLIN en 1951, dol que ss Tul variando la fuen-
te de nitrdceno orglnico, con sl objato de hallar un sustrato proteico que
produciendo un buen rendimiento, resulte asequible a nuestra industriae.

As{ se utilizaron , peptona de carne, “Corn Steop®, licor de "Corn
Steop® obtenido a partir de mailz sin fermentar, licor de "Corm Steep”" obte-~
nido a partir de malz fermentado, hidrolizado pépsico de higndo, hidroli-

.zado quimico de sangre desccada, obtenido en medic alczlino deo Ca(CH ), al

10 /5o, hidrolizado quimico de sangres desecada, obtenido en medio alealino a8

LaCi al 20 50, hidrolizado quimico de sangre desecada, obtenido en medio
alcalino de Ca(OH ), al 25 ¢, y por (Gltimo hidrolizado quimico de sangre
desecada, obtenido en medio écido de H,oS04 al 10 fo.

Se determinaron: la cantidad éptima de inbculo, las condiciones de
inoculabibn y el caudal de aire mis conveniante.

Con cada medio se hicieron tres fermentacdones sirultaneas, consti-
tuyendo los datos proporcionados, el valo> promedio do las mismas. Se hi-
cisron asi, con ocho medios, ocho series dc fermentacionen, y estas series
88 repitfsron en.iaa siguientes condiones:

a) trabajando a tempsratura ambiente.

b) trsbajando a temperstura revgulada entre 20-30 °c,

o) en las misnas condiciones de temperatura, pero empleando un
indculo obtenido por agitacibn.

Cada 24 horco se extrajo muestra y en clla se deterniné el pH co=-
lorimétricamentes y su contunido en antibihtico. La valoraecidn se realizd
empleando un método biolbgicos sl de las diluciones seriadas, utilizando
como gérmen "test" el Latafilococc albvsa.

Se desoriben 1os mbétodos de obtencidn de laes eustancias utilizadas
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como fuente de nitrfgeno orghnico y el andlisis sumario practicado a las

nismas,.
Se determind:
Regiduo ssao.
Cenigas.
Nitr8geno total.
litrdgeno no pptudble con fcido tricloroacédtico.
XitrSgeno no pptable por acido fosfamolfbdico.

Nitrlgeno aminico.
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Los rendimiontos mAximos obtenidos oon fermentacidn sumargida, al
trabajar a tempesratura ambiento, ozcilan entre 12 y 16 uniqades.

Trabajando a tempwratura regulada entre 2930 °c, ge obtienen rene
dinientos m8ximos comprendidos entres 23 y 33 unidades, 10 qus demuestra
la influencia favorable de este faotor,

La preparacidn del inbculo por agitacidn, eleva aun mfis los rendi-
mientos, oscilando los miximos entre 23 y 37 unidades.

La curva de pH tiene una estruotura tipica, presentando un descen~
g0 en el primer dia, que puede llegar hasta pll 6§ y luego un ascenso paue-
latino gue puede llsgar a pH 9,

El caudal de aire mls conveniente rosultd ser el de un litro de ale
re por litro de medio, por minuto, y la cantidad Sptima de inbculo, la de
100 co. por cada tres litros de medio ds cultivo,

Todos los sustratos protelcos ensayados, dieron rendimientos satis-
factorios en antibidtico, por lo tanto todos son recomendables; psro en
base a la facilidad do obtencidn y a 1o sconbémico de su costo, podemos
distinguir a los productos extractivos del mafz, o sea los “Corn Steep%, y

los hidrolizados quimicos obteonidos a partir de sahgre dosecada.=-
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