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I - MONOGRAFÍA



capitulo prieto

__Consideraciones Generales Sobro Antibióticos

En loo prinoipioo do la Uiorobiología oo observaron fcnóme- 

noo de incompatibilidad o antagonismo entro diverooa organismos» Asi WAK- 

SMA1* en “I’icrobial and Antibiotio Subo tañeos *, enumera algunos antiguoo 

ejemplos do este curioso efecto observado»

En 1876, JOKN TYüDALL, observando cultivos de hongos y bacterias»en* 

trevió una lucha por la vida, un verdadero antagonismo, entre la •Baote* 

ria" y el Tenicillium**» En esta lucha parecía triunfar la rtBaotsria*<,ya 

que por lo general, mataba al "Penicilliun* produciendo un característi­

co pigmento verde»

En 1877» LOUIS PASTEUR, trabajando con cultivos del Bacillus Anthra- 

cis, vio que con el agregado de bacterias comunes producíanse modifica* 

clones en el poder patógeno del germen y hasta so inhibía el crecimiento 

del mismo»

A través de otras experiencias de esta índole, se fue conociendo 

mejor el significado de las interrelaciones antagónicas y sinergicas de 

I03 microorganismos, y PASTEUR ya vislumbró en aquel entonces, la conse­

cuencia útil que estas interrelaciones pudieran tener en la lucha humana 

contra las enfermedades»

En 1885, BARES, al estudiar la acción antibacterial, demostró que 

era debida a la producción de una sustancia de composición química defi­

nida, y ya en 1837, so pudo poner mejor en evidencia estos fenómenos an­

tagónicos al introducir GARUE el método da las diluciones seriadas»

Los avances de la Microbiología y de las técnicas de laboratorio, a- 

delantaron los estudios sobre el antagonismo y una consecuencia señalable 

de ello, fue que en general, se dejó de considerar al suelo como reservo- 

rio de gérmenes patógenos, ya que estos en su gran mayoría mueren al caer 

en él, bien porque las condiciones del medio no les son favorables o por­

que existe allí una flora antagónica que los mata» Se excluyen de esta 

acción los microorganismos esporulados que conservan sus propiedades pa­

tógenas»



o

Tara explicar eotaa aoeiones antibactorinnnn surgió ol t6raino 

•antibiótico* que significaría negación o dostracción de la vida* 

£n 19^2 Vj^;xi/uí y otros* engirieron el tí rain o "antibiótico* y 

“efecto antibiótico* en relación con agenten antibaateríanoo do ori­

gen microbiano*

Loe antibióticos fueron definición por «TJCXCzn en 1947: * con bus- 

toncias anttaicrobionno producid¿is por microorganismos*$ poro frocuen- 

téjente el ccntido de eso tóraino ha oido ampliado para incluir algu- 

nae sustancias semejantes producidlo por ocres animales o vog«tale3 

superiores»

hülfd.hl» en cuo estudios Ion defino como: “agentes antimicrobia- 

nos producidos por células vivas %

Actualmente el termino antibiótico se utiliza en un sentido mu­

cho urna astricto* diciendo:" son agentes an time roblamos producidos 

por bacterias» levaduras* hongos y otros vegetales vivos**

r*Z* r¿IIXO> loo defina de la siguiente manera: * entendemos co­

no sustancia antibiótica» toda sustancia orgánica producida por ni- 

croorg^nisísos no patógenos» que ejerce su acción impidiendo el creci­

miento o la actividad de un segundo xiicroorganimo» cuando c& halle 

presente en un medio apropiado pura el crecimiento o para la activi­

dad normal do ese segundo nicroorganisno0*
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CA/ITULO U".CI.r:.TO

*■ r;’ ' A o o ■ 2rpv í>XjíJ.<?o <1h loa Antibiótico» M'ti iEiportofiton

Ir. práctic , es cvrnde la de antibióticos conocidos,

elle;', y de’.'id o a ln importancia <;u_- hen adquirido en ion campos do

1.-. icr. pi-i y ú> la. i.ll en t.-.ción, r orecen citaras la penicilina, ostro*»
* T* . * .

tomicina* tirotricir. .* r.eamicina* clorcr4ici)ti:?a* nureamicina* terrani- 

ciña y L\.ci tr.cina.

Ijs cucanos jí.lonrui ImoU hoy el estudio de esta especialidad 

con lun siguientes:

xi 1G99* Y Lu.» aplican cultivos do Pseudonicnao pyocyanaa

ruc combat-m con óxito el Antrax eríporirmntal*

—\z tarca* en 1013* Zj^SBIIAG Y BLACÍZ; citan al ácido penicílico* ob~ 

t¿ni*’o de cultivo;; de rcnicilliua pubarulun y Lenicilliun cyclopiua que 

tenía una acción relativa sooru gómunc.o Grrxi positivos y negativos y 

algunas levaduras*

Goore los germanoa positivos y negativoa tibien actúa la pio-

cianina* obtenida en ionm cris tal izada do cultivos de -rceudenonas pyo- 

cyanea por Y UYmACX en 192<*

En el mismo <21 o* üHATTlA Y GATH* estudiando copas de actinomices* 

hoy liamdas Gtreptomycas albas G* obtuvieron la actinomicctina dn ac­

ción. cobro algunos microorganismos Grou positivos y negativos*

Ln 1929* ALGJAL3Y.U 2LGL11.G descubro uno de los antibióticos ¿as 

importantes* la penicilina* obtenida del Penicillium notatun* de rmir- 

cada acción sobre gómenos Gran positivos y algunos Gr¿;m negativos.

Ln 1939* LUGOS extrae do cultivos de Bacilo bravio* la tirotrici- 

na* de acción sobre gSrmcnes Gr¿d positivos.

v.^GGAB Y ..üv’XUm^ en 19mJ* aislaron del cuelo una especie de ac< 

tinorycc3 que pertenecía al tipo de Actin acocotes cromógenao do acción 

bactoriostitica y bactericida que su denominó Actinonyccs antibioticuc*

Xel cultivo de este hongo aislaron una sustancia quo cristalizada* 

fraccionaron en don: Actlnomialna A y 3* antagónicas do gómenos Grao*
positivos y negativos y tmbión fungiostáticas*



Taribicn ellos * on 1942* ulularon la eotroptothricina* activa con* 

tra los mismos gómenos*

En 1943, de un hongo* el Aspergilliuo flavus* 'CHITE y HIEL ai ala­

ron el ácido uspergíllico* de acción contra bacterias Craza positivas 

y negativas*Bol nimo hongo y en el mismo año* BUSH y GOTII* obtuvie­

ron la flnvicina* de acción rías marcada que la penicilina sobro de­

terminados organiemos Gran positivos*

En 1944* bAKGEAE y ¿¿LÍATE* descubren la estreptomicina* de gran im­

portancia terapéutica pues posea una enérgica acción contra muchos 

gómenos patógenos* destacándose la que ejerce sobre el bacilo de lo 

tuberculosis* sobro todo de la copa humana.

En ol mismo amo, IX* IUX y HOUCX descubrieren la flavicidina 

y Eüia'H y HIHECHEAli nielaron la subtilina*

También en 1944* GaU¿3 y BI'XLHELZoVA* aislaron de un gomen del sue­

lo una sustancia bactericida que denominaron gramicidina 3*

A fines de 194b y duranto 1944* qq estudió un agento cntibactoriano 
nuevo* aislado de cepos dol Bacilo subtilis* variedad Lichenifornes* 

que fue llamado bacitracina* y es ol antibiótico quo vamos a estudiar 

en ooto trabajo*

Has tardo CXiTHB* CóTTLIG?» y JX'LA, n partir do un Strctómyco re­

lacionado con ol Etreptomycos lavcndulac* obtuvioron la chloromicetina 

do acción sobro bacterias Crsm positivas y negativas y muy activa co­

bro la Hickottsia prowazeki*

Un paso importante en el a ¿mino de I03 antibióticos* fue el logro 

de la uureonicina* uislada del Etreptomycos nuroofaciens en forma cris 

talina.La auraomiciña* do acción mus bien bacteriostática que bacte­

ricida* es activa sobre los gómenos Gran positivos más que sobre los 

Gran negativos* teniendo también acción sobre las Hickettsiao y algu­

nos virus*

A partir del Stroptomyces fradiau* obtenido dol suelo por wAKXUH 
y CJKTIS en 1915* el mismo VAESHAK en colaboración con LECHEVALIER* 

obtuvieron on 1949 neanicina* antibiótico que posee acción sobre



*

bacterias Gran pocitivas y necativaD, dobióndooe señalar su particu- 

lar acción sobro varias forana de Hycobaoterium tuberculosis y otras 

lycob loterías, no teniendo acción fungicida»

7ar.:bicn de un elemento dol suelo» el Streptonycoo lnvundulae J7o. 

351C, y o tro 3 colaborar’orno llegaron a una su atan cía quo

denominaron ctreptotricinn VI por su semejanza a la strcptotricina 

en cuento a sus propiedades antibacteriales y químicas, con la con- 

veniencia do su nonor toxicidad» 2o debo seHular su poderosa acción 

tuborculicida y tubórculcestatica; tiene acción sobro ciertos hongos.

siguiendo con Ion estudios cobre giras ne s de 1 cuelo, ce llegó a 

obtener un antibiótico importantísimo por cus aplicaciones terapéuti­

cas y quo dado su origcn°fue denominado terranicina.

Ss debo indicar que de nnimles y vegetales suijeriores se aislaron 

sustancias antibacteriales quo pertenecen al campo ¿o los antibióti­

cos! así 3 obtuvo de la clara de huevo un principio enzinático

que denominó lysotyme, nielado mas tarde da tejidos animales y vege­

tales y de diversos humores (1 saliva, etc. )•

Ya en el terreno de los vegetales superiores encontramos que CAVA 

LLIT^ y ir.IljJlY aislaron del Allium sativum, la allicir.a de acción 

sobre bacterias Gram positivas y negativas.

Actualmente se han sintetizado algunos productos da propiedades 

análogas a ciertos antibióticos naturales, como así también son mu­

chas las sustancias aatíbactorifuias que se descubren» ~sto nos per­

mite decir cus en este terreno rosta mucho aun por hacer.



CAPITULO TI-] ROE RO

Proveo pociones oobro ¿ntibioticoternnia

171 espectro antibacteriano do un antibiótico circun»

da los tipos y especies do los microorganismos patógenos que son in­

hibidos y amortiguados por la droga. Hay indudablemente muchos ugon- 

tes antibacterinnos que pueden inhibir todo tipo de bactcriag osto 

haría pensar en un bactericida universal, pero desafortunadamente, 

para que una droga llegue a poseer tal poder, tendría que aplicarse 

en concentraciones ton grandes, que resultan tóxicas no solo para las 

bacterias sino también para I03 tejidos udoi-du ellas viven.

Cuando co habla de un espectro antibactérico, co da a entender la 

variedad de bacteria :^:ortigxr.ida o inhibida por un antibiótico espe­

cífico o una droga concentrada que r.o daLn los tejidos. Los antibió­

ticos son colectivos un fu acción y esta selectividad por suorto co 

cuporjoño en alguna extensión.

Un estudio comparativo de la acción inhibitoria de varios antibió­

ticos sobro bacterias aisladas ha sido hecho por r\hb.L y IXVX’JT. 

A \urtir do 225 cultivos faríngeos* logrados do 163 yaolcntoo con 

enfermedadoo respiratorias* obtuvieron 5G» cultivos alelados. Entoo 

fueron expuestos a la acción inhibitoria ( in vltro) de la bacltra- 

cina* penicilina* estreptomicina* nurconicina y clorjfiícctina.

El procedimiento b acteriológico no¿p4Ído por ELIG/S y '"7 fue

ol siguientes se usaron hisopos socos octarilcs para raspar las re­

giones do las amígdalas en ambos lados do la faringe* re coloaaron 

en 5 cc. do caldo nutilí-nto quo contenía C,1 E« do glucooa y so incu­

baron a 37*5 °c durante 6 a 8 horno. Ucordo 0,2 cc. del caldo co hi­

cieron subcultivos a tubos con caldo de ensayo do antibiótico en loo 

que ol volumen final, con al agregado de tod.oo los reactivos, era do 

10 co. • Las solucicnoB rospoctlvas de antibióticos co prepararon pre- 

viamento y se mantuvieron a - 50 °C* do nodo cuo un cc. descongelado 

y agregado al tubo de cultivo daba la concentración final estableci­

da. /A mismo tiempo se hicieron estrías en una placa de ognr sangro.
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Loe tubos y las plnoao o o incubaran o 37*0 °C y se observaron a 
las 8 y 20 horas.

hicieron extendidos do colonias oobro la placa* y do loo tubos 

que mostraban crecimiento. Cuando bo nocesitaban subcultivos para i- 
t 

dentlficur con mny°r exactitud los organinmoo* ee hacían los repiques 

en medios diferenciales; os decir, Ion bacilo» Gran nugativoa so trans­

firieron añedios azuc irados apropiados para su identificación.

’bi los estudios do inhibición* los tubos que contenían loo organis­

mos suspendidos en la soluciones do los distintos antibióticos* fue­

ron examinados a intervalos do 6 a 8 horas, y de 2 b a 24 horas des­

pués do inoculados.

yunque algún organiumo ora inhibido totalmente en las primeras 6 a 

3 horas se notó a veci?s que esta inhibición ora vencida y el creci­

miento ce evidenciaba notamente a las 20-24 horas. La inhibición co 

informaba como temporaria. Ge notó también inhibición parcial en la 

cual* a pecar de no notarse ero cimiento a las ó a 8 har¿;s, ce apro-
s

ciaba un crecimiento pobre a las 20-2-4 horas. Cuando evidenciaba 

inhibición parcial o temporaria, les organismos se identificaban por 

extendidos tenidos; en estos informen, todos los organismos que no 

fueron totalmente inhibidos en ambos- períodos de observación, so in­

fernaron corno no reactores respecto del pjitibiótico específico utili-

x .LX y arribaron, luego de clasificar y estimar la fre­

cuencia con que los organismos obtenidos de cultivos faríngeos apare­

cían en sus experiencias* a las siguientes conclusiones: 

los organismos mas cor¿umonte encontrados eran: estreptococos* 81 /, 

estafilococos, 71/ ; catarralis* 49/ y neumococos, 2u/.

Las variedades hemolíticas do estreptococos se presentaban con una 

frecuencia de 17/ y estafilococo hcnolíticos, La alta frecuencia

¿el fruteus vulgario (13/) y bacilo ecliforme (4/) puede explicarse 

por el hecho de que muchos pacientes habírui sido tratados prsviamon- 

te con penicilina o bacitracina o combinaciones do estas, las cuales 

inhibían la flora habitual y daban por resultado un crecimiento do 
organismos Gran negativos no sujetos a inhibición por estoo antibió­

ticos.



En loa estudios de la acción inhibitoria de penicilina! bacitvaoina 
y estreptomicina contra 564 cultivos aislados ( Tabla 1) oo notó que 

habla considerable superposición de la actividad do los tros antibió­

ticos, dado que un 54 eran igualmente sensibles a penicilina, baci- 

traoina y cstroptanicinn. Penicilina y bacitraoina co parecían mucho 

en cu actividad inhibitoria: eran if^xalnonto efectivas en un 61£ do 

los erguimos cultivados; sin embargo, anda uno puedo ser efectivo 

donde el otro no lo en ( penicilina, 11,5'í y bacitraoina, 11^).

A veces solo un antibiótico en eficaz (penicilina, 0,4^; bucitraci- 

na, 1?- y estreptomicina, 5 I), lo cual indica el valor de los cultivos 

y tests inhibitorios en pacientes que no respondón a trutaniontoo con 

algunos antibióticos.

Kuovamente, en actos estudios se demostró que la estroptouicina era 

oxtraordinnriamonto potente, y se debía sin duda a los muchos culti­

vos do post tratamientos en los que los organismos Gran negativos a- 

parcclan por primera voz después do la terapia con aerosoles a base
z

de penicilina o bacitracina, simples o co/ibinadas.

La Tabla 1 no sólo indica sino quo identifica ol número do organis­

mos inhibidos por cada antibiótico comparado con cada uno da los otros 

agentes. Particularmente digna de atención ora la actividad do la cs- 

troptcmicina contra estafilococos hemolíticos que no respondían ni a 

penicilina ni a bacitracimu Esto es de importancia porque coto orga­

nismo sa encuentra frecuentemente en infeccionas crónicas rino-respi- 

ratoriaz y ordinarinnento es difícil de extirpar. Esto recalca nueva­

mente la necesidad do realizar tests inhibitorios. La mera identifi­

cación del organismo como un estafilococo hubiera indicado el uso de 

penicilina o bacitraoina, poro ninguna de estas drogas mostraba acti­

vidad contra los 4 estafilococos hemolíticos que fueron cultivados.

En agudo oontraste ni penicilina ni bacitracina mostraban ninguna 

actividad contra los organismos Gran negativos.

Le interés especial ora el grupo de 13 organismos (3,2?) no inhibido 

por penicilina, bacitracina o estreptomicina indicando una posible ex­

plicación do la falla do la terapia así cono la necesidad de otroo an­

tibióticos.

Cono oe revela en la Tabla 1 , la mayoría de estos or¿qsnisnoo (10) 

estaban en el grupo Gran negativo poniéndose de manifiesto la falla de



•/

ootrsptomicina, a indicando la necesidad do otro antibiótico para 

coto grupo. Tro b aislados de neumococos, dos estafilococos liemoll- 
ticoB y un estreptococo alfa•homolítico también aparecen en este gru­

po resistente, explicando algunas fallas clínicas y los peligros impli­

cados a nonos que ce encuentren antibióticos nuovoé y efectivos pues 

pudieran extenderse ra's estos microorganicmjb.

In la realización de estos tests inhibitorios, los organismos se 

se expusieron a unr» concentración do unu unidad de penicilina o 10 mi- 

crogramos de los otro3 antibióticos.

En series menores (164 aislados decultivoo) fue posible comparar la 

acción inhibitoria de aureomiciña y doranfcnicol, aní cono la da peni­

cilina, bacitracina y estreptomicina» La Tabla 2 revela que, de los 

nuevos antibióticos, baoitrncina (82; ) y aurcomicinu (CO/) son alta­

mente efectivos. £1 clor?unfcnicol era da pobre reacción (37/) compara­

do con cualquiera da antes o con estreptomicina (72/) c penicilina (73/ )<
z

lío so observaron organiFraos que fueran inhibidos solamente por el 

clormfoniaol. Todos los otros antibióticos Mostraban alguna acción 

inhibitoria exclusiva, indicando utilidad especial.

3c encontraron tros organismos insensibles a cualquiera de los 5 «an­

tibiótico? estudiados (2 cjspns de E. vulgatis y 1 Hicrococcus totrá- 

gonuo )• /Libia por lo tanto una reducción de no reactores desde 3,2/ a 

1,0/ por ©1 agregado de cure omi ciña y clor^ifenicol (comparar con Ta­

bla 1). Era ?:uy satisfactorio comprobar quu no había neumococos, es- 

trcptocococ ni estafilococos enaste residuo cuondo se usaban todos es­

tos antibióticos»

Con todo esto se demostró la necesidad de hacer en el laboratorio 

prueban de inhibición para encontrar una antibióticotorapia adecuada.

Algunas ci-pas de bacterias dentro de espacies norxalswnto censiblco 

parecen adquirir rccietencia frente a un antibiótico particular, por 

lo tanto el conocimiento de la acción de vrdeterminado antibiótico 

permito ul módico escoger otro o unu combinación que produzca un re­

sultado favorable. Sin embargo, la elección dol antibiótico o do la 

combinación da antibióticos corrocta, debe determinarse por verdaderos 

ensayos de laboratorio que puedan identificar al microorganismo cau­

sante y determinar su sensibilidad a los antibióticos»
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1>* Blat^nc In^d <iri txhhvl^a 1jlJLo> _mit 1-blAtlcas i

Un factor nao bl^n da confusión en la nntibiótlcotorapln 

ha sido la observación do la maintunela rápida y creciente de alertar 

cepas de bacterias para loa antibióticos prime réntente conociduíci ante 

ce he* visto especialmente en ln rcnlotencia del edafllocoai) n lu pe­

nicilina* observado en loo últimos uhonj cotu fenómeno ha nido seaK- 

lado par mchoo investí*adores* cono E‘7 7- y '.Vfy an­

tro otro?. Como una ncHida de cota resistencia 1‘IJXowU'* fithLL y >.XZ- 

g»x .parodo 1¿ ^en>¿ioHid«xd «Tríela la ponía 11 ®i*í* do numerosas 

cepao de ootafilococoa coparadoa o aislados en periodos sucesivos en 

los últimos a^on* 'n ol sigulcnt e gr i * * loo los datos son separados en 

tren morlódon :

1 / Cepas aleladas antea do 12 ^5.

2/ Cepas aisladas durante 10‘G - l>-7.

3) Cepas obtenidas entre el 1 de enaro du 1243 y noviembre do 19 «□. 

El porcentaje acumulativo dol total do cepaa r^sistor.tss a doaia cre­

cientes de penicilina son comparsas.

La dife renda de san sibil id od con el transcurso del ti trapo* es fá­

cilmente observable *m el gráfico.
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T'ÍTUIKKY, JLiKJJíKUZ y TI3*G han tabulado obocrvacioneo nimilariB entre 

loo añoo 1947-1951 quo oa pueden obnerver en el cuadro olguientot

TviLA 3

In arman to de la renistcncía n la penicilina dol

^nV.rilocoG?- c u.r_eo - .•gonf.ularH-ponitiv«9.»_

¿Tiü iMÁjjy_±2_osiuia Poraontu.1v de re^intonola
19*7-43 ais 17»8
l?4o »'C'l 29,1

XC5.-T511 • 43,5
1951^ fj ¿ «J 43,0

1) : “’inco de 1952 y cnoi*o de 1951.
2) ; Julio- agesto- setiembre de 1951.

Los valoras sugieren que este proceso debe Llegar luego a una doten- 
ciórf pero como los casos vienen por tratamiento solamente, puede es­
peraras que la ¿sitad, por lo menos, respondan a un tratamiento por la 
penicilina»

PVLA/7ÍI presenta los siguientes datos de resistencia a la penicili­

na observados en sus experiencias, que se aprecian on el siguiente 

cuadro:
F AX X /*

7crr-s,rA?' anual puesrivo de la re sin,térsela del

rstafilecocD a In panleilína
,’ ~ 0 ?• ú";ar-o de en 11ivoa "orcentaje de r.en&ibilid?Ád

1217 rxT? r* £j w 31
* 4 AX * 196 78
T ~ * r- X J ■- o* r: .*2 *> 

>J Z O 62

19 5 J ( 5 al 12) ICO 67

LÁVILJGü encontró en 1949» que los niveles de poniuilina on san­

gro debían sor quince vecas nao altos, qu© en 1946» para inhibir ol 

crecimiento de 61," do un cooo Grao positivo encontrado en exudados 
nasales» Los resultados ce aprecian en el cuadre siguiente:
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m * 0

Cultivos de pun do nnris en .cabob do sinuRitln supurativa eró 

. nlca_o. JZlaayG- de.^ar pan-rn» tn.h^jion.jpcnlci.UnA

^ijOAt<2 VjISLJno re-opto do lf\teinnoin a la ponicilinn.

AdO húrnuro do cultivos -
Cosos Grúa positivos inhibidos

por O»2 U./co d< penicilina.

10 <5 lü 8C^

1946 AA '1 «••» r*W »-.t i

19 17 33 60^

1043 46

19-9 48 12JÍ
-A

¿cí TJíirJcto a las infecciones cstufllocócicas en general la 

utildad du 1- oucitr cin ^. oonu antibiótico efectivo on de especial con» 

vtítiitncia*  21 rápido incrvne to en el desarrollo de 1: resistencia de 

varias cepas bacterianas os^acialriuito gonococos y canlngococon hacia 
1 'í í ■ ** S fj’”' í ír f\ ;}t» O P Í'■"’ ')►•» <*  i * í f --Y *•/- .tj_ TTTT* r<"**7  V T*  •

Adeiñoj estos ciemos au toreo lu*  inforrado el aislamiento de 

variantes de licnii^ococos no sol atiente recdotcntcs a la estreptomicina 

sino capaces de desarrollarse en fu presencia»

.\ac;itBÍton p^r.i antibióticotc?v:ipi . a^acu-.^r;

x-1 advenimiento do los mas nuovos amentos qui- 

niotorapices y do antibióticos han provocado un profundo cambio on el 

concepto do los tratanisritos ds las iv‘foocioncs#

'* '.ion tras la medicina moderna on genoral ha mostrado»' una tendencia 

hacia un tipo de medicación más especifica» la aparición do un nuevo gru­

po de rentos terapéuticos mas nuevos» como loo antibióticos por ejemplo» 

siempre provoca la tentación <1; un usa exagerado#

Cierto es» que -¿uach^s onfemadados son ciumpro acomp&2kulao por sin» 

tomos reconocidos» y una medicación adocuada puedo indicarse inmediata- 
t

rento en base a esos cinto~asj usl» muchas infeccionen l^vns y agudas 

sin co 'aplicaciones» responden prontamente a una administración empírica 

da antibióticos de uso general• 2or otra parte» cuando cc encuentra con 

una infección do ericen bacteriano incierto» ol clínico puede tratar de 

deducir el agente cvurnl por loe síntomas clínicos y administrar el an­

tibiótico efectivo contra la mayoría de las aopsn do este organismo»



*
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Late procedimiento no ob gloopre ofoatlvo por lno oauoao sicuiontesi

1-)  Luchas infoccionus son causadas por unu variedad do microorganismo® 

con susceptibilidad quimiotorúpiaao muy diferentos»

2*) Aun cuando las cope oíos dol agente caucante pueden conocerse» copas 

individuales dentro do unu ospocio oimplo» pueden mostrar variacio­

nes notables o ii;proviotau on ou susceptibilidad para algún antibió­

tico»

3-) La susceptibilidad cambia constantemente»

l^udo que cada problema do población bacterial co hotoroge- 

nea» la exposición a un solo antibiótico puoc'o dar por resultado la inhi 

bidón del organismo nao susceptible y la supervivencia do las nutacio­

nes uaa resistentes contra las cuales ol antibiótico es ineficaz^'I
El uso adecuado dol antibiótico roquioro una pila bacte­

riológica» Ln muchas ocasiones» LLLLLLY ha recalcado la importancia de 

la cooperación entra el clínico y el laboratorio para el control do in­

feccionas quirúrgicas»

Una editorial do J»A»11»A» del 1 do diciembre de 1951 su­

giero quo ol nóxino de eficacia en la antibióticoterapia puedo obtenor- 

so solamente por la determinación rutinaria in vitro do la sensibilidad 

de un organismo causante con un antibiótico asequible» SPLULDXLG Y ZII- 

¿XZFíSvU evaluaron el notado del disco para la determinación de la suscep­

tibilidad do microorganismos para loo antibióticos» a fin do seleccionar 

la droga mus efectiva para el tratamiento de ciertos tipos de infeccio­

nes» Ellos han encontrado que siempre que el organismo caucante haya si­

do aislado los resultados obtenidos por ol método dol disco do corres­

ponden con la experiencia clínica» El nótodo tiene un cierto margen do 

tolerancia» dado que los resultados observados (diámetro de la zona do 

inhibición) pueden depender de:

1- ) El tamaño dol inóculo»

2- ) Período de incubación

3- ) Elección de la inhibición total o parcial cono punto $inal»

4- ) Variaciones en el medio»

5^) Difusibilidad dol antibiótico»

6-) La concentración de la droga en ol dioco»



La correlación cuantitativa entro ol ensayo in vitro y ol docago 

requerido in vivo no os do valor fundamental» dado que lo que roalmenr 

te importa 03 la nsturaloza y gravedad do la infección.

Cu Xuvor valor parece reoldir on la indicación da que el organismo 

aislado es o no eensiblo al antibiótico. Cono rogla general» aquelloo 

que no muestran ninguna sana en el ensayo» os probable quo no respon- 

dan clinicomento a aquel antibiótico.

Las bacterias gao son ligera..onto surjeoptibies» requieren» o gran­

des dosis de un solo antibiótico o dooio moderadas de dos o mas drogas 

en combinación» si oca ligera susceptibilidad vale tuiíbiénn para otros 

antibióticos. Taroce mus aconsejable adniniotrar una combinación de dro 

gao levemente inhibitorias on dosis moderadas» quo increpentardía adni- 

nistruciui: de una sola de ellas; esto es buso en la observación do que 

dos antibióticos quo son solamente bacterioatúticoB» cuando se presen- 

tan solos» pueden t¿nar actividad bactericida cuando so hallan combina­

dos» de acuerdo a los trabajos do JZLLT3» GülSHSüU Y CÓULWJ*

Una de las mayores venjtajoa de los ensayos de sensibilidad» os su 

aplicación en el tratamiento da las infecciones que vuelven dospuóo do 

una mejoría clínica definida.

7n mucha*  casos» el agente causante es susceptible, al antibiótico 

empleado y desaparece» pero es reemplazado por un tipo diferente y re­

sisten to que puede producir cambios en ol carácter do la infección. 

Lesulta obvio así» que el ensayo de susceptibilidad es útil como una 

guía en las pruebas iniciales y cono seguridad durante ol tratamiento.

Una comparación de los varios rió todos de determinación de sensibi< 

lidad da las bacterias para con los antibióticos in vitro¿ ha sido in­

formado por JAC2S0L Y yiULALD. Como es da suponer» ocuren discrepan­

cias entre el ensayo con discos y la subsiguiente respuesta clínica.

duchos factores en el paaiente» tal cono la velocidad do absor­

ción» difusión y excreción pueden intervenid disminuyendo o aumentando 

la efectividad in vivo. Ha habido cacos en que a pesar do quo solamen­

te se aislaron baotorios susceptibles no hubo mejoría» a pesar do usar­

se ol antibiótico inhibidor in vitroj los factores responsables do tal 

cosa» pueron ser los siguienteo:
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1») Que ol orgoniaio causante) no hoya oído aislado.

2- J qxo lito doois hayan oído inadecuadas.

3- ) Quo lu^ynn aparecido copas bacterianas rooistontes.

4- ) Que la flora bacteriana original haya sido roenplazada por otra nao

resistente.

5- ) Quo un ii.<pudimei¿tQ me cónico o anatómico limite ol acuoso do la dro­

ga al sitio do infección.

/k estas conclusiones arribaron 3?AULML’G Y ZMX2BS01T#

Co debo admitir que loo nicroorgunicmos no san ordina­

riamente destruidos in vivo por drogas bacteriostuticas. L1 rol de talos 

drogas en la curación» es de inhibir ol crecimiento y aumentar así la
«

eficacia de la fagocitosis y otx'os mee «nia .oz de defensa ael organismo.
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CAPITULO CUARTO

nietoria de 1» becitraolna

La baoltraelna Aift descubierta por la «eflorlta BAL3XHA A» J0JHJ30H 

en ol laboratorio do invoetigaolonee bacteriológicas del dopartisaent* 

do cirugía do la Ukiiveraldad do Coluabia» en Junio do 10<3» Mientras 

realisaba estudios sobre prevención do infeooionoo on heridas acalden- 

talos graves» bajo la dirección del Br* 7BAKCXS L* habla

pensado» que en el conjunto de la flora bacteriana de esas heridas» se­

rla posible demostrar cierto sinergismo a antagonismo bacterial* Asi 

puedo demostrarse cierta acción reolproca entro bacterias sobro placas 

do agar-sangre»,cuando colonias de dos especies diferentes estfin en 

yuxtaposición*

El organismo que produce baaitracina es un bacilo Gram positivo 

aeróbico» productor de esporas» que so extrajo del tejido eliminado en 

una f rao tura expuesta do la tibia do una niña do olote años llamada 

EakGáRITa TRAGY» y os por ello precisamente que ol antibiótico se de- 

nominó baoitracina*

Es un miembro dol grupo Baclllus subtille y mas tardo so lo clasi­

ficó con mayor exactitud como la variante Baclllus lidhenifonals» ob­

servándose quo el filtrado do un cultiva do este organismo tiene un es­

pectro antibacterial extenso* luego» solicitóse al Profesor HAHS CLAR­

EE» do la o&tedra de bioquímica del Colegio do módicos y Cirujanos» quo 

colaborara en un estudio mas amplio do este antibiótico» y ol asignó 

al nr* KEH3ERT AEKEH la tarea do concentrar y purificar ol principio 

activos en breve plaso» so produjeron soluciones clon voces mas concen­

tradas* Esto produoto ora ofcativo para combatir infecciones» tanta en 

animales paqueaos como en ol hambre sin mostrar signos de toxicidad*

El primor caso humano fuó tratado el 11 do Octubre de 1943 por in­

yección del filtrado crudo on el centro de un forúnculo do la naris» 

produciéndose una pronta roeoluoión de la infeoolón» y el primer infor- 

«• jublloado «obro #1 uao clínico do la baoitraoina aparcoló» en Octu­

bre de 19<S» por loo Sroo« JOHMSOW, AMKEH Y tmTr.wny_
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Di onsro do 1948 ocmensó la producción de baoitraoina*  intarestndose 

pacho en alia al ejóroito do loa Datados Unidos.

tai*  ao hiolsron oouwnioo sen unidadse ollnicas da Sueva York*  Pl-
f *

ladelfia*  Burra Orleans*  Clncinattl» San Antonio*  Boohestar» Minne-
» 

anota*  Charlotteo'ville y BaltInore*  para lograr una vaíoraoión ollni- 

•a de la baaitraalna*  Al mismo tiempo agregSeo la ayuda de gran número/
de fabricantes faxnaoeátiaos son experiencia on antibióticos para de-

t <9

sarrollar nitodos do produooión en grao escala*  de nodo do poner lo
a o

1 

ñas pronto posible*  cantidades suficientes de buen notarial para in­

oran anta r la inveetigaolón cobro oí piano.

Cono hemos dicho*  ol primer pacienta fuÓ tratado en Octubre do 1043, 

y la investigación olínioa progresó entonces rápidamente.

Di marzo do 1947*  loe clan primeros casos tratados localnente con 

baoitraoina constaron en informes de EElEIiEY Y JOiíSGE. Asi fuó posi­

ble que loo laboratorios de investigación industrial y 1a Administra*  

ción do Alimentos y Drogas reunieran en Enero de 1943*  loe eximeneo y 

ensayos de baoitraoina*  Especificaciones de pruebas respecto a poten- 

ola*  estabilidad*  solubilidad*  toxicidad*  afecto activante» deprimente 

y pirogénicas fueron aprobadas) por ejemplo» una potencia do 30 unida­

des por mg*|  una solubilidad de 10*000  unidades por co*|  para la esta­

bilidad del polvo llofilisado» un aüo a temperatura ambiental para to- 

xicidad intravenosa» una dosis letal cero (jz>a) de 100 unidades para
♦ i»

%

un ratón de 20 gs. y una dosis letal cincuenta (SLgo) do 200 unidades» 

En Enero de 1948» se dispuso do la primera baoitraoina produoida
«

por el mitodo en profundidad»
*

El 8 de Harto de 1948» so realitó en ol Hospital Presbiteriano de 

Huera Tork» lugar do nsoialento del antibiótico» la primera reunión de-
I

dioada exclusivamente a la discusión sobre la bacitrnoina» asistiendo 

a ella representantes do diversas unidades ollnicas» Esta reunión fuó 

un aooniooiniento histórico en ol progreso del desarrollo de la baoi- 

tracina marcando la necesidad,del estudio do este nuevo antibiótico»
t *

desdo ol laboratorio hasta la fase clínica de su evoluoiÓn y denos- 

trando alármente que la bacitracina era efectiva en el tratamiento 

de las infecciones humanas»
El Pr» HAE8 CLAKK del departamento de quintos del Colegio de Me­

dióos y Cirujanos» describió estudios sobro estuación y purificación.



loa Parea» L»0»C8AXG» G»T», BARHT y «T»D» OREOÜKT» d*l  Instituto Rocho» 
fallar para la Xnveotigaoión Módica» informaran cobra loa constitu­

yan tas químicos del antibiótico»

XI Dr» HARKt XAGUI del laboratorio da Terapéutica Experimental do 

la Xacuela do Higiene JHOX H0RCXX8» presentó eatudloa experiméntalo*  

sobre la eficiencia terapéutica do la baoitraoina en casos do sífilis 

humana y en el conejo»

BALBXHA A» JOHHSOT» 01 Br. HEI3KEH y la 8rta» M» 80ÜDT del Labora­
torio*  paró Investigación Bacteriológica del Departamento do Cirugía 

del Colegio de Módicos y Cirujanos» bosquejaron estudios sobre toxici­

dad letal sn ratones Hedíante inyecciones subcutáneas repetidas» El 

Br» JOHB LOCO del Departamento do Oftalmología» describió su trabajo 

con infeccionas experimentales en'la c&gara anterior del ojo» en cone­

jos.

Los Bree» J»L» MXZ1EH y lí» SLAEíIH y Srta» JOffi.SüJT del Dopartamon• • « 
te do Dermatología y torugiÓ» describieron estudios de la baoitraoina 

en infecciones piógenae de la piel»

El Br» i» BHlTJnc dal Departamento de Oftalmología» informó sobre 

los resultados olinioos da la baoitraoina en aplicaciones locales en 

infecciones de los ojos» El Dr. 7» HELOSE informó brevemente sobre 

200 casos do infoooiones quir&rgloas tratadao localsienta con baoitra­

oina por inyooción de la solución en las infecciones profundas» y la 

aplicación de ungüento o soluoión en las infeooionos superficiales! 

describieron las experiencias clínicas loa Dren» AL7HED LOLOACHH» de f 
la Universidad del,Estado de Louisiana» H» ZZETEL de la Vhiversidad 

do Densylvania» B» HICHOLS, de la Clínica Mayo y E» BULASE! del Hos­

pital General BB00K8 de San Antonio» Todos ellos coincidieron en quo 

la bacitracina ora oficas en una variedad grande de infecciones y que 

su efectividad aumenta en rasón diré ota a su concentración»

Los inhibidores do la acoión de la bacitracina con escasos y las 

reacoiones tóxicas secundarias con dosis clínicas efectivas son leve»» 

La albuminuria que apareo» en paolentes con dosis clínicamente efootl- » 
vas es transitoria» salvo en caeos 'excepcionales» Las manifestaqloncs 

alérgicas son mínimas y el desarrollo do la resistencia de la baote-, 

ria a la droga os muy bajo, finalmente» se ha evidenciado una acción 

sinÓrgioa do baoitraoina con penicilina»



n.« 
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Al analiear la Historia de la Bdoitraoina» so deba señalar la la» 

bor del ¿r. UE1KHEY» quien encabe cando un grupo do investigado»
* f

reo doaoatrft Mediante sus trabajos» la efiolenoia de la baoitraoina 

oocu> antibiótico do priaera lineé y la inpuoo en al eaatpo nódioo» y 
la baoitraoina figura oamo antibiótico certificado en ol nota 

de Alimentos» Drogas y coontticos» en Junio da 1949 en loo Estados 

Unidos*
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CAPITOW r U IL TO

La baoitraoina ob producida por un cárnea Gran positivo, un ba­
cilo aerobio, psrtcneciento ni grupo Hncilluo liahenifomio.

Mientras quo la literatura original co refiera al bacilo cono

un miembro dol grupo cubtilio, el Lr. iCn&Tíl'H LU2GX)líf do la Univorol- 

dad Eoylor, estudió las características culturales de este orcaniemo 

y posteriormente lo clasificó cono variedad llchonifonnis. Esat cla­

sificación fuó confirmada náa tarde por V. Ha ix - 115*  > dal departamento 

do Agricultura do los notados Unidos.

21 priroipio activo as segregado en cualquier medio donde crez­

ca el orgunicao, poro la cantidad do antibiótico producido, depende 

do la composición de ase medio, de las condiciones del inóculo y de las 

circunstancias do incubación.

El organismo forma una gruesa película cobra la superficie del 

medio de cultivo, pero muy poco principio activo puede obtenerse de la 

masa bacteriana; este ce encuentra en el filtrado o en el medio decan*  

todo, resultante del pasaje a travos de un filtro bacterial.

AinsRi remisos, G0Lxa^mfy prepararon ol siguiente na­

die sintético pura el cultivo en superficie:

El plí dol medio se ajusta a G»8-7»ü con KaOH y se esteriliza en auto­
clave a una atmósfera de presión durante 20 minuto».

e¿l«
/jOldO l-glut&ilico 5,0

* 0,5

k¿h?o4 0,5

4*230 4.7 1í*jO 0,2
VJ1304. 4 HgO 0,01

L’aCl 0,01
i’eS04. 7 H^O 0,01
CuSü^. 7 Hgü 0,01

Ca(fÜ4H2)2 2 mi. de solución oatura­
da en agua destilada,

Loo inóculos pueden ser de tres tipos: 

1-) Cultivo de 3 días en ouporficie do ugar triptona.



S*)  Cultivo do 3 días en caldo do triptona al l;í» X-'c>

3-) Suspensión do ocporoe.

Loa cultivos son incubados a 30°C durante 3 a 5 días.

El antibiótico se extrae por dlvornos métodos, del líquido compa­

rado por decantación del medio de cultivo, al que se filtra por ouper 

cdl» La producción por cultivo superficial en medio sintético sin mo­

vimiento, da títulos bajos como para permitir su industrialización.

Hado que el crecimiento de los organismos es rápido y cu actividad^ 

grande, cuando so lo aerea vigorosamente en cultivos en profundidad, 
y 

se hicieron tentativas do producción con esto tipo de cultivos, las 

primeras da las cuales fracasaron, pero actualmente se obtienen cal­

dos crudos ricos en bacitracina. Esto ha llevado a induntrialicar ce­

ta método de obtención.

Las condiciono o general© s y exigencias nutricias que s© deben 

considerar para la obtención de bacitracina por cultivo en profundidad 

fueron estudiadas por IUV1D IDIHXLXH.

Condiciones nénerales

Hedió; HZiniLIN ha utilizado una modificación del medio primitivo de 
JOHUStíE, GÜiaaiSSG y IÍ3LL2SY, que eo la dcuiontos

^oido 1-glutírxico 10,0
Glucosa 5,0
Acido cítrico 1,0
K2IIPO4 0,5 €•
¿SlnPOd O»5

lígSO4»7 Hs0 0,2
En304»4 0,01 £•
FeSO4»7 H20 0,01 g»
Agua destilada 1000,0 co»

El pH dol medio (omitiendo la glucosa) so ajusta a 6»8-7»O con hi- 

dróxido do sodio» esterilizándose luego en autoclavo durante 20 minu­

tos» a una atmósfera do presión (10 libras )•

lina vez efectuada la esterilización» so agrega asépticamente la 

glucosa en solución al 20 >5 previamente esterilizada»

Se procede en esta forma debido a que si se esteriliza en autocla­

ve» la glucosa en presencia da fosfatos» se produce una caramel!zación 

excesiva» lo cual es tóxico para el crecimiento del germen» y como



o • 
ooncecucnoia de ello ee produoon títulos bajos en baoitraoina.

Todo ol material do vidrio utilizado so lavó oon solución ¿oida 
de dioroiaato de potasio y se enjuagó oon agua destilada.

Inóculoi Los cultivos usados por IE2JLLIN en la preparación dol inó- 

culof fueron nantonidoa on un medio de agar nutriente Difaoj sembra­

dos oblicuamente fuoron incubados durante £4-43 horas y almacenados 

on heladera hasta cu uso.

Cada frasco de cultivo so inoculó con un mililitro do una cuspen- 

ción do eeporos» obtenida de un cultivo en c&ar inclinado» que canto- 
a

nía aproximadamente 500 x 10 esporoo por mililitro.

Incubación; Los recipientes inoculados oe incubaron a 28°C y se agita­

ron con una máquina quo producía un movimiento rotatorio de 200 revo­

luciones por minuto.

rotor,ninaci.one.qt L*1 título de bacitracina co determinó por un proce­
dimiento propio. Las células principales fueron deteminodas turbi- 

dimétricamente.

La glucosa se determinó por una modificación del método de 2020- 

GSI.

El pH fuó determinado potenoiomótricamentc.

En el trabajo ce hicieron varias experiencias» variando lao condi­

ciones ambientales.*
El curso de la fermentación para la producción de bacitracina» pue­

de apreciarse en el gráfico ¿lo. 1.

21 desarrollo comienza entre el primero y el so£pindo día» alcan­

zando un máximo en ol tercero» y luego en el cuarto día» decrece has­

ta aproximadamente la mitad del máximo.

Los títulos mas altos fueron obtenidos en el tercero o cuarto día 

do fermentación» apreciándose decpuós dol quinto día un decrecimiento 

en el título do bacitracina.

21 consumo do la glucosa es rápido una vez iniciado el desarrollo 

y ce completa en el torcer día de fermentación»

El pH del medio do cultivo baja a 6»0 con la rápida utilización 

dol ció cid o» y luego sube también rápidamente al agotarse la glucosa» 

hasta alcanzar un valor de 9»0 a 9»5 en el cuarto día.
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Oíd! amentaciÓn con nitrato: El Uoo do fosfatos on pronuncia do iones 

metálicos lleva a lu fomación de «aloe muy inoolubluo» haciendo quo 

dichón lonco o can inservibles para el organismo» la adición de Zioidoe 

orgánicos tales cono ol cítrico» lleva a la foraaaión de oomplujos 

coordinados solubles con loo iones metálicos» hadándolos útiles al 

microorganismo»

La adición do Acido cítrico al O»1 jí elimina la túrbidos: que se 

producá en el medio y permite una mejor reproducción dol gómén»

Los uniones netalicao cono complejos cítricos no son útiles para 

algunos nicroorganicmou» pero este no os ol caco del Baclllus míbtilis» 

puesto quo en presencia de nitrato no se produce en el ninguna defi* 

ciencia tío tilica»

u.aoiúnt. El efecto da aireación en la producción de baci- 

tracinu fufir estudiado por HBHXLHi variando las cantidades de wdio en 

frascos Erlexmiaysr de 250 oc» mantonióndo^© constantes las dauAn condi­

ciones» Los frascos se taponan con algodón y luego co esterilizan» o- 

brando así el algodón como filtro estéril del alto y al variar la con* 

tidad de nudio oo modifica la atmósfera aire que mediante la agita­

ción esta en contacto con el cultivo» s© víó así que frascos con 20» 

4o y co ni» do medio» mostraron crecimiento y producción do bacitraci­

na» más rápido que frascos con BO y ICO mi»

Ln lu tabla 1 mostrase el efecto de la aeroaoión sobro la produc­

ción de bacitracina»

2n dicha tabla y en las siguientes» los títulos de bacitracina es* 

tía exprecadps en unidades por mililitro» entendiéndose por unidad lu 

cantidad que diluida 1:1024 en un conjunto do dos series de dilúcio-
o *•nes do caldo de carne a 20 0 » inhiba completamente el crecimiento de 

una cepa de Bstroptococo h emolí tico grupo />» cuando el inócülo usado 
para sembrar loo tubos es 0»l c»c» de una dilución de 10*^ de un cul­

tivo de una noche en caldo cangro»

La técnica do trabajo para cota dotorminación está descripta 

en el capítulo VXI denominado Wyori do ^ncitrncina »
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Volfinnn • 
uí.

• Crecimiento 
r4¡r< i» 

dina

• Título do Bnoltraoinn
- unídudcñ/iil.
• dina

--------- 2”
días

• 2 3 4 - 2 3 4 2 3 4

00 . S50-. 840- 670 . 8,7- 22,2- 21,6 7,3-• 9,1-• 9,4

4j • 280* • 1140- 800 • 2,0- o—, ÍU— 24,2 6,0-► 8,5-• 9,2

60 . 174-> 1170- 800 - 2,0- 20,8- 26,0 6,0-• 8,2-• 9,1

80 ► 70-• 780- 1010 • 2,0- 13,4. 23,4 6,3-• 7,7-• 8,9

ICO > 4$«. 435- 1145 • 2,0- 10, s- 25,7 6,7-. 7,5-- 8,5

Las variaciones en vi volúnen dol r© dio afectaban solamon- 

to la velocidad de era el: liento y producción del antibiótico, pero no 

tenían efecto aprsciuble sobro el rendimiento náxiLíO do células y de 

bacitracina» 

Temperatura d/? incubación; Mientras quo los títulos máximos de baci­

tracina a 24°c> 28°C y 37°C en condicione© standard eran iguales, la 

r '.pides do producción de bacitracina variaba direo tomento oon la tem­

peratura do incubación»

Cono se indica en la Tabla 2*  los títulos Muimos oo obtuvieron a 

los 1*3  días» 3*4  días y 4*5  días a 37°8, 28°C y 24°C rospoctivraento» 

Temblón ce observó, que la perdida de título era nao rápida a 37°C 

que a £8°C> gsÍ por ejemplo, de una producción xaáxiiaa obtenida a 37°C 

en 12*24  horas, se observaba una pfirdidu dol 50$, nicntr¿-s que de una 

producción nazir^a obtenida a 23°C en un período de 24*48  horas, no ee 

observaba pórdida apreoiablo»»
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T A n I, A - 2 -

Temperatura Crecimiento - Titulo de bacitraclnji pH

Grados C nr7 1. 
iuuo

unidad je/nl. 
Dias Días

2 3 4 5 2 3 4 5 2 3 4 5
A i .

24 8- 05 -• 430 -• 700 2,0-> 2,0- 9,8-•20,0 - 6,4-6,2-7, a -0,5

23 108-Ü1Q -. 745 «• 385 2,0-• 9,G-21, 5-*22, 3 — 6,0-7,1 -9,1 -9,0-

37 950-'723 -• 525 ’• 330 19,0-a 9,0- 8,0-• 5,3 - 8,6 -9,4
( -9,6-9, 3—

Cuplé ■ontadán.con f*xa  toros do creciniento? Ilion trac quo el enrocado ele 

una mezcla da factores do crecimiento al medio do glutamato no tenía o- 

focto en condiciones standard sobro el rendimiento total de células o 

bacitradna» reducía en cambio la fase retardada en 24*48  horas»

La composición do la mésela de factores de crecimiento eo la dcuiontet

'Ingredientes rir/nl

Adsnina 10,0

Guanina 10,0

Uraoilo 10,0

Riboflavina 0,2

Acido pantotúnico 0,2

Tiaaina 0,2

Piridoxanina 0,4

Diotina 0,0002

Acido P-amino benzoico 0,04

Acido nicotlnico 0,2

Acido folleo 0,002

pH inicial dol mediot SI Baclllus subtillo no so desarrolla a un 

pH inferior a 4ts en condiciones comunes de trabajo» Ya a pH 5 so do*  

sarrolla pero muy limtiimunto» alcanzándoos el crecimiento máximo al 

séptimo día»
Temblón se observó que dentro de un rungo de pH 5» 4*8»  3-» la vo*

/

locidad de crooisiionto no varia» y en lo que roepoota a rendinionto, 

este es un 25% nayor a pE 7,4 y 8,3 quo a 6,8 6 esa al pH a quo ae 

estahiliea el cedió do cultivo al oonenznr la fomentación»



Todo «oto muoetra on la Tabla 3»*

__jr_A B A A , - 3 -

pli inioial dol medio y producción do bacitracina

P H
Concentración máxima 

de cululas 
C&Z 1

Actividad máxima 

unidades /mi»

4,5 • 0,0° - 0,0°

5,0 - 1020,0 - 4,aa

5,4 - 820,0 - 12,1

6»1 - 95C,ú - 19,7

6,5 - lCSu,U - 21,6

6,9 - 91U» 0 - 18,0

7,4 - 9 vú » a - 27,3

8,3 - 92u'»v - 27,9

a) Lue<;o de Incubar durante 7 días

"Los otros datos fueron obtenidos on el torear día do incubación*

Ha míeripienten nin^r^let* „

El radio ointótioo de /JOly colaboradores contenía saleo de cal­

cio, cobre» hierro» mgnesio, manganeso, sodio y potasio» Otras prao- 

bas de ensayo mostraron quo calcio y cobro eran innoesarios para el 

crecimiento y producción de bacitracina) nas aún» se demostró que loa 

iones calcio y cobre ai bien no afectaban el crecimiento dol microorga­

nismo, disminuían sensiblemente los títulos de bacitracina» Por lo tan­

to estas calos no ce incluyen en muchos medios de cultivo»;

Ln la Tabla 4» so muestra la Influencia de los iones fosfato» sodio 

y potasio sobro la producción de bacitracina» *•
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Influencia da loe Iones ffocfato, Sodio y rotado sobro la producción 

do Bacitracina

Con cent rae lin­

de focfato(l)- 

ng/nl

• SaI de litan lo Sal de f?OdlO

• llixina concentra 
olón celular 

ng/ 1

Actividad 
n¿xixia 
unid/nl.

Kaxim conc un 
tracien calille 

na/ 1

Actividad 
►r náxina 

unid/nl.

0,0(2) •• 0,0 2,0 • 0,0 txoEOtj de 2,0

0,1 • 14j,0 d,u • 7«J,0 • - • 2,0

0,5 ► 8u0,0 • l'Ji'O • 160,0 •• ° «2,0

1,0 • 7u /1u w 19,0 -• 160,u • a « 2,0

1,5 • 820,0 23,0 • 180,0 •• « « 2,0

2,0 • CoO,O 22,9 • 2xzU,0 •► " « 2,0

4,0 • 730,0 16,1 • 13u,ü «• « ■ 2,0

8,0 * 8 0 c , o — 16,1 • 130,u • " • 2,0

10,0 • 800,0 — 18,1 » 2<s«j,0 •• • ■ 2,0

20,0 ■ 7:.ü,U 18,9 • 200,0 ■ • ” 2,0

2*0(2)  -► 000,0 21,0 • 850, C > 22,2

(1) -Eczola do fozifatoa nono y dibósico a plí 7>O

(2) -KCl acroGQdo ( 1,0 nc/ríl)

IEXLLHJ llegó a ln conclunlón do cue lu adición de clora­

re de sodio ora innecesaria dado que el hidroxido de eodion abrogado 

para estabilizar el plí, preveía el ion sodio en cantidad suficiente»

El oloro no parece sor importante para la producción do 

bacitracina» En cambio el ion fosfato os fundamental; esto ce debo n- 

Cregar como oal dipotuaica pues si ce lo hace cccno disódioa disminuyo 

mucho el rendimiento, lo que evidencia que ol ion potasio es esencial 

para el crecimiento dol Baclllus cubtilio» 

Magnesio? El magnesio üb también un elemento esencial pura ol creci­

miento del Baoillus cubtilic, aunque debe señalarse quo la proporción 

óptima conque so lo incorpora ál medio de cultivo» difiero si se trata 

dol crecimiento del bacilo o de la nativldad de la bacitracina producida 

ranearesot El manganeso se incorporó rocíentómente a la lista de lonco 

necesarios pora una producción cóximu do bacitracina» üi la Tabla 5 se 

pone on evidencia que no hay croolnlento significativo en ausencia de 



mangonea o* BXQüpto cuando están presantes magnesio y hierro en grandes 

concantracioneo.

w© observó que cantidades mínimas d*j mangoneeo tul como 0*01 mi­

cro grumo i-* produjo casi rnAxino croolmlonto de bacilo poro no baaltracl- 

na> en cambio oon concüntx'&oionea do 0*1-0, 5 se obtuvieron títulos n&- 

xlnos en bacitracina. (jue este efecto del manganeso no se debe a impu­

rezas en luo coleo dol reactivo usado* ce ha demostrado mediante la u- 

tili zación de manganeso electrolítico.

También co observó en experiencias posteriores* que el magnesio 

no reemplazaba al manganeso en su acción sobre el crecimiento cuando se 

lo agregaba en concentraciones tan altas como 200 mlcrogramos por mil 

litros* y ademio quo la propiedad promotora sobre el crociminnto del 

magnesio* no podía compensarse con 50 vacos la concentración óptima do 

manganaso.

Todo esto se puedo apreciar en lu Tabla 5«

Hierros So ha demostrado que el hierro es esencial quo so halle presen­

te en pequoaas cantidades para el crecimiento do varios mlcroorganirmoo.

En varios casos se observó quo el hierro agregado* si bien no a- 

festaba Bignificutivamento el crecimiento del organismo* mejoraba losA 
títulos de bacitracina en el medio óptimo. Eh este arpeoto el hierro 

parece complementarse con el manganeso ©n la capacidad productora de 

bacitracina* pero eo incapaz de reemplazarlo.

Sin embargo el manganeso* puede ner reemplazado por hierro y míg­

aoslo Juntas* tal como so hizo en varice experimentos respecto al cre­

cimiento.

También debe soü&larso la circunstancia de que a pesar do obte­

nerse un máximo crecimiento on medios pobres on manganeso por agregado 

en el contenido de hierro y magnesio* no pudo hallarse bacitracina.

Algunos autores han purificado el medio de cultivo respecto al 

hierro, hEUl&in no lo ha lwcho.
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XJLÜJl xJ1

Concentración de Ketrlen y Producción de Baoitivwinn

ux/rul. pH final Eaxina conoen 
tración celular 

mg/i 1

Actividad 
liuxtoa 

unid/ul.En ¿0 MU

0,0 2,5 20» 0 0,6 230»0 0,0

O»C1 2,3 20,0 9,3 735,0 0,0

0,03 4J, KZ 20,0 9,4 530,0 5,5

0,05 2,5 20,0 9,4 830,0 10,5

0,07 2,5 2u,0 9,4 900,0 12,9

0*1 2,5 20,0 9,4 1190,0 17,5

0,5 2,5 20,0 9,5 1010,0 20,8

1*0 2,5 20,0 9,5 loco,o 22,6

2,0 2,5 £0,0 9,5 870,0 22,3

0,0 2,5 200,0 9,0 400, 0 0,0

0,0 12,5 100,0 9,2 900,0 0,0

2,0 "• 2,5 0,0 5» 3 50,0 0,0

50,0 2,5 0,0 3,9 25,0 0,0

-Otroa metales?. El agregado do sino, molibdeno y cromo en concentra­

ciones da dos y diez microgranoe por mi. no tiene noción sobre los 

títulos de baoitraoina o sobx’o el crecimiento dol bacilo. En cambio»
X

el agx’egudo do cobre y níquel» si bien no tiene eíaoto en concentra­

ciones de dos miorogrorios por ni.» reduce los títulos de bacitracina 

en un 20X cuando alcanza concentraciones de 10 aicrogranos por mi» 

sin cambiar significativamente el oreeiniento.

Hecesidad^e de Carbono y de. Enur^ía?. La capa del Eacillua cubtilis 

productora de bacitracina» es incapaz da desarrollarse en un medio 

que contenga amino ácidos como única fuente de carbono y energía.

En la Tabla G es dable apreciar distintas fuontcc du carbono y 

cu relación con la producción de bacitracina.



TABLA - 6-___

Ttiontea flo Carbono y rraduooltn da Baoitraoina

(1) fuentes do Carbono en concentración d !1 O*5JÍ

lUcntün <lu Carbono
£{;resr*da(l)

rJ^zhaa concentración 
celular 
mg/1

Actividad máxima

unid/ml

ü*l> do oitrato solo 500 9,0

Xilosa neo 30*0

Kibooa 670 26,6

¿rabinosa 1390 n *1 ¿. £,* X

Khasnoou 1260 56*3

Glucosa 1150 22, 2

Lanosa 1210 36*0

Galactosa 1330 23,7

Levulosa 1130 33*0

Maltosa 740 24,7

Sacarosa 1060 24,9

Trchalosa 560 29,0

llolibioss* HoOA# 740 41,9

Celohiona 680 24,4

Enfinosa 800 42*0

Xrulina 770 íiM* *J

Pextrina 810 26,2

Gorbitol 960 25,4

Monitol 060 25,2

Inocitol 1030 24,9

Zn medios que coat unían d^arablnosn* corbona* lactosa* salicina* adonl* 

tol y duloitol no cu obtuvieron rendimientos cignificativon de bacitx*a* 

ciña.

La glucosa y micho o otror hidraton de carbono así como ácidos orgánicos 

y alcoholen parecen ser rápidamente utilizados por ©cto organismo. Con* 

viene GB^alar que loe hidratos do carbono se esterilizan aparto y se 

agregan al medio asapticomente para impedir la oaranelizaoión»
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Uo sales sódica® da loo ácidos: apático, sucoínico, tartárico y 

glucónico, yroduoon crecimiento y títulos de bacitracina equivalentes 

a la glucosa. romiato y oxal-aóotato do etilo no mantienen ol oro- 

oimiento y en algunos casos aparecen como tóxicos mi un trae que el 

laotato produce títulos significativamente altoo.

En la Tabla 7 constan loo valores obtenidos on concontracifin do 

c&lula y actividad de bacitracina cuando so utilicen a ácidos orgá­

nicos como fuontso de carbono.

T A B L A - 7 -

Vtili.zaoi&n...de. Acidos Crf/ínicos

a)- Se acragaron los ácidos como sal sódica on concentraciones equiva­

lUente do Carbono 
agregada (a)

Concentración máxima 
de célula 

mg/í’1

Actividad máxima

unid/ml

O,l;l de oitrato solo 500,0 9,0

Glucosa (control) 930,0 19,0

Pórtico 0,0 0,0

Acético 670,0 17,8

Láctico 1190,0 55,4

Oxálico 990,0 7,8

Guccinico 935,0 19,9

Ualónico 770,0 10,4

Cítrico 1150,0 <21,3

Tartárico 760,0 15,3

2-coto-glutúmico (b) 740,0 14,0

Qxul-acótico (o) 20,0 0,0

lentes a carbono en glucosa al 0,5/5.-

b) - Agregado como sal do calcio.

c) — Agregado como sal sádica del estar etílico.

-ítoruerimientog do nitrógeno: a- I.itrógcno Inorgánico. bj/minPacidos 

a- nitrógeno Inorgánico: El Baaillus subtilie ec capaz de utilizar 

amonio y nitrato como únicas fu en too do nitrógeno en ol medio de ca­

les y dextrosaj sin embargo, ol crecimiento y título de bacitracina 

os bastante mas bajo que los de siodios que contienon nitrógeno orgá­

nico 



Así oano do un nodio oon fosfato diatónico oe obtuvieron 700 ¡qj por 

litro do sustancia celular» solamente de produjeron 10 unidades por 

ni de bacitracina» En untan condiciones ol pH oo critico»

Estes resultados os confirmaron posteriomonte cuando so ensaya» 

ron sales do amonio» Así en un rindió nuplerunitado con fosfato» el fos 

fato diamónico era superior al sulfato do amonio respecto a orcoimiun 

to y actividad» los valoreo bajos con sulfato de amonio pueden atri­

buirte a la acides producida cuando se utiliza este» 

b- „/ninoÁcidQ.oi- Acido 1-elutAriico» ¿ciclo d-l-aspártico» 1-prolinu y 

d-1 -alanina con usados por el microorganismo para ol creoiniento y 

producción do bacitracina» cono únicas fuentes do nitrógeno» Esto pue 

do observarse en lu Tabla 8»*

Títulos de buaitrucina do unidades por mi» so obtuvieron con

los dos ácidos dicarboxlliaos» mientras que l*prolir¿a y d-l*ulunina 

solo rindieron 15*20 unidades por mi*

Los aminoácidos abajo citados no mantuvieron el crecimiento 

cuando so usaron como única fuente de nitrógeno} los riimos soni 

d-l*troonina» d-l-valina» glicina» d*l*leuoina» d-l-isoleuoina» 

d>l*norlcucina» d*l*fenil altmina» beta alanlna» l*lioina» l*hidroxi* 

^colina» d*l*triptofano» l-tircwina» d-l*cwtionina» l-cieteina y 

l*histidinu»
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TABLA -8-

Utilisaclfin o Inhibí o i fin do /jninofioídoe

Aminoácidos Hedió do gluinmuto(a) Hedió de Bales (b)
Con oo nt ra­

ción oulular 
ug/1

Actividad

unld./ul

Concentra­
ción ocluí 

xnfí/l
- Actividad 
lar

unid/ml

d-l-alfa alanina 1160 12,2 830,0 13,5

d-l-áoido asplrtico U40 25,10 1020,0 23,0

1-prolina 1080 15,0 1160,0 18,0

d-1-1cuciña 680(o) 7»1 0,0 0,0

1-cíotina 4CO(o) 7,3 0,0 0,0

d-l-norlcuoina 13G0 5,8 0,0 0,0

d-l-valina 630 8,5 0,0 0,0

d-l-triptofano 0,0 0,0 0,0 0,0

Control 980• 18,5 870,0 23,0

a) Aminoácido agregado en concentración del 0*5;'.

b) Concentración do amlnGÓcido equivalente a Kg en glutonato al 1$

c) Al cuarto día de incubación»

La supleruenVicifin del ¡aedio de ácido glut&xico con ácido 

d-l-acpártico*  alfa alaninu o 1-prolina no tenía efecto significativo 
sobre los títulos de bacitracina»

Cupido el medio de acido glutínico se suplemento con cada uno do los 

aminoácidos no utiliaables*  en concentración del O*5£Í  no se observa 

cambio apreoiablc en el título do la bacitracina*  salvo en ul caso de 

los cinco aminoácidos siguiunteci d-l-leucina*  d-l-norleuoina*  d-1-va 

lina y 1-clctina*  quo reducen los títulos de bacitracina en un 50,¿ o 

ñas; el agregado do triptofano inhibe por completo ol crecimiento del 

organismo productor* (Tabla 8}»*

I» todo esto podenco cacar en conclusión*  los factores que in­

fluyen principalmente en la producción do bacitracina y así se observa 

que ol plí del medio*  grado do aercación y temperatura de incubación a- 

feoton ol rendimiento*  £1 agregado da nngnasio*  manganeso*  hierro*  pota­

do y fósforo es esencial para el crecimiento dol bacilo y produación de 

bacitracina*  destacándose en su acción potado y fósforo.



Cano fuente do carbono y emergía oon noocoarloc diverooo glúoidos, 

Acidos orgánicos y alcoholas#

Cano fuunteo da nitrógeno puedan utilisaroe amonio y nitratos, ¿oi 

do aspartioo y glut'ciico, alfa alnnina y prolina# Por último, la bu- 
e 

plemontución dol medio básico con algunos factores tal como d-l-luuoi 

na, d-1-ñorleuciña, d-l-valinu, 1-oiotina y d-l-trlptofano, provocan 

un gran decrecimiento en el desarrollo del gemían y en loo títulos de 

bacitracina#
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C^imo SEXTO

Propiedades físicao y químicas do la baoitraoina

La baoitraoina tal cono co la produoo corrientemente, eo un 

polvo crio claro, higroscópico y adargo. AKKER, JOHHSOH, G0LD3ERG y 

E3XELWT, on 1943, realizaron estudios sobro la actividad do la baci­

tracina y encontraron que solucionas acuosas neutras o ligeramente 

ícifias, preparadas por concentración do un extracto de caldo de fér- 

mentación, parcialmente purificado, no mostraban cambios en su acti­

vidad después de 8 a 12 meses do conservación, cuando se mantenían 

en un intervalo de temperatura da O a 5 grados centígrados» Si la 

temperatura es la ambiento, on el término de 2 semanas se constató 

una pérdida do actividad quo oscila entra 30 y 50 Si la tempera­

tura se eleva a 35 -37° C,en el termino de 2 semanas la pórdida de 

la actividad es, total. Bicha solución al estado neutro, puede ser de< 

secada sin pórdida de actividad a temperatura ambiente, conservando 

esa actividad si se la mantiene en recipientes al vacío.

BOBD, HüIELICSC y 1IAC DOEALB en 19^9 trabajaron también sobre loé 

efectos de la temperatura en la bacitracina al estado seco, utilizan* 

do droga que contenía 25 unidades por miligramo. Vieron que la bi ci- 

tracina es afectada por el calor, pero a temperaturas quo podríamos 

considerar elevadas, ya quo la experiencia nos dice que su actividad 

no disminuye después do almacenarse durante 15 meses a 37°C • Mues­

tra una considerable estabilidad a temperaturas que oscilan on los 

56°C y solo hay descomposición notable a las 43 horas dé estar so­

metida a 80°C.-

JOHUSOH, GOLBBEKG y KSLSMEV escontraron quo soluciones do 

bacitracina (no indicaron concentración) eran establos en HC1 H en 

un intervalo de temperatura comprendido entro O y 5 grados centígra­

dos. En cambio a 37°C, dicha estabilidad se mantiene solo en HC1/ 

K/100. Si el pH aumenta por encima do 9, la inactivación es total a 

ambas temperaturas.

En la tabla 1 ce aprecia la estabilidad de la bacitracina en solu­

cione» buffere. Ko está indicada la temperatura.
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Actividad remanen ts 5*

23 he. - 71 he. - 120 he. - 1<3 he. -

2.4 - 53 - 37 - 18 - - •

4.4 - 94 - 83 - 70 - - -

5.9 - 90 - 73 - - 45 -

7.9 - 83 - 56 - - - 31 -

9.0 - 80 - 27 - 27 - -

BOn?, 1ITIHLIC& y MAC DOEALD han efectuado internaos eatudioo so­

bre las variaciones quo sufre una solución acuosa da b-citrauina al víí- 

riar el pH. y lu t« -zí? ora tura. El uso de fosfatos en calidad da buffors 

no ootnbllisa las solucionen de bacitracina, ñas quo por lo quo repre­

senta on .su acción sobro ol pH del medio.

’ n pi’usenoia da agua oxigonada se pierdo completarontu la activi­

dad y SCUDI, CO?£T y AETOPüLT on 19<7 encontraron quo ol pro­

ducá soliente una inactivación parcial.

¿HíYIb JGWSO1T, COLIGE rft y Ueleney, en 1943 o HISPES?, BHISTT, 

aOTLTTZ y SIIEPARD en 1951 han suministrado datOE cobro la solubilidad/
relativa <1s le*  bacitracina, que figuran en lu t^bls siguicuto

TABLA 2«*►***?■* ’ • ■■ *«*̂«**»w
Agua sH 5 Piridina : L 3

Atohol metílico : 3 Eter : N S

Alcohol utilice : 8 Cloroformo ; H 3

• Ipuprcpilico: S Benceno ; V S

• Butílico n : 3 Acetona : L 3
Ciclohexanol a 3 Acetato do etilo t K 8

Ciclohcsanona ;L 8 Acotonitrilo i i; 3

Alcohol propíliconsL S Ditrornotono d 1 li 3

M XuobutílicoxD 3 Etor do petróleo s K S

Referencias: H 3: Euy soluble
L S: Ligeramente soluble

31 Soluble
H Si lío soluble



z£5£ql.Bltuoi6n,. Acción dq loo lonco tnotállcopi La baoitraoina oo preci­

pita^ por salas de uuLalos pasados. Esa precipitación en accnpaííada por 

utj inactivación el ne uoan metalen'pesados qu ro encn«ntrrn en lu zona 

inferior do ln oerlo electroquímica. ¿br otra parto la acción do loo 

iones -Ji, que co encuentra on la zona superior de dicha taris no produ­

cá inactivación.

.colón d ? lee acido.a ,or¿A^ÍQoet. Ciertos aéidoa argén i coa cano al tánico, 

F^rasulf Juico, triclox’aoutico, acido benzoico, faroioo y salíolílao,non 

capaces de precipitar a la baoitraoina de bus concentrados y algunos de 

ellos huata le quitan cu aotividad. El ¿oído oalioflioo da precipitadóo 

de aluo titulo en bacitracina sin reatarle actividad, lo que lo indica oo 

no izstodo de separación. La bacitracina 03 también precipitada por solu­

ciones acuosas concentradas de líaCl , acetona, sal de Reinicke y ácido no 
llbdi oo.

Propiedades qn falcas*  Estructuras Los antibióticos pueden ser groseramen­

te clarificados desde el punto do vista químico*  de la siguiente manera:

1- ) Acidos orgánicos*  EJ. penicilina*

2- ) Basas orgánicas*  oj. estreptomicina.

Ambos forman soles fácilmente, lo que constituye la baso dol proceso 

de purificación*

3-)  Pollpóptidos: ajpucdcn formar nales fácilmente#

b) no pueden formar calas alimente-ej.:tirotrlclna*

La facilidad cara formar sales os una consecuencia de la estructu­

ra fundamental da la molécula*  Aquellos polipSptídos que poseen esa pro- 

piedad, puedo suponerse que contienen grupos minos o carboxilon libres*  

u otros radicales capaces de formar sales*  Dentro de esta clasificación 

no se ubica aun concrctemento a la bacitracina*

Estudios de distribución en contracorriente, realizados por BARCT, 

GELGCZf y CHAIG en 1948, demostraron en forma concluyento que la activi­

dad del antibiótico se debía a uno o mis polipeptidos, que daban fcnil 

alanina, leuciña, icoleucina, cistlna ( o cieteína), acido glutfalco, 

ácido aopártico, histldina*  Usina y ornitlna*  por hidrólisis total 

con H01.-E1 principio activo por loe tentó una sustancia de comple­

jidad considerable, aunque LTLEKEY y JOHHSClí en 1$Í9*  Informaron que
i

difundo rápidamente a travóe do una membrana de nitrooalulosn.
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ÁÜRIAOABA, ’F.A’H.Y y. Ü’UX? (l°4p) y IIILI.3, TTXTOS y BIATCKHLY (1949) 

a partir de oepag del Daollluo 1toheniformin, obtuvieron un antibiótico 

que denominaron ayfivin. 'uri.f tcaflo por KTóTuJl, ÍTIAR? y ARRIA-

GATA (1. 1«j) se demostró que cataba constituido yoi' uolipá tlclon nial lares 

a los do la bacitraciur y ora nuajante a olla en lo quo respecta a Inn 

pro;ie?nder» 11 ti cas y rgrí’ioas. Das ta.vfo, 7 TLIAJAD7D3 ”r, r^nra 3 y 

uJAu (12'') derrostraron la no -lejanzu de las pro ;ie.Jades biológicas. 

Toóos <'too estadios llevaron a la conclusión de que los constituyentes 

activos de la ayíivina y bacitracina eran idénticos. por ello so propuoo 

abandonar el no?:bre de ayflvina.
\
\

Uo han,<íecho michos estudios para purificar la bacitracina y llegar 

a "obtener Ana sustancia ir tapie desdo ol punto de vista químico. Con el
l’

♦ *
ur>o de mojoros técnicas y equinos para fríe ni 0:1 ve sustancias do esta cía-

\ i
/ .

s4» se hi querido llegar a obtener un producto crin <alinn, poro sin éxito 

liasta ahora.

CRAIA, ;>l*jlGL-h  juj! xi.C.ii y H.JL’XI A, h;-ai trabajado con un natodo de 

distribución en contracorriente. La confluiza un ^stu nétod’o como criterio 

de pureza, dependo priraernuento del núrioro do transferencias que puedan a- 

pilcarse-y de xa selectividad de slataius oonvunient-i?. ?e trabajó con un 

conjunto de ¿26 tubos do vidrio» operado uat víatbrr cnce y capaz de hacer
4

miles do transferencias sí fuera necesario. Cono sist'^n de distribución 

ellos :han elegido, teniendo on cuenta diversas razones técnicas, el forma-i t"
do por butahol-2 y acido acético al 3 zUtilizaron cono carga bacitx*aci-  

na en cantidad do ó g., cedida por la Cor-zcrcial golvents» y encontraron 

que el antibiótico comercial comprendía un componente principal que llama­

ron bacitracina k y cantidades variables de cuatro componentes menores, de- 

n oír inados bacitacina B, C, E, y E.

II componente C es un producto de transformación de la bacitracina A» 

La bacitracina E cristalizó fácilmente ni ovaporar ol solvento, pero no 

fue ruy estudiada dado que su actividad anlibiStica es baja. Ln un princi­

pio «e creyó rus el componente C era idéntico a uno aislado por LIL77OE y 

ABTJJ j;7, pero cm.o resultó ser distinto, lo han llamado b¿icitrucina 7.

■;i3 la bacitracina p era un componente real, se demostró por hidróli­

sis total y crojiatografía en panel dol material dol componente principal. 

En ol diagrama cronntográfico, ol coroponenj;e 3 daba todos los puntos dados 

por el componente /t, más otro punto adicionalr~ cuya posición en ol papel 

correspondía a la de la vulina. Este punto valina, no es debido a esto ami-
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rohcldo; hn rldo aislado en c<intl<*n<> 9 pero hasta ahora no ha el-

do idxrtiricado.

Oon el objeto do airlar mejor loo cor ponen too do la baoitraoina, 

i*au  hcuxo 2¿rrldac I d Iríyucfurenct^. lao bacJLtracin&a

□ y faoron elLJLaadao y luego 9 JU tvnnr.fereuoiaR cc obtuvo un diagra­

ma quo prcccntaüa un pico inconfundible conteniendo el componenle h y ado- 

m*G  ¿ululaba un rayor rendimiento en ccwrcr.cntu A esenclnlincnto libre del xu 

Una pirto de < s4u xxtcjdrl9 toxado de loa tubos 31b a SíO, fu® considerado 

por loe ruturcr corx pvcy;racifr standard fa bacitracina /• ^ara recuperar- 

lu9 las ruluciunos co c: ‘.reentre ren rapid unen tu en un evapnrix’or rotatorio 

beyu prxri'n reducida : urr. temperatura frfrríor a 25°0, hnsta que la>Ta-

ec ule el Jilea ¿u hubiera ev-pr; do y la face -cuona hablar- alcanzado apro- 

xiuuCtr.í r.tc loa era r/1. 1 ecl'iciír tntcr.c°r, na liofllizó.

tn anilláis rraliuudJ cóbre cuto laatcriul, dio loe alguientos roculta- 
doo: i Si 4ida per roexdo 1mv°S • V,O ,,

r» .- r ••. .re .-t ■ /

jridrSí.-úna ; 7,’Sj '

ritAjt-no (tut-ilj si%

-itrS;;<.Ew' (Yaa •n.y’ce) : 5,23 '*

LltrSrano (ar.irtas) ,
* »• 4>". ■'/-*  ** » "',9 c-»*

21 m¿iicrlpl lirfilizado gq raíiatribuyó on ui ai^ltrm du ¿ácido acéti­
co y ¿o obtuvo un diagrama que no indicaba trarzfür”aclín -’urante la &is- 

laaiós. Tampoco se ebuorvo cambio en el d i a eraría deepueo de conservar el 

material a G°C durante varíen ¿¿u&un, lo quu x-o sucedía en luu czperlenciun 

nuA. iradas cu: un preparado erado.

21 ruslduo contenía un enseco de leído accticu que su eliminaba disol­

viendo el prafucto en un pe que: i o volumen de netnnal y precipitando el pSp- 

tldo por «agTOi ‘ado d'i la rolución a acetona. 7?ecpucn de 2 S 3 precipitacio- 

nec te obtuvo un producto quo parecía cor sólo levemente soluble en ngun. 

Este tratuminnto no ir fluía on la nctividr^ del antibiótico. Cuando &e lo 

rejería a pozo noca ( cejado a l^v°j y u,fj r~. de presión} so obtuvieron re­

gulara-r te vnlorus que re aproximaban a las 5C-£p unidades por miligramo. 

3ín txPrar^o era previs-ble qut; c^te raterial perdiera tu actividad gradual- 

nenie, debido a 1 ación ecqwr.tunca de bacitracina C.
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L1 rendimiento del naturial obtenido por llofllizaaiun, dal cor­

te ¿o tabas 310 a 3'10, ora nproxlmadamiintii de 2 grzvnoE. Esta prepara­

ción standard ha nido pe turf inda ul torio mor. tu en otros sistemas, in­

cluyanlo vi forondo por alcohol inc»amíliuo-n-lnit*uiol-fosfato  buffer, 

cuo utilizaron en 1350 lIEhfúN y ABiWWI. Loo nutor?s de ente trabajo 

no h ci llegado a las m inmas conclusiones ruopucto al ox’octo do cato 

sistm ;•

¿na corrida con .%;• de lu preparación nt tndr.rd do bacitrnci- 

na A, a lac 106 tran’íh*ov<ííhb rfió un di:.vr .na en el ruu no jpfparc-
,í-

cía ningún;: bm’". <i Ir cantina*?  a la rforecaa. sino col^.oxitá un apen¿> 

dice, que *v.r:?aí  fjr típico do una distribución oblicua o do una 

trun'f ora-ación rfjvnto la c¿x*ri<H.  ota úIIít ponibilid a] parece 

ncr la responsable, evo cu» el material recuperado ¿i partir do esa 

X>orción rfel diugx*:.**:-  , nontraca al ensayarlo, una actividad antibió­

tico baja, que era espejante a la tic la bacitracina C.- V’líHGfH de-Á 

mostró que si ce deja bacitracina A n temperatura ambiento durante 

varias cuas en una culuoión de fosfatos a pH 7 o algo superior, se 

convierte parciulauAte en bacitracina C. - ‘En vista d*  ú^toe rebulta­

dos, los autoi*es  Éo consideran al sistema fosx*uto  cu o adecuado pura 

la c^r aaterizacióii precisa do la bacitracina /..

La bacitracina 3 no parece derivar da la A, darfo que contiene 

un residuo de aminoácidos adicional, cono se 'observa en lu ¿romatogra 

fía en papel.

‘jue la preparación standard do baoitraoina A do estos autores, 

se uproxina a un grado aceptable de purega química, se ría visto cón- 

fimido por experimentos extensivos de hidrólisis y determinación 

cualitativa de Ion residuos de aminoácidos, y por estudio ael peno 

molecular con el método de sustitución parcial de IbV?TER?i3Y y CRAIG 

(l^c2A

En oste trabajo, los autores han realizado también tioclicienes 

del espectro de absorción. Todas las nedidao oe hicieron en ol cspoc- 

trofo tuna tro BECiCIAl?, de cuarzo. Una solución acuosa do la prepara­

ción standard, que contenía 1 mg por mi. on agua, dio una curva quo



prosentaba un máxino dubil en la región de 250*255 milimicronoo. Al oonti 

nuar los trabajos ronultó evidente que esta abooroión característica» era 

causada por uno diopooición quisnicamonte activa de uniones desconocidas» 

dado que casi todas las transformaciones demostrables por característi­

cas do distribución» actividad antibiótico» etc.» daban por resultado lu 

perdida de ese tipo especial de absorción. Así» ol oe disolvía bacltra- 

oinu A en La^CO^ 0»l U» en unu concentración de 1 mg./ ral. y oe medía 

inmediatamente la absorción» so obtenía lu misma curva que cuando, ul sol­

vente era agua. Tero dejándola varios días a 24° c os obtenía una cu^va 

distinta» donde el muximo co eliminaba por campisto.

La bacitracina J» en caneentinción do 1 mg/ml en agua» daba una 

curva en la cual el rJlxirio co encuentra en la sena do los 2u-J rlil ir; i c re- 

nec. Resulta así quo lu transformación que tiene lu/jar en el medio alca­

lino tal como KagCUfj» e« diferente de la que produce bacitracina C.

La bacitracina B daba una curva casi idéntica a la A en agua» po­

ro lu inflexión era ma baja, mota intensidad menor os compatible con un 

residuo adicional un la bucitruaina B y un peso corrospondiuntemexito ñas 

alto. El espectro de absorción do la bacitracina comercial es compatible 

con el hecho de ser una mezcla de los tipos A» B y C.

Las bacitraoinas Ay 3 apuren temen te tienen uniones ¿iuy, reacti­

vas para el metunal en solución ucuosa a pH 7* Con un excuso do mtunal 

co observó que la absorción de la bacitracina i\ se trasladaba rapidamen» 

te do la del péptido inalterado a una einilar a la dada por una altera-, 

ción producida on medio alcalino con carbonato do sodio, "ote c:imbio so 

inhibía cuando el pH se redúcíu a 4.

Se ha sospechado que la potencia antibiótico do la bacitracina 

es afectada por la presencia de aldehidos o cotonas en loo solventes una- 

don pora la extracción del peptido. La bacitracina C aparentemente no es 

afectada por ol na tonal» o si lo es» el espectro da absorción no se alte­

ra. nulo quo lu transición de A a C pareco tenor lugar con perdida del 

punto cistelna» de acuerdo a lo quo so observa al hacer la cromatografía 

en papel dol hidrolizado» las uniones reactivas que rodean el atomo de 

azufre» son probablemente responsables del efecto del motanal y también 

probablemente» do la absorción característica de la bacitracina A»



Un análisis cualitativo y cuantitativo da loo aminoácidoe contení* 

doo en la bacitracina A» por cromatografía de intercambio iónico, fue 

realizado por C1UIG, 1IAUG3WT,jA7EIgI0EH en 1952. loe re cuitad o o obtoni- 

dos fueron confirmados por una separación por distribución on contraco^» 

rricnte de todos loo aminoácidos provenientes dol hidrolizado de una pre­

paración más cruda dol antibiótico»

BAluíY, GIGGüTíY y CPJiIG, en 194a, habían informado quo la bacitraoi- 

na parece contener uniones peptídicas que son fuerturionto resistentes a 

la hidrólisis total. Adornas se forma un material coloreado dospuóp^'de la 

hidrólisis, dependiendo la cantidad do la concentración dol póptido usa­

do iniciulmonte. Una solución do 1 g de póptido en 200 mi do IIC1 6 H pa­

recía dar los mejores resultados. IJn estudios anteriores, con muterial no 

tan purificado, el calentamiento a reflujo durante 4;> horas dio recupera­

ciones más bajas por cromatografía on almidón, para la mayoría do los ami­

noácidos, pero una rocuporación considerablemente mayor del amoníaco que 

la que se obtenía cuando la duración do la hidrólisis era sólo de 18 hofcao 

Esto indica una destrucción parcial de ciertos aminoácidos por algún pro­

ducto hidrolítico del póptido. Se eligió finalmente para un estudio mas 

ajustado, un periodo de hidrólisis de 24 horas a 110°C en un tubo al vacío 

esperando que los valores para los residuos de aminoácidos, fueran algo 

más bajos.

La bacitracina A más purificada, dio un hidrolizado prácticamente sin 

color, en estas condiciones. El exceso de HC1 se eliminó por evaporación 

a presión reducida y el residuo se disolvió en agua. Esta era la solu-
**

ción standard usada para análisis cuantitativo en la columna de intercam­

bio iSnico. hefirióndolo al peso do póptido toreado y después do corregir-*
lo por la perdida de solvente por secado a 100°C a 0,2 run. do ligado pre­

sión, so encontró que el nitrógeno total (KJoldahl) era de 15,8 &.E1 ni­

trógeno aminado (Van Slyke ) era de 13,6 y el nitrógeno carboxílico (nin* 

hidrina) era de 12,76 Los aminoácidos se determinaron cuantitativamen­

te por la tócuica de intercambio iónico de K00H3 y ST3IH en un volumen de 

hidrolizado standard que correspondía a 2,7 mg de bacitracina A, roferich 

a la base de peso seco.

CRAIG, HAUSZWT y V/EISIGE3 han confeccionado diagramas do los efluente^ 

de las columnas intercambiadorao de iones dables de apreciar en la fig» !• 

En la fig. 1 "a** se muestra los resultados obtenidos con una columna Do-





wox 50 de 100 cm. de longitud* ludo quo hay tres nminoáoidOB básicos» 
ee hixo también una separación on una columna corta de 15 en de lon­

gitud. El resultado obtenido con esta columna se aprecia en la fig. 1 *b "• 

los resultados ouantitntivps obtenidos integrando las arcas limitadas 

por la3 curvas, so van en la tabla 1. 3e obtuvieron dos pequeñas bandas 

sin identificar corjo so ve en la figura 1, además de las diez bandas 

dadas en la tabla 1. Todas las do esta tabla so identificaron por un 

verdadero aislamiento, como veremos. Las dos bandas no identificadas, so 

encontraron en posiciones quo correspondían a metionina y triptofonojoln 

embargo, ninguno de estos aminoácidos está involucrado, como lo nuestra vi 

hecho de que no aparezcan en los experimentos do aislacion. La bacitracina 

Ti, no daba motoxilos en la determinación standard de estos, en cambio la 

metionina si* Las mediciones del espectro do absorción en la región dol 

ultravioleta, hechas sobre el póptido intacto, no eran compatibles con ia 

presencia de un residuo de triptofano.

La recuperación de los restos conocidos representaba solamente el 37,4 

íí del peso dol póptido tomado. La recuperación de nitrógeno era del 90,7;í 

de la cifra de nitrógeno total (15,8 /). Todos los aminoácidos lian sido 

aislados en forma cristalina e identificados por los métodos do la quími-
* 

ca orcánica clásica. Con esta propósito, so hidrolizó una muestra de 3 & 

do una preparación comercial;por distribución, se encontró que la misma, 

contenía solamente pQquenas contidados de bacitracina H, D y C, y tenía 

alrredcdor de un 23/J de bacitracina B. Se ha demostrado que la bacitraci­

na B difiere do la A por tener un aminoácido adicional.

Después de eliminar ol HC1 en exceso, iior evaporación a sequedad, 01 

residuo sólido so distribuyó en el sistema HC1 acuoso al 2^> - fenol. Se 

usó solamente 5 mi do la fase acuosa en cada tubo. El diagrama de los pe­

sos obtenidos después de 220 transferencias se observa en la figura 2 ua?. 

La banda 1 contenía todo el material coloreado, probablemente correspon­

día a una o tal vez a ambas bandas desconocidas, en la separación por in**-’ 

tercanbiG iónico. La banda que primero se sospechó que era triptofano, de­

biera estar en esta fracción, poro un examen posterior indicó que este no 

era el caso. La hunda 2 era fcnilalanina, quo se aisló fácilmente con buen 

rendimiento, por agregado de eter etilico al sistema para eliminar el fe­

nol do la fase acuosa. La solución acuosa se evaporó luego a sequedad, 

después da una extracción eterea final. La banda 3, contenía una mezcla de 

leucina e isoleucina, la oual ee separó por distribución en el sistema, 

butanol 2- propanol n - acetato de amónio acuoso al conteniendo lHíj



di do <Ulln0aCÍd03

h crao £ da II toVJL* -Aminoácido residual • 
•por ioog. du pSptido-

roporcion
Colar (1)

- 6,5 > 10,8 - 1,03

Leuciña 6,5 - 8,2 - 1,02

Isoltucins 11,4 - 14,6 - 1,83

Cicteína - 6,4 • 7,4 • 1,00

¿ai<!o Glutánico '- 5,6 • 8,1 - 0,89

Acido Aspértico -- 11,3 - 14,7 1,77

Hictldina • 14,9 7,7 • 0,80

Usina • 11,2 ’• 8,1 • 0,89

¿mi tina ’» 10,1 • 6,5 » 0,8o

. 6,ü ■ 1,3 . 1,08

Total - 90,7 . 87,4

( lJ-iAisado en un puso nulo cubar hipotético do 1<11 -



al wi las proporcionas do volumen 2:1:3, roopaotivumonto, La banda de 

:J¡4G1 oü eliminó a las 24q transferencias y la distribución es continuó 

luego, reoiolando hasta alcanzar las 2037 tranof ©rondas, Esto, dió ©1 dia­

grama de la figura 2 b y pemitió aislar cantidades adecuadas de ambos a-, 

minoácidos, La separación so confirmó por cromatografía en papel. La ban­

da 4 ¿e la figura 2 a se encontró que contenía el residuo extra de amino­

ácido presente en el componente B do la bacitracina comercial. La sustan­

cia critalizó cuando ce evaporó la solución acida poro era muy soluble en, 

agua. La banda 5 probó ser cioteína, lu cu&l podía recuperarse fácilmente 

como clorhidrato cristalino. La banda 6 os una banda grande qué contiene 

los aminoácidos básicos y ácidos. Lotos se recuperaron y fraccionaron por 

distribución en alcohol amílico taroiario-ácido clorhídrico acuoso al 5;', 

A las 1^25 transferencias se obtuvo el diagrama de la figura 2 c. La bañó* 

má s alta ala izquierda que contenía todos los aminoácidos básicos, ce eli­

minó y la distribución so continuó hasta las 2034 transferencias, entonces 

se obtuvo el diagrama de la figura 2 fe.

La cromatografía en papel mostró que al ubucación dada a las dos ban­

das teóricas, era correcta, L1 ácido glutámico se rocupor5 de la rama dere­

cha de la banda ( tubos 320 a 34u ) y el ácido aspártico,de la izquierda 

tubos 255 a 275 )•

La mezcla de aminoácidos básicos proveniente del diagrama de la figu­

ra 2 c, ce distribuyó luego en el sistema original, Hdl al 2;J-fenol. Los 

volúmenes do las fases usadas fueron do 5 y 10 ni respectivamente), A las 

lloü transferencias so obtuvo el diagrama de la figura 2 e.

La reacción de la ninhidrina cuantitativa en solución acida por el mé­

todo de ClilLALD para omi tina y el ensayo de 2AULÍ para histidina, confir­

maron la ubicación de las tres curvas teóricas. Luego fue fácil aislar los 

clorhidratos de aminoácidos cristalinos a partir de cortes apropiados del 

diagrama de la figura 2 e» La rama izquierda de banda 1 contenía IHÍ4CI, pe­

ro esto no interfería con la cristalización del monoclorhidrato de la his­

tidina monohidratada, proveniente del corto de tubos 870 a 900, La banda 3 

ora más alta que las otras dos, se encontró quo esto so debía a la presen­

cia de ciotina, formada aparentemente por oxidación parcial de la cisteína 

encontrada en la banda 5 del diagrama déla figura 2 a,

asta se eliminó fácilmente por ajuste del pH de 1a ooluoión acuosa con 

piridina 7 filtración. La solución se concentró luego para cristalizar el





o 

raonoolorhidrato do ornitlna; can eotu propósito su uoé un corte de tuboa 

9ó¿ a 900. El nono clorhidrato rfe Usina ce aisló de un corte do tubos 923 
a 937. La tabla 2 da loo datos analíticos para loo aminoácidos oriotallnos 

y cu poder rotatorio. En esta tabla se informa datos para oiotina. Ln po­

sición do la banda 5 os la calculada a partir de la relación do partqión 

del clorhidrato do cisteína, pero aparentemente se produjo cierta oxidación 

a cistina antee de cumplirá» la cristalización, dado que no se tornaron pre­

cauciones para inpedirla. F.1 residuo obtenido de la evaporación de lao so­

luciones había permanecido expuesto cierto tiempo, antes do cristalizarlo 

directamente a partir del KC1. El poder rotatorio do los primaros crista­

les indicaba que la sustancia ora principalmente cistoína, y además se ob­

tuvo una reacción fuertemente positiva de nitroprusiato, para sulfhidrilój 

sin embargo, los cristales obtenidos de los líquidos madreo daban el dato 

analítico correcto para el diclorhidrato do cistina y el poder rotatorio, 

era solo levemente más bajo que ol valor informado en la literatura. Pro­

hibí emente una pequeña cantidad do cioteína permonocía con la cistina.

KLuTüh y A3KAHZ1I (1953,a,b, ), de acuerdo a los resultados do titula*  

clones clóctrometricas y de reacciones con l-fluor-2-4-dinitrobenceno 0( 

FluB ) llegaron a la conclusión que la bacitracina A contenía un grupo dsl- 

ta amino libro, el cual era parte de un resto oraitina, y un grupo alfa a*  

mino libre, el cual era parte de un rosto de leucina o isoleucina.

JOFuVfH (1953) e H’GWAI (1953), no pudieron demostrar la presencia de 

un aminoácido con nitrógeno terminal en la molécula.

LOCEKAIóf, IHX/TOL y /JiRAxlrU!, en 1954, confirmaron los resultados de ex­

perimentos anteriores, e informaron que ol dinitro fenil derivado (EC2?) de 

la bacitracina A, daba KfP-isoleucina por hidrólisis^ sin embargo, estable­

cieron que ol rendimiento de ri£P-Í soleu ciña, era múoho menor que el que po­

día esperarse de un resto con nitrógeno terminal por molécula, y sin embar­

go prevaleció, cierta duda respecto a la naturaleza de la estructura que lle­

van los grupos libres alfa omino, postulados.

Los análisis de los aminoácidos formados por hidrólisis oon ácido, sugi­

rieron primero que la bacitracina A contenía solamneto dos residuos do iso) 

leucina ( BARJOf, GJCGOHY y CHAIG, 194b)» pero los estudios sobro la secuen­

cia de aminoácidos, mostraron que los restos de isoleuclna, se encentraban 

en tres posiciones en la cadena peptídica, de acuerdo a los trabajos de
♦

GRAIG, y rSISIOER en 1954j XOCKHÍRT y A3RAHJ2Í en 1954 a; HAUSKARJ»

’u'RIGIQSR y CRAIG en 1955 a; VZEISIGE?., HAUG’WJir y CRAIG en 1955.
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50 
Uno de loo restos de isoleuoina, aparada para luirían tu oorno alio*  

ieoleuoinu, en hidrolizurfoo áaldoo ( PITE", 1954 a la luz de experi­
mentos ¡ulteriores, loo resultados de la hidrólisis parola!, podían aco­

modarse mejor, suponiendo quo la baoitraoina A contenía un residuo de 

isoleucina con nitrógeno terminal, que cataba unido por su grupo carbo- 

xilo a un residuo de oisjeína potencial; no obotante, el cuadro completo 

parecía ser más complicado. LOC1UIART y AB2AH/CI (1954, a) y lUUtT.Vuih y co­

laboradores (1955, a), sugirieron que el grupo amino de esta isoleucina 

estaba unido firmemente con un resto de fenil alanina o Ínter rrenccio ) 

naba con este último, durante la ruptura hidrolítica de la molécula, ge 

hizo esta sugestión porque varios péptidos que contenían la serio fenil 

alanina-isoleucina, parecían estar presentes en hidrolizados parciales.

La homogeneidad de por lo menos, algunos de los puptidos obtenidos 

por LuC.2IAEa y ABHAH/A- (1954, a), fue discutida, pero el derivado LKP de 

un péptido fenil alanina-isoleucina-cistina-EIi-leucina, obtenido por IIAUS- 

UAEE y colaboradores (1955, a) parece haber sido bien caracterizado.

El átomo de 3 en la bacitracina A, está presente como un grupo tiol 

enmascarado, que aparece como parte de un grupo cisteína, por hidrólisis.

lH7;xúlI y ADPJJdZJI (1953, b), sugirieron que la bacitracina A, conte­

nía un anillo tiazólico:

Esta sugestión se hizo debido a la fácil liberación do un grupo tiol 

en solución acida caliente, y por el comportamiento de la bacitracina A 

en la hidrogenolisis. Después del tratamiento con I¡1 de Haney, se presen­

taba un resto alanina cuyo grupo alfa omino era libre, y oo detectaban dos 

nuevas sustancias entre los productos de hidrólisis) una de estas sustan­

cias se supuso qüe era un omino alcohol, porque los hidrolizados en los 

que estaba^presente, daban emoñlaco y un aldehido volátil, por tratamien­

to con peryodato. Lob cambios producidos por hidrogenolisis podían inter­

pretarse como la eliminación del átomo de seguida por la hidrólisis y 

reducción de un grupo resultante:—CII=E*- •

El fragmento de isolcuciloisteína, que se encuentra en hidrolizados 

parciales de bacitracina A, parece ser derivado de una estructura hasta 

ahora desconocida en polípéptidos. Se hah hecho intentos para obtener in­

formación más precisa acerca de esta estructura mediante el ueo de roac*  



tivoa para los grupos amino libros do los péptidoo y por estudio ulte­
rior do los productos de hidrogunolisis con ol 1J1 de Haney.

urxsiam y CAAIG (1955, b) han llegado a la conclusión 

de que se forma un derivado del tlazol cuando la bacitracina A se con­

vierte en bacitracina ?, por oxidación al aire.

LOCLLHAKT, ABHAIIZlí y ETOTCH, en base a estos antecedentes, traba­

jaron en este tema, durante el año 1955.

El análiois de los aminoácidos presentes, después que la baoitra- 

cina A había sido hidrolizada con HC1 6 a 1Ü5°C durante £4 horas, in­

dicaba quo había dos moles de isoleucina y O,5 moles do alio isoleucina 

por cada mol de leucina. La cantidad de isoleucina era algo mayor oí la 

hidrólisis continuaba durante 90 horas.

El valor para isoleucina y alio isoleucina combinadas, el cual es 

más alto que el previamente registrado (xUUX7uIE y colaboradores, 1955,b) 

concuerda con la suposición de que la mezcla isoleucina-allo isoleucina 

en los hidrolizados, deriva de tres residuos en la molécula de bacitra­

cina A.

HAP¿<il¡l3T (1953) y HIHS, STEIN y (1954) señalaron que se re­

querían una hidrólisis prolongada para liberar toda la isoleucina de 

ciertos péptidos. Uno de los restos isoleucina de la bacitracina A apa­

rece en hidrolizados parciales del peptido isoleucina-fenil alanina, y 

otro, de los péptidos isoleucina-lisina e isoleucina (aspártico )-lisina.

Ge ha encontrado que todos estos péptidos son particularmente resis 

tentes a una hidrólisis ulterior (HAUSLIA1UI y colaboradoras, 1955, b ; 

LúCLEíAET y ABIUJiAU, 1954, b ); por lo tanto, sería comprensible que el 

rendimiento do isoleucina fuera menor que el teórico.

Suponiendo que la bacitracina A, no consista de dos péptidos con 

restos de nitrógeno torminal distintos, el valor 0,5 para el cociente: 

alio isoleucina/leucinn, debe explicarse por la racen!zacion del átono 

de C alfa, ya sea de un resto de isoleucina o de un resto de alio iso­

leucina; sin embargo, sólo la primera explicación, sugerida por HAUS-LU3! 

y colaboradores (1955, b), parece estar de acuerdo con los resultados do 

otros experimentos.

La densidad de oolor de la ninhidrina dada por la baoitraoina A, 

la cual ss 1,5 voces mayor por mol quo la dada por la leuoina, oonouer-



da oon la opinión do que la molécula contiene un grupo amino libre 

diotinto al grupo dolta omino de la ornitina. Hntra loe compuestos 

uradoo para la comparación» ol acido 6 omino hoxanoico» mostró una 

denoldad de color por mol quo ora casi tan alta como la mostrada por 

la loucina. Los villeros oorrccpondicntes para los compuestos que 

contienen dos grupos amina libres eran mayores quo ol valor para Ion* 

ciña» pero menores quo el valor para bacitracina A. Lo posible que 

el color de ninhidrina dado por una molécula grande quo contenga dos 

grupos omino libres» dependa en parto do la distancia do un grupo a- 

mino al otro*

Lo hay duda de quo el derivado dinitrofenil de lu bacitracina a, 
do WP-isoleucina y/o ülP-allo isoleucina» por hidrólisis. Los deri* 

vados do la isoleucina son los únicos productos identificados que pue­

den habar sido derivados de un resto con nitrógeno terminal» pero el 

rendimiento pobre en estos derivados, y el hecho de que la rulP-isoleu- 

cina estaba acompasada por material sin caracterizar, soluble en Star, 

indican que hay factores desconocidos en al formación o hidrólisis de 

los derivados 3LP del polipóptido.

I'üLATH en 1954, ha establecido que l&a muestras de bacitracina co­

mercial contienanisoleucina. Ha sugerido que esta última está presente 

aún en ¡¿reparaciones de bacitracina A, y puede ser responsable de los 

informes de que la isoleucina so encuentra cono aminoácido oon nitróge­

no terminal. Sin embargo, en el sistema solvento usado aquí para su ais 

1amiento, lu bacitracina A tiene un coeficiente de partición que es 10 

veces mayor que el de la isoleucina. Por lo tanto no puede haber queda* 

do una cantidad significativa de isoleucina en la banda a partir de la 

cual se aisló el producto final.

La reacción do la baoitraoina A con ácido nitroso, la cual da un 

producto quo no produce alio isoleucina por hidrólisis, parece eviden­

ciar claramente que la alio isoleucina deriva de un ^eoto con nitróge­

no torminal. Hete último probablemente en adyacente al resto potencial 

de cisteína, dado quo LOCIGIART y ABBAIÍAZ (1954, b) informaron que I03 

residuos do isoleucina en otras dos posiciones do la molécula pormana-



o 
oían intaotos en ol producto decaminado»

Una posterior confirmación do eota opinión, proviene del estudio 
de los productos de hidrogenolisiB de la bnoitraainaA. Experimentos 

preliminares mostraron que ol alcohol aminado encontrado primero, en 

los hidrolizados do lu baoitraoina A desulfurada, podía ser inoleucl- 

nol, y que el aldehido foliado por oxidación oon porolorato, podía sor 

alfa metil butanal» Una indicación do que el amino alcohol era isoleu- 

cinol ce obtuvo a partifr do cu comportamiento en papeleo do cronatogra- 

nas bidimensionales, tratados primeroccon butanol-ácido acético, y lue­

go con fenol en presencia de HC1 5 K. Esta opinión so reforzó cuando 

se mostró que la 2-4-dinitro fenil hidrazona del aldehido, tenía ©1 mis­

mo valor de líf que ol alfa motil butanal-2-4-dinitro fenil hidrazona, 

en los pápelos de oromatograma(BUHTO1I, 1954), y concordaba con el dea- 

cubrimiento posterior de que la serie isoleucina-cistina 3, se encontra­

ba en la molécula. El trabajo de LO&vfAET, lUATUí y ABTL7VJ!, ha mostrado 

en forma concluyante que el isoleucinol es un producto de la hidrogeno 

lisis de la bacitracina A, y también que el isolcucinol aparece en esta­

do libre antes de la hidrólisis de la cadena péptidica con HC1. A partir 

de este comportamiento, es razonable llegar a la conclusión de que ol 

isoleuoinol deriva de un resto de isoleucina con nitrógeno terminal» El 

descubrimiento de que se forma 1-omino-2-jiotil-n-butano por hidrogcnoli- 

eis, puede interpretarse en forma semejante»

Intre los restos de aminoácidos, que so sabe están presentes en la 

molécula, la isoleucina es la única fuente concebible de esta .sustancio»

Las reacciones que se supone que ocurren cuando se trata la bacitracina 

A con líi de Poney, y cuando so la inactiva con ácido diluido caliento, 

se ilustran en ol esquema adjunto (a)» Las líneas punteadas muestran las 

uniones rotas por hidrogenolisis» La formación de 1-amino-2-metil-n-butu­

no y de etil omina, involucra la ruptura de uniones C-C» Esto se sabe 

que ocurre, en menor grado, durante la acción del fíi de liancy sobre la 

penicilina (KACKA y PÜLK2RG, 194g).

EHELICIí (1907) encontró que la 1-iooleuoina, daba una mezcla do 1-i- 

soleuciña y d-allo isolcuoina cuando ao la calentaba con solución de 

2a(0Il-)2 a 100°C.

Suponiendo que la alio isoleucina encontrada en los hidrolizados 

ácidos de bacitracina A, se había formado por raoemización a partir do





una ioolouoina oon nitrógeno terminal, oo oupuso que oote oamblo tyodla 

no tener lugar fácilmente durante la hifrogonoliois oon líi de Raney, y 

que el iooleucinol recuitante podía por lo tanto Hogar a obtenerse en 

una forma poticamente aotva. Después do la oxidación del iooleuoinol a 

isoleucina, loo análisis en columnas de Dowox 50, hicieron posible deter­

minar si la isoleucina era una mezcla do estereoisómoros. Los resulta­

dos mootraren que realmente so había producido una racemizacién conside­

rable, poro quo ol producto principal era isoleucina y no alio isoleuci­

na. Concordaban I03 resultados, con la suposición do que un resto de iso­

leucina ocupa la posición de nitrógeno terminal on la molécula intacta 

de bacitracina A, y que la alio isoleucina en los hidrolizados deriva de 

este residuo. Puede mencionarse que BHCC/UUJnr, KA33 y KALBE

(1951), aislaron d-allo isoleucina de los productos de hidrólisis de la 

actinomicina C. En este ca30 sin embargo, la racemización no parece estar 

involucrada, dado que no se informé sobro la presencia de otro isómero 

de la isoleucina.

Se supone generalmente que la racemizaoién de los alfa aminoácidos 

es una consecuencia de la ionización do un hidrógeno en el átono de C 

alfa (EEU3EAGEB, 1948).

En la 2-(l amino-2-metil-n-butil) tiazolinn, que parece formar la 

parte terminal de la molécula de bacitracina A, la ionización del C que 

lleva el grupo amino debiera verse facilitada, en condiciones fuertemente 

acidas, por la3 cargas positivas en los átomos de nitrógeno, y por la i>o- 

sibilidad d.e resonancia en la estructura resultante, Fn estas condicio­

nes, la velocidad de racemización puede ser tan rápida como para competir 

con las reacciones que dan como resultado la ruptura del anillo tiazóli- 

co y lu formación do una unión peptídica normal. Esto se puede apreciar 

en el diagrama adjunto (b )•

La racemización de la isoleucina obtenida por oxidación del isoleu- 

cinol proveniente de bacitracina desulfurada, puedo haberse producido 

parcialmente durante el proceso de aislación, pero en vista de que las 

condiciones empleadas eran relativamente suaves, paroco más probable que 

haya tenido lugar durante la hidrogenolisis.

Gin embargo, no puede ignoraros la posibilidad do quo se produzca 

cierta racemización durante la aislauión de la misma baoitraoina A, sin 

fisión del anillo que contieno 3.



Lob resultados que LOCKHAKT, ABHAHAM y NIF7TO1T presentan en oote 

trabajo, parecen explicaren mejor ouponiondo que en al baoitraoina A 

hay un anillo tiuzólicof ademas, doo proplodadoo do la baoitraoina A, 

cuya interpretación era anteriormente incierta, aparecen ahora como 

consistentes con la hipótesis tiazólida. La imposibilidad do detectar 

un grupo básico en la molécula quo pudiera sor atribuido ni nitrógeno 

de un anillo tiazólico (LLuícn y ABRAHAH, 1953, b ),es oonprensiblo si 

el tlazol so sustituyo por un rosto con nitrógeno torminal* La presen­

cia do este rosto, con un grupo amino cargado positivamente, agregado 

al CO do la unión amida, a travos de la cual esta unido el resto a la 

cadena poptídica, puedo muy bien llevar el pX del nitrógeno tiazólico, 

por debajo del rango que cubría la titulación elóotrometricu. El decre­

cimiento en el coeficiente de extinción molecular a I03 254 milimioro­

nes, que so produce cuando de inactiva la bacitracina con ácido (IlÍ

y A¿ 1 íAíxj , 1953, b), es similar al coeficiente de extinción molecu­

lar que han informado KUO y (1954) para la 2-nstil tiazolina

en esta región*

Sin embargo, existen indudablemente propiedades de la estructura 

tiazólica, que necesitan ser investigadas* Las razones para los valores 

bajos, obtenidos cuando el resto con nitrógeno terminal se evidencia 

con el uso de PjliB, continúan inciertas. Por lo menos un producto que 

aun no ha sido identificado, parece formarse durante la hidrogenolisis
4

con Ei de Haney. El mecanismo por el cual el grupo amino del resto con 

nitrógeno terminal puede ínter reaccionar con un resto de fenil alaninq. 

enlalcadena poptídica, y la posibilidad, mencionada por JLiUíT..7J7}T y cola­

boradores (1955, a), de que la migración dol grupo acilo entre 3 y E 

juega una parto on la química de la bacitracina A, están entro otros pro 

blemas interesantes para la inveotigación futura.



CAPITULO SEPTIMO

Ensayos da baoitraoina

Xoa primeros trabajes para la valoración da baoitraoina fueron 

realizados por JtKKSI^ JOHKSGJí y MKLEJWf» galana describieron un mí» 

toda para determinar la potencia da la baoitraoina batndose an que
«

ce antionda como unidad» la cantidad que diluida 1(1024 an un oon» 

Junto da dos aaries de diluciones de caldo do car» a 20° 0» Inhibo 

caspia lamen te el crecimiento de una cepa da Estreptococo hemolílioo
a

grupo A» cuando ol inóculo usado para sembrar los tubos os 0,1 oo» 

de una diluoión do 10** de un cultivo do una nooho en oaldo sangre»

Mas tarda» ABKL'B» JOHKSOH, OOLDUEUQ y lELEM describen poste­

riormente ol ensayo por ol método de diluciones seriadas» Puede u» 

sarao un oaldo de infusión da corazón de vaca estabilizado con fon» 

fato monosódioo o un caldo de infusión de oorazón de vaoa y 2% de 

gluoosa-peptona» El ensayo se hace por triplicado usando diluciones 

do la nuestra ltS» 1(4 y1»5 en los primeros tubos de cada una de 

las tres filas de tubos de diluoión» y a partir de ellos so ha® n 

diluciones por duplicado de nodo que oada fila cubra los limites de
* 4 '

potencia» los tubos so siembran entonces con 0»l co» de una dilución 

de 10** de un cultivo do una noche de Estreptococo hanolítioo en cal­
do de sangre» Xas serios son incubadas a 37*C y las lecturas se hacen 

después de»24» 4a y 72 horas de incubaoión» El punto final es» la sa- 

yor diluoión para la cual el croóinicnto so inhibe por completo) así 

un punto final do 1(512 signifioard que la nuestra ensayada contenía 

0»5 Unidades por ni» y un punto final de l(4o» 0,04 unidades por mi»»
A

31 se desea mayor aproximación en la lectura que la que es posi- 
' • - » .

ble oon este tipo de diluoión» deben hacerse series de diluciones a» 

di oion al es intermedias en la vecindad del punto final primeramente
I

determinado»

Un método de ensayo como ol de 'Cilindros* es aconsejable ya 

que no sufre alteración por una contaminación baoteriana leve» Para
»

su realización basten los conocimientos de manipuleo rutinario y 

lleva menos tiempo que otros mítodos»



i

un nltodo eon esta tlonioa* para la baoitraoina* es dosorlpto por

B07T* BKKanT y SIAKLET» Cono giman ao rooonlenda al Ulorooooue fia 

▼ua en lugar del Bolreptoeooo henolltlco usado lniolalnento por 3OBS ’ <
fiüh* DDOUi y MELKHEY» fio vil quo ol Mloroooouo ora nojor debido a 

lo liso y unlfomo do su orooinlento y a los bordos notos do su som 

do Inhlblcl&u

la compatibilidad do loo resultados logrados por esto nítodo oo 

Indios on la figura 1» en la cual se han tronado dos curvos standar 

mostrando la respuesta a dosis graduadas de baoitraoina* Cada tona
4

por nivel de doeaje ee bata en el prenedio do 100 lecturas»

Vigura 1

Enseyo de cilindres para la bacitracina



BOHP y XOOK han infantado sobro un uítodo da ene «oro on plaoa quo 

permito la dotondnaalta do huta 0,08 unidades do bacitracina por 

o,c, d« fluido de*  organleno banano»

PABKEB*  SQÚOT, yM3, BISO y GOOHLBT oonyaxuron dos prooedtaien- 

tosí uno ttubldtaltrioo y otro do plaoss cilindros, pan ol ensayo 

do baoitraoina. Batos nbtodoa incluyen una discusión do la rola- 

cita satsB&tloa quo existo antro la oonoontraeión do antlbi&tioo 

y la sana do tabiblolón,

HGCT hizo una octspsruolón entro ol uitodo de dilución en so­

rteo d9 tubos y el de disoos do papel de filtro. Encontró que los 

niveles de sensibilidad de la droga por ol nitodo del disco oran 

gonorataento varias diluciones sn series Bao bajo, que los nive­

les obtenidos por dilución en tubo.

En Abril de 1951» la Coaloión de Altaentoe y Erogas de Esta­

dos Unidos, publici rsgUsisntos corregidos pon las pruebas*  mito- 

dos de ensayo y certificados do antibióticos incluyendo la bastirá- 

ciña y produotoa que la contienen.



CATITUAO OCTAVO

Uacn l*.V™Xte>.?4na.

Un í'jouu^n dd algunas «le lao prcpiudx&w y wntajao dol uoc de lu 

bacitracina* se enuzcron a continuación.

La bacitracina in vitro* cu efoctivu contra loa ontrcptooocoi honolí- 

ticos de rayor podar patógeno# eotroptocoeOD nc henolíticon* ootafllooG*
f

eco* ncunococea* £3í?oc¡jgos* rieaingocococ* bacilo di£15rico* cocos anaorá- 

bico3 on ganjral* vario? olootridios da generana gacsoea# espiroquotus 

bucales* t repon coas pulidos de la sífilis y los aotinonican. Tionc poca 

o ninguna acoíón cobre b xciloa de grupo aeróbico* Crsm negativos y no 

esporulados. Una representación on diaG-».u . do lu acolín de 7 do loo an­

tibiótico.; nao usados, cq indica en cuadro uparte.
i»

La acolín antibxcteriana do la b^uitrnoina y algunos otros antibió­

ticos sobr^ especias individuales do hucteriue* so oor»parui en la Tabla 

Lo. 1.-

La concentración necesaria para vuc la bacitracina produzca in vi- 

tro una inhibición completa sobre el desarrollo bacteriano* oo puede a- 

preciar en Xa Tabla lo.

Las ospoolos <H org mi&úoo quo dmootruron ser vulativaxaci to recio- 

lentes a la bacitracina# la vesos en la Tabla Lo. 3.-
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.TABLA W*a n
Conoentraoífin d« bacitracina, nocosaria para produoir inhibloión

carpióte ( In vitro)

Organismo
' ionslbilldail paye la 
- bacitracina

.......«
*Actínamyeas bovis <
-Actincr.ycos Israelí
*strcptococcus haomolytdcwj anaerobios 
*Staphylocoacus anaerobios
-Faolllus dlphtboriae <
-Taclllus pseudodiphthorino <
*01ostrldiua histolyticus
*Clcstridlu3 novyi
*01ostrldlua oedemtiens <
-Clostridlun soptlcm >
-Clostridhsa sardelli <
*ClostrlditE3 Bporo^enes •
*Clostridiu3 tetcnl •
*01ostridiis3 oolchli
*Coryno bactorim dlphtheriao •
*Coryne xoroso í
*Sndancoba histolytlca <
*P¿hvobactcrixsa •
bGaffkja tetrágono •
-Gonococcus ' ■
*streptococcus bota haoE’.olytlcus A-B-O-a-F< 
*StreptocoGcus beta haemolytlous D <
«Hoaophilus influenzas B <
*ixjningocoo3ua ■
tólcrocoocus flavos <
*Koíss<íTia ¡jynorrhcoaa
*Stroptococeus non haaaolyticwj <
-Pasteare Ma peatJn «
*Pneus»coecus <
*Sarclna flava •
-Snrcim lútea <
*Staphylocoecus albos *
*Stephylococcus auraus <
-Stroptococcus pyogonas <
-stroptococcus virídans
-Treponoma pallidua

•

fe 0,005^0,075 
fe 0,001-0,01

fe
fe
fe 0,001^0,025 
b -0,01
fe
» 0,002*0,01
i. 0,005-0,01* •
k o,ooó*o;oi
fe 0.002*0,025
- 0,00k*0,126
i 0,005-0,005 
i»
i. -0,0025
•
k ‘
k 0,9009*0,025
* 0,008-0,062
* -0,65
k '■ ’
k o,oo&¿5,o
* • *0,006
fe 0,6^—3,0
k
fc 0,002-0,U

k

b 0,2*1,7
- " * *0 ’603
* 0,155*1,02
» -0,00fj.
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Un* da lu ventaja» que lrapliaa au uao, radica en que e« d&Io ItrveM 

secta absorbida, si es que ss absorbe, después do su aplicación ootao 

un tóploo sobre la piel, o por el traoto intostinul ai ss efectúa un 

trita'dinto 70? oral. Esta loro abnorclón en tscabiCn caraote-

rl ¿tica del tracto respiratorio, aunque debe ceaalarae la posibilidad 

de una excapoiun on casos de alertas afeccionas»

Satas propiedades peralten nltna concentraciones d« la droga en estas 

regiones particulares, peraitiondo intervalos entro dosie nfis amplios 

que si se empleara penicilina» Aden&o loo tratamientos pueden cor repe­

tidos debido a que no produce sensibilidad cono así tampoco irritación 

en ol sitio da inyección, y si por excepción so produce ce insignifican» 

to y transitoria, conceptos que ss hacen extensivos a los pocos canos 

de respuestas alórgicnn observados»

La OacitraQlna no es iimctivada en precencia de la*- en rimas conocidas 

hasta ahora, asi cano tampoco es inhibida por loo tejidos neorótlcos, 

pus, exudados, secreciones, suero sanguíneo y semejantes» Por ello es 

efectiva en arcos de infección que requieren acción antibiótico»

La penicilina pueda eer roeaplas&da por bacitracina un dosis torapéu- 

ticas cuando se produce o existe sensibilidad hacia aquella, odora&s 

la actividad no so ve afectada por lu presencia de organismos producto­

res do pcnicillnasa. Actúa einurgétiuxiontü can penicilina, tirotricina, 

estroptceicinu y pcltoixina» Siene acción baotoricidu contra ciertas 

espacios y cepas que son resistentes a la penieilina y antreptonicina 

y cu espectro de ontividau ontibiótlua contra los cocos Gran positivos, 

es zl&b amplio que el do la penicilina, como asi taríbión su noción contra 

la estroptococcia no henolítica* Pasa rápidamente al fluido corebro es­

pinal por medio do la sangre, cuando los tejidos meníngeos están lesio­

nados, a l.^nil que otros antibióticos»

La bacitracina puedo adulniatrurse en doblo terapéutica por vía intra» 

cerubxul e intramuscular, sin causar síntomas cerebrales molestos, mien­

tras quo la punialllna(excepto en dosis por debajo do las 5»OvO unidades) 

estreptomicina y sulfcnanidan, por las miañas vías e iguales dosis, cue­

len produolr oonvulsionus»

£u efectividad contra los xaicroarganlcsoe eenolbloa, estú en razón di* 
recta con eu concentración» Una de lae particularidades de este antibió» 



tico* que llama poderosamente la atención* ce su eficienoia an si tra­
tamiento de diversas onfexmodadea on que de acuerdo a loo condiciones 

patológicas* cu aplicación no corla específica» Esto so hu comprobado 

en cacao da infecciones dórexioaa piÓgonoe* Infeccionen oftálmicos y he­

ridas quirúrgicas abiertas* cuando so la npliou como tópico»

El uso cada vos mus amplio quo so le da cono agente terapéutico do a- 

plicaciór\ local en al tratamiento cía infecciones vngir.alon* 03 una pruo- 

bn r>&s de la bondad de na utilización en al control de ruchas infoooio- 

ncc comunes» bacitracina por su acción tanto bactericida cono baote- 

riostátlca* ec segura y efectiva como medida profiláctica oral* previa 

a la cirugía abdominal o posterior a otros procedimientos quirúrgicos»

Diversos casos do amoblaste agudas y crónicas* refractarios a otros tru- 

tumicntop* han mostrado una completa y pronta renioión dv loo signos clí­

nicos* al administrase tabletas d» bacitracina» La curación de lesiones 

y esterilización de deyecciones se producirá ul cabo dd 8 a 10 dias»

Loa resultados obtenidos en al tratamiento do la disentería bacilar* 

han demostrado la afectividad de la bacitracina contra distintas aapas 

del Sacillus dysenteriao* pero son necesario© todavía myores estudios 

para ubicar correctamente al antibiótico en los tratamientos para este 

tipo de infecciones» -1 uso parenteral de la bacitracina con contralor 

cor.itario adecuado* está autorizado en los reglamentos de la división de 

do antibióticos* do lu Administración do Alimentos y Drogas do los lista­

dos Unidos» Ln tal03 condiciones es uuu drogj. salvadora do vidas* en ca­

sos de infecciones producidas por Invasión de estafilococos* estreptoco­

cos y neumococo sí la dosis geneiAilr^ntu se limita a 100» unidades dia­

rias* y debe mantenerse una cuidadosa observación para evitar enojosas 

consecuencias» Hoy en dia* no ce racomienda tanto para inyecciones intra­

musculares o endovenosas* y si en pasadas* soluciones nasales* tabletas 

orales y polvos para preparar c¿luciónos»

Un sinergismo sntrs la baoitraoina y otroo antibióticos* cuando se em­

plean en tópicos y por vía parenteral* ha quedado establecido en muchas 

pruebas clínicas y ensayos cobre orgonisnos aislados» La aplicación de ba- 

oitracina en coxabinaolcaes poliantiblóticnc* es una consecuencia lógioa 

de eso© rebultadas favorables* permitiendo un control rápido de ínfooclo- 

nes con dosis ni» bajas que si se la usara sois* disminuyendo así la pro­

babilidad del desarrollo de una cepa reliotente» De este modo* on caeos en 
loe que no se había logrado respuesta con penicilina* aureomiclna y eotrep



VV

toaicina, se aseguró el control d® la infección por la asociación ccm oantl 

dado® relativamente pequeñas do bacitruoina» Este demuestra la bondad del 

s inerg i crac en la antibioticoterapia»

Uno d® los aspectos mas nuevos d® la producción de antibióticos, es el u- 

so de esos productos como factores promotores del crecimiento de animales*  

Ensayos preliminares han demostrado que la bacitracina tiene probabilidad 

des excepcionales en este campo y la Comercial Solventa, está produciendo 

bacitracina con este propósito, utilizando Termentadores de unos 200 mil 

litros de capacidad, en Peoría, Estados Unidos» Además estimula la aplica*  

ción de la bacitracina en este nuevo campo, el hecho de quo si bien la 

producción es similar a la destinada pura uso farmacéutico,la etapa de re­

cuperación es menos compleja» La particularidad de su acción se manifies- 

ta en favorecer el crecimiento y reducir la mortandad, hecho que se ha com­

probado en aves de corral y cerdos» El produato comercial contiene aproxi­

madamente, 10 g» de bacitracina por Kg»»Él suplemento para las comidas mas 

acabadas es de 1 Kg» mus o menos por tonelada da alimento» 

Futuro: Es difícil sino imposible predecir oon seguridad ol futuro de un 

nuevo agente químico terapéutico. La bacitracina, igual que otros produc­

tos químicos del comercio, sobrevivirá sólo si puede permanecer en posi­

ción competidora desde el punto de vista del costo y utilidad» Para mante­

ner esta posición la JLnvostlgación actual se dirige por tres caminos¡fer­

mentación, recuperación y estudio de sus aplicaciones»

El estudio de la fermentación involucra la investigación de muchos me­

dios posibles con la finalidad de aumentar la cantidad de bacitracina pro­

ducida en un volúmen dudo, o de usar materias prisa s de menor costo para 

un igual rendimiento en antibiótico» Como una prueba de la influencia de 

estos factores podemos señalar que el perfeccionamiento de uno de ellos, 

la fermentación, permitió incrementar en sumo grado la producción de peni­

cilina» La recuperación de bacitracina del caldo fermentado, debido a quo 

es un proceso múltiple, ofrece muchas oportunidades da mejoras conducentes 

a lograr un mayor rendimiento total» En lo que respecta a los métodos de 

recuperación, el mejoramiento de algunas etapas de esta operación, permito 
afirmar que se llegará a un producto de mayor pureza» Beepeoto a las apli­

caciones terapéuticas de este producto, podemos agregar a lo consignado, 

que serán necesarios nuevos y prolongados ensayos clínicos pava agotar 

sus posibilidades»



CAPITULO KOVENO

Esquema de una producción en eoanla inducirla!

Loa nntec^dcntoo do la producción industrial de baci 

traoina» tienen origen on lao lnveotlgaclones efectuadas por loo La­

boratorios Bon Vonuo on 1945 en curplanta da Bedford» ülilo» Ya en 

1946 producían ^preciables cantidades del antibiótico en un equipo 

quo oo usaba con anterioridad pura la producción de penicilina on 

cultivo cuporflciale

A pesar d- quo el proceso de Bcn Vonue era decidida­

mente una operación en pequeña eecala» go usaban botellas do vidrio 

como recipientes para la fermentación» la cantidad obtenida ora sufi­

ciente para cu aplicación tarapeática yu conocida y para ensayos oon 

ol objeto da estudiar la extensión de su espectro antibacterial»

A finso de 1946 la Comercial Solventa Corporatíon 

encaró por si niema el problema de la producción do bacitracina o 

intentó realizarlo en condiciones sumergidas» La probada economía 

de lo producción de penicilina en estas condiciones» hizo aparecer 

al proceso como ol nao conveniente» Así el trabajo do laboratorio 

mostró que los títulos obtenidas con cultivos carnereídos» podrían 

car iguales o ñus altos quo los obtenidos con iguales medios en cul­

tivo superficial» le ahí que on Junio do 1947» Comercial Golvents 

completó un convenio de investigación y licencia con Ben Venus y rea­

lizó el procoso do obtención de bacitracina para ellos» hasta que cu 

propia planta piloto para producción sumergida» ootuvo en operación 

hacia fines de cea año» Comercial Solvente» utilizando las insta­

laciones de fermentación existentes en la planta de Torre Houte pro­

dujo bacitracina en escala comí-comercial hasta fines de 1950 en quo 

su nueva planta da antibióticos se puso en carcha»

La descripción detallada de la niem ziuastra la importan­

cia do la combinación do microbiología» química o ingeniaría bioquí­

mica para que el disuño y operación de una planta de antibióticos 

sea un óxito» 
IcGcripoiSn: Una condición fundamental on cualquier proceso indus­

trial de fermentación aerobia» es la provisión de una cantidad ado— 



ouad» do aire comprimido estéril; esto no pro a en taba nuevo o problemas 

para la organización de la Commorcial Colwts dado que habla opora* 

do oon un prooeeo aaróbico para pan lo Ulna desdo prinolplon de 1944» 

Kaalmcnta el aíro para la nueva planta de baoitraoina lo provee el 

alomo olotona central que lleva aire para la planta de penioilina 

adyacente» Zun anteo do construir la planta do penicilina Commer- 

cial Solvento había puooto on marcha otra fermentación aerobia pa- 

ra ln producción de riboflavina»

Cintería de.nirB: L03 compresores son del tipo reciproco do una so­

la etapa movidos p >r motores sincrónicos» .Antes de completar lu nue­

va planta do bacitracina* se aumentó la capacidad de lu unidad cen­

tral agregando un compresor centrífugo da cois etapas movido por tur­

bina a vapor» La capacidad del nuevo compresor os do 11»320 litros 

(4tcoo pió 3) de aire por minuto* con una presión do descarga de 

2* 857 atm» (42 lb/pulg»2)» Dos razones para la cclccciSn de este ti­

po de compresor son:

1- Consideraciones de espacio indicaban quo cualquier otro tipo re­

queriría un agregado al edificio existente»

2- Lu demanda de vajor exhausto do la turbina* mostraba lao venta­

jas do esto tipo do compresor de 3 ¿o el punto de vlst x cccnóniao»

SI aire que viene da los compresores pasa a truvóo de refrige­

rantes del tipo tubular (abolí and tubej; del refrigerador el aire 

pasa a travos de una trampa de la cual ce extraen periódicamente 

la humedad condensad» y el acoito usado»

Uno do loa problemas que encontraron los ingenieros al dise­

ñar lu nueva planta* era la colección do un método efectivo y eco­

nómico do üDtoriliración do aire» Loo ha indicado que muchos mito- 

dos se han usado con óxlto en la industria; estos con:

1- Exposición a altas temperaturas»

2- Luz ultravioleta o precipitación eléctrica»
«

3- Lavado con soluciones causticas* ácidos o soluciones desinfec­

tantes y filtración a través de columnas rellenas con algodón* 

lana de escorias* lana de vidrio o carbón activado»

Xas columnas rellenas con carbón activado se seleccionaron 



finalmente como «1 equipo móe aconsejable para esterilizar el aire 
para la nueva >lonta de baoitraoina* La experiencia ha mostrado que 

es esencial que el aire comprimido bruto* que pasa a través de to­

rres rellenas de carbón> debo calentarse por encina del punto de roj­

eto para asegurar una provisión de aire estorllj por esta rozón oo 

instalaron pequeños procalentadoreo accionados a vapor del tipo tubu­

lar* en la línea de aire* inmediatamente antes du que entraran al fon­

do de los esterilizadores de carbón para aire .La temperatura alcan­

zada* no podía tenerse en cuenta para la difrencia en esterilidad 

del aire obtenido* dado que estaba en el rango de 4o a 60 °C* So 

consideraba que sin calentar penetraban en ol lecho do carbón goti- 

taedo agua que so fornaban* ul' enfriarse ol aire por debajo del pun­

to do rocío* por causa de la expansión a troves do la Válvula de con­

trol de entrada* listas gotitas evidentemente* arrastraban bacterias 

y esporas* desde lu superficie del locho do carbón al medio de fer­

mentación*

Cada tanque do cultivo internad io* tanque de alimentación y ferian - 

tudor* tiene bu esterilizador de carbón para aire y precalentador pro­

pio* Esto so puede observar en el diagrama de Operación que so adjunta 

los esterilizadores para aíra son de tamaño variable* dependiendo 

del volumen de aire quo se manipuleo* El diseño os el nidio en to- 

doo los cacos: ol aire entra por la base de la torra y pasa á travos 

de un lecho de carbón uutivado (U.3* standard l.o*ñ a Ko* 14) y aban­

dona luego la torra por el tope* quedando así libra do bacterias y 

en consecuencia apto para la fermentación* Un diseño de esterilizador 

de carbón para aire* se observa en la figura que se acompaña*

Las torres do carbón ee esterilizan con vapor vivo cada vez quo so 

realiza igual operación en el tonque do cultivo* tonque do alimenta­

ción o fomentador* En otras instalaciones similares se han usado 

torres de carbón durante varios años sin reemplazar los lochos* La 

perdida de actividad es muy pequeña o nula como consecuencia del uso* 

desarrollo del cultivo y faraentaoión» £1 procedimiento General para 

la producción nioroblolócioa» os haoer crecer el Bacillue uubtilie 

Tracy sobre ligar o mantenerlo en estado do espora* eeoo en tierra 

esterilizada* Una pequeña cantidad da esa tierra se transfiere asép­

ticamente a un frasco agitador de 4 litros do caldo do poptona*







Dospufis qua el fraooo ha estado on ol agitador de 18 a 24 horas a 

temperatura controlada de 37 erados contigrudoo, ol cultivo queda 

Hoto para utilizarlo como inóoulo on el tanque de cultivo Ínter» 

nedio, quo acta bocho do acero innlidable y tiene una capacidad de 

570 litros ( 150 galoneo W»A» )

Los componentes dal x» dio so esterilizan por medio do vapor 

mientras so agita con un mezclador vorticalj luego se enfria con 

agua que circula por la misma camisa que condujo ol vapor utiliza­

do en la esterilización» El cultivo contenido en el frasco se in­

troduce a través do una conexión do manguera de goma que también 

se ha esterilizado con vaporj después de inocular se pasa aire es­

téril a través del tanque do cultivo durante ?6 horas» Para esa 

entonces, ya ha tenido lugar un crecimiento aprociablo y el conjun­

to se insufla con aire estéril, dentro de un tanque de germinación 

cargado previamente con medio de cultivo y enfriado a 37 grados C.

El tonque de germinación es de un diseño similar al tanque 

do cultivo intermedio, pero su capacidad es do unos 4.600 litros 

( 1.200 galones II»A. ). Esta construido de acoro inoxidable y equi­

pado con una camisa utilizable para enfriar o calentar» So intro* 

duce aire estéril dentro del tanque do geminación, hasta que ol 

ciclo de crecimiento ha llegado al máximo de reproducción» Luego, 

el contenido del t:mcua se insufla con uiro estéril dentro de un 

Termentador que previamente ha sido cargado en parte con re dio ude- 

cuado» El proceso de llenado del Termentador so completa después de 

la inoculación»

Los Termentadores son recipientes verticales de acero inoxida* 

ble con soldadura y de una capacidad de 90 a 95 mil litros» Cada & r* 

montador está provisto de fondo cónico y la mitad inferior del apara* 

to se enfría por medio de serpentines de acoro inoxidable de 5,08 amo» 

do diámetro ( 2 pulgadas)»

La temperatura se controla automáticamente regulando el oau* 

dal de agua a través de los serpentines! el aire estéril se envía por 

hileras de tubos de acero inoxidable que tienen una abertura de 2,54 

ano» ( 1 pulgada) en su extremo situado carca del fondo del fomenta­

dor y el caudal se mide .a'través de un orificio, del lado interno 



del filtro de carbón* y esta reculado por una válvula do control si­

tuada en uou nir.o lugar. El neduo queda ocnotldo a una sobrepresión 

de 1/3 de atmósfera aproxir.x»dnx)entu* la cus se recula con una y Alyu* 

la do control* situada en la linea tío ventilación»

Los furaentuderes están colocados fuera de la edificación y 

cada uno *e llena* inocula y desagota a través de una válvula quo 

poseen en la baso.

A nedida quo avitfiza la forxúünt?>aión se aprecia un aumento gra» 

dual en el plí y uno ms pronunciado en la velocidad do producción de 

bacitracina» Lado quo no es posible realizar un ensayo inmediato so­

bre el título de bacitracina del radio* el tiempo óptimo de fermentación 

so do te ixlina en experiencias anteriores» Es observable a menudo* du­

rante el ciclo do fermentación la producción de espuma. Esta es con» 

troluda por nj dio de un agento untiospumunt^ esterilizado por calen­

tamiento. Generalmente se utiliza una mezcla en partas iguales de un 

acoite minorul y un agente químico sintético»

L uino para la preparación del medio? El medio se prepara en tonques 

apropiados llamados cocedores» En la planta de bacitracina hay dos ti» 

pos do cocedores:

1» Cocederos para el medio da geminación* de unos 4#coo litros do ca­

pacidad»

2» Cocederos para el rudio de fomentación de unos 45»500 litros de ca­

pacidad»

Los primeros están construidos de acero al carbono revestidos 

en forma similar a los tonques de germinación» El agregado do agua se 

realiza a través de un regulador quo corta el caudal cuando so alcan­

za el volumen necesario. Los ingredientes d i medio que oon: harina 

de soya* carbonato do calcio y almidón en pequeña cantidad* se agre­

gan por medio de un trasportador mecánico. La capacidad do carga de 

cada cocedor es de 3.uuü litros» El contenido se calienta por medio 

do vapor que circula por la camisa y se agira no dianta un dispositivo 

que penetra por la parte superior» Luego del cocimiento* la masa ca­

liente se insufla al tanque de (p rminación por medio de vapor a pre­

sión* donde se enfría hasta la temperatura de fermentación. Previa* 

mente* el tanquo se esteriliza con vapor vivo.



£1 cocedor para el erodio d» fumimtaoión ee un recipiente «q un re­
cipiente horizontal do acero al carbono» equipado con un agitador do 

acoro inoxidable tipo rastrillo» El cocedor se carga con 35»OGQ liw 

trOH da agua» quo se miden con un manfiaaetro de vidrio do nivel líqui­

do» y con loo ingredientes secos» traídos por transportador meo&niao» 

La proporción de dichos componentes en este medio» os igual a la dol 

codio de geminación»

m contenido so calienta con una lluvia de vapor vivo a través do 

15 válvulas do retención» especialmente diseñadas y distribuidas re­

culamente a lo largo del fondo dol cocodor. La masa se calienta a 

1CU °C, con la válvula do calida abierta para deepluzar el aire» La­

ta válvula» se cierra luego y es bleva la temperatura a 121 °C» man­

teniendo la misma durante 00 minutos» En el transcurso do todo el pe­

ríodo de cocimiento» bq haca funcionar el agitador»

Luego de oste tiempo» la nasa caliento se bombea por medio de una 

bamba centrífuga do una sola etapa o impulsor abierto» a travos de 

un enfriador» hacia el fomentador» El enfriador del medio es del ti­

po da tubo doble» donde la naca caliente pasa a través do loe tubos 

intomos y ol agua» a través del espacio anular» Las tubos internos 

son de acero inoxidable y las camisas son de acero al carbono» El a- 

gua quo cale da las camisas dol enfriador se encuentra a una tempera­

tura cercana a los G5°c y se la recolecta en un tanque de almacena­

miento do agua caliente» de 90 a 100 mil litros do capacidad» Se la 

usa pora cargar otros cocedores y también para lavar los fomentado­

res vacíos» 

recuperación: La recuperación o extracción do la bacitracina do la ma­

sa fomentada» se muestra esquemáticamente en el diagrama de Opera­

ción que se adjunta»

Al completarse la fomentación» la masa so bombea a un tanque de 

recepción de unos 90 mil litros de capacidad» construido de acero 

inoxidable con fondo cónico» El pH de la masa fomentada no disminu­

ye introduciendo acido sulfúrico en la corriente» después que ésta a- 

bandona el fomentador» El acido so bombea con una bomba dosificadora 

tipo pistón» y se mesóla con la masa por medio do ángulos agudos» en 

la línea do tubos que van al tanque de reoepción» Taspués que oo ha va­
ciado ol fomentador» se lo limpia con un lavador rotativo tipo pistón»
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dodioado originariamente u la llripicza de tonqueo de aceito; para e- 

lia se bombea agua a una presión de 13 a 14 atuoofcrac» por medio do 

una bomba centrífuga do dos etapas» desde el tanque colector de agua 
caliento hasta el limpiad o r. So bombean nproximadamento do 650 a 7o(p 
litros por mírate. Lorpuós do un lavado de 12 minutos con agua callen* 
te» el fe montador se esteriliza con vapor a una presión de una at­

mósfera» durante 6 a 12 horas»

La masa acidificada se agita en el tanque receptor» por nodio de 

un agitador lateral do dos velocidades» instalado un la parto cóni­

ca» lo rJi3 bajo que sea posible. La velocidad del agitador se controla 

con instrumentos do nivel líquido. Cuando el líquido alcanza en el 

tanque un nivel determinado» el agitador comienza n funcionar a ba­

ja velocidad; ya a un nivel mus alto» oe conecta automáticGmente una 

velocidad mayor» para compensar el aumento de volumen, y al vaciarse 

el tanque» ce invierto el proceso. Lesde un depósito y por medio de un 

transportador mecánico» se agrega al tanque da recepción» un coadyu­

vante du filtración en el momento en quo Ir* agitación es mas intonsa» 

La proporción óptima es do un litro de coadyuvante por cada 20 litros 

de contenido» pero «otó supeditada a la naturaleza del raido fermen­

tado. El conjunto se bombea a través de un filtro prensa do placa y 

narco» do 91,44 cm. (36 pulgadas)» provisto da placas y narcos de alu­

minio. Laajprensas catón equipadas con artefactos hidráulicos para n- 

brir t cerrar» accionados a motor. La torta prensada» que contiene el 

coadyuvante de filtración y las células bacterianas» se separa» raien­

trae que el .filtrado claro» fluye a un tanque. Al prinoipio no se usa­

ba la torta como subproducto vendible. Pero la semejanza do esto pro­

ceso con el do la penicilina» hizo pensar en la posible obtención de 

suplementos para la alimentación da animales» cometiéndola a procedió 

mientos adecuados da purificación y secado. Actualmente» eso so ha le­

grado y la Comercial Solventa posoe en Teoría» una planta de bacitra- 

ciña» cuya producción se destina a ese fin.

Lesde el tanque que lo contiene» el filtrado se bombea n una bate** 

ría de extractores centrífugos con eolvontes en contracorriente» ex­

trayéndose la bacitraclns con butanol. La rolaoión de líquido a buta- 
nol es aproximadamente de 4 a 1« La velouidad de alimentación de li­

quido a cada uno do loo extractores» os de 15 a 20 litros por minuto.



Los exima tora o can do acero inoxidable y ol rotor trabiju a una ve­

locidad aproxliruida do 2.000 revolucionan por ninuto»

fodxnoc oa.'inlar que el but nol y ol liquido a extraer pasan en aon- 

tracorrientu por un conducto en espiral ubicado en ol rotor del ex­

tractor» TI contacto íntimo entro ol oolvonte y la capa acuosa dotar- 

ulna la extracción de la bucitracina por el butanol.

Un diajrv^a do la sección transversal del rotor de un extractor» 

que cu dable apreciar en la figura quo se naenpaHa» indica eoquena- 

ticauonto ol principio do la operación» al espacio entre las vueltas 

do espiral osla muy aur¿uatado con ol fin de facilitar su ontundiniento» 

Un extractor individual opera normalmente en fonu continua durante 

3 horas y luego ce lo desconecta da la linca para hace rio un lavado de 

1 hora con acido fosfórico diluido» aunque en algunas oportunidades 

suele empicarse colusión calienta do carbonato do sodio»

El Uituiol en ul liquido que dóscar¿ra de los extractores eo recupe­

ra en un sistema simple de destilación que usa una columna con flatos 

perforados cono agotadora» con redestilación subsiguiente en un alzan* 

bique provisto de una oolumna con campeas do burbujeo y decantador» 

La solubilidad del solvente e¿¡ do» aproximadamente 34 lts»( 9 galoneo) 

por cada 530 Its ( 100 £>lcnc3) de líquido agotado» de ahí que es in- 

teresontu su recuperación» El butanol que contieno la bacitracina pro^ 

veniente do los extractores se reúne en un tanque do recorva y luego 

se carca en v.n concentrador vidriado d1-' unes 2.300 lts.(600 galones) 

de capacidad provisto do un eyector do vacio do 3 etapas»

Una mezcla do butcxol y agua» catando en franca ebullición» se 

evapora a 4o im» de mercurio y 23 grados C condensándose los vapores 

en un recipiente cerrado enfriado con calmara»

El destilado pasa a un decantador donde la x¿azcla butonol-agua 

salo hacia el agotador y el butunol húmedo so reuno» pura cargar con 

el al^uabique anteriormente citado» La operación do concentrado eo 

Ecrii continua en el sentido do que el butanol ce carga intermitente­

mente junto con poquehao cantidades de agua hasta que el volumen to­

tal do butanol provenionte de un fexwcntador» cerca do 1S.CXX) lts» 
(4.000 galonee) ha sido elaborado» En ese momento quedaren el 6onoen- 

trudor un residuo aouoeo de 380 a 570 lts» ( XK'Ü * 15° galouonj ^eepro
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El concentrado ncuono so trata can carbón un no dio ¿oído durap- 

ts 33 minutos en un t?nquo do acero inoxidable do unos 760 lts.(200 

galonee) de capacidad provicto do agitad oís Foto tratamiento con cur-
< ) 

bón permita decolorar y deoodorizur al concentrado) la proporción 

¿til mismo en do 2 >3, 5 grano? (0,5 libras) por cada 3,785 lto.(l guión) 
o

do concentrado. Tota suspensión no filtra por filtro da prunoa do pla­

ca y marco de 30,43 cri. ( 12 pulgada»J, cuyas piucas y marcos hsn oí­

do recublertOG eopacialmente para evitar picaduras en el hierro. El 

filtrado pam lusgo por filtro do ¡Jaita para eliminar cu¿.lquior bac­

teria que pidiera haber desarrollado durante «1 procuro.

TI ccncuntrado libro cc bacterias v. luego a un secador a granel, 

de bandeja, quo opora n una presión da 1<X> a 2u0 micronus y una tempe­

ratura di 6í? C-7Í? C • □eopuón que no fe eliminado el agua, ol polvo 

que queda casi blmee, está listo para cu utilización en f^rrausia 

Pucpt; en rarcha d > una ruovm nlnntu
Se ha diseñado un sistema cen­

tralizado do controleo automáticos para la planta) cuando ©otó com­

pletamente instalado, el Blotesa proveex'a una acción remota y coordi­

nada de casi tod&s las válvulas importantes en la unidad de fermenta­

ción; así por ejemplo, será posible ostableoer todas lúa válvulas ln- 

plicudaz en la inoculación de un ferientador, olxsplesicnte ellgitn^Q. 

una posición de la válvula piloto de púa rtu múltiple colocada en un 

panal y unida al sistema de acción neumática.

Una in ótala clin do coto tipo es de valor especial on fermenta­

ción dado que la posibilidad de contrainación proveniente do ríalas 

guarníclones en las válvulas, oc eliminaría.

La instalación final do los controlea automático© no demofó de­

bido a dlficulatadoo técnicas secundarias y oseases do artículos o- 

sencillos dul equipo. En un principio y por cetas mismao razones, cu*  

chao de lao operaciones que debían cumplirse autraátlcanonto, debie­

ron efectuarse a mono, como la carga de loo cocedores.

En todo procoso nlcrobiológico Jla higiene eo condición esencial; 

por ello, previamente a cada oparución debe asegurarse la misma ne- 

dinnte una limpieza total do los tanqueo, cañerías y otalO3 oquipos, 

con una soluoiún callente do coda cuúotica y ¿o carbonato de APdlO 



en solución tombicn caliénte < Loe cocedoras dal fomentador, coocda- 

roo de gcxrJUuiulÓn, tanques d**  & xninnclón y fomentadores deben ino- 

puQoiouuri-o on bucea de unto rían nxt t-vpib. El nlaten*  íntegro debo 00*  

r:«t?roe a una ectorilización con va.s?r a 1 atió.^Xbra do presión.• *
A.r.. segurar <; m la temperatura de lus linaria do exmería a los 

sifones y do Icio secciones de conduo/lÓn y válvulas ec la quo corros*  

pande a la da esterilización, so emplean lápices Indicadores que se 

fabrican con cer>c espaciales.

Antes de iniciar ol proceso, deben realizares una corlo da opera- 

cienos da carácter exploratorio para asegurarse de 1- eficacia de ca­

da una do las partes qau componen la planta.

Control: Con la planta en ©punición y y 1 en escala do producción oomar- 

clal, el control quí ico, físico y bacteriológico «n particularmente in 

portante# Estos conceptos sobra control se aplican igualmente a la pro­

ducción de cualquier otro antibiótico.

La temperatura de cada formentador, tanque da geminación y cocedor, 

se indica en un rogistrador circular de temperatura; las prusianos ce 

regletr n en la formu»

Feriodicxmer.to co extraen zuoetos do cada ferm>ntador en forma u- 

©óptlca para do terminar el título, pH, oon Urinación con bacteria» ex­

trañas y ocasional!lento otrui do t¿x*  lina clone» usp^cialeci. La» muos- 

trxo, norxuELnunto cu extruon oon un intervalo de 12 homo, sin embar­

go pnru procesos oopucialcn o etapas en las que ce norpecus contamina­

ciones, ce 1o hace con raiyox*  frecuencia.

Antee de inocularse bu eac& una nuestra pura comprobar si ol medio 

a sembrar posee la ecterllldad requerida; para ello eu siembra una pe­

queña cantidad del medio on linea ©obro placa do agur y ce, cultiva du- 

rmite un tiempo igual al requerido para el decarrollo de la fermenta­

ción en el tanque geminación o aun en el mismo fcrmvntsdor. 

El registro que can esta» muestras es asuncial para determinar la fuen­

te de cualquier contaminación que pudiera do carro liarse.

Al contrario do lo que ocurre en loe procacos químicos, el trabajo 

jaicroticlógico no admito grados de pureza; la esterilidad es una con­

dición absoluta.

lílentra© quo el procoeo quirico se realiza casi olompre en presen­

cia de mol&culao extrañas a los re activo o en Ju<^o, el proceso niorO-
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biológioo genaraímente no puede realizarse el hay una cola cólula ox» 

truüaf ya quo tal c6lula o espora puode en cuestión da horas multipli 

curse extraordinariamente o inhibir la fermentación.

Ln el caco do lu bacitracina, la contaminadun es particul^xnon 

tu serla ya quo le afecta hasta ol grado do detener una producción ul 

turiorj y a menudo^ destruir la quo se hubiere producido hasta el rso- 

nonto de la cont-miiraioión.

Laboratorio: La planta dascripta posee un labor ¿torio adecúa dónente 

oqulpado» con dos habitaciones destinadas al contralor y una para 

olcribras.

Las liasit telones de incubación estín provistas do agitadores que 

oscilen a ICO ciclos por minuto y un recorrido do O>63 cm.(£ de pulga 

da )• La temperatura que oscila en un rí-ngo do 2^°C*^O°C • se precien 

en nao cienos IoC.-

La habitación destinada a la nluabra» ostl forradx con plástico 

do cuporficlo opa cu > lo cual peralte una rx.yor limpieza y ovitar el 

brillo debido a la luz ultravioleta. La habitación so lava fretnuntj- 

rwnte con soluciones doolnfootantes y ue la roolu por connleto untos 

de trabajar en olla» para asentar cualquier partícula do polvo.
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a.- k juro

La fomentación sumergida tiene especial interós in- 

duotriol» ya que permite un gran ahorro de copado por la calidad 

de los elementos utilizados» a la vez que resulta superior» con ree* 

pacto a otro tipo do fomentación» el aprovocliamicnto dol medio»pues 

ol temen sumergido en la nasa dol mismo y mediante una adecuada a- 

gitación» consigue un contacto íntimo y total»

In nuestro caso» en que trabajamos con un carmen francamente aero» 

bio» debe proveerla ademas al sistema de fermentación» de una aérea* 

ción forzada»

So utilizó como fermentad o r un balón do vidrio ryrcx do 5.GCO cc» 

do capacidad provisto de tres bocasj el aire inyectado a presión que 

llega al ceno dol balón por su boca con|all» lo proveo un compresor 

impulsado por un motor eléctrico trifásico do cinco ’í.r» y 1425 re­

voluciones por minuto» quo puede alcanzar una presión máxima do 200 

libras»

L1 aire os conducido por un caño do hierro do i pulgada do diá­

metro» A la salida del compresor tiene un filtro dó paredes do hie­

rro» relleno de lana mineral y algodón para impedir el arrastro do 

cualquier cuerpo extraño» Inedia tunen tu dispuso do este filtro» po- 

eÓo un manómetro que nos traite mantener constante el caudal de ai­

re compensando la perdida de carga» Luego continúa un tubo de hie­

rro provisto de varios grifos que permiten la toma del aírcj de uno 

de estos grifos por medio de un tubo de goma» llevamos el aire a un 

frasco de burbujeo para saturarlo da humedad c inpedir así ln ©vapo­

ración excesiva di medio de cultivo» Lcspuós continúa un filtro do 

paredes de vidrio» relleno de algodón» esterilizado» y cuyo objeto 

es esterilizar a su vez el aire a inyectar»

La boca central del balón so obtura con un tapón* de goma per­

forado atravesado por un tubo de vidrio» uno do cuyos extremos ce co­

necta al tubo de gana que conduce al aire» y el otro» introducido en 

el b31ón casi hasta el fondo» tiene un ensanchamiento en forma de em­

budo» que recubierto con un trozo de gasa peralto una mejor distribu­

ción dol aire inyectado»
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Una do laa bocas lnteraleo cota obturada con un tapón do goma por* 

forado y atravesado con un tubo do vidrio rocto do un diámetro do 12 

r;ilime tros. £1 extreno quo so halla en ol interior dol balón no debo 

tocar ol medio, y el extorno aa tapona flojamonto con algodón unvuel- 

to en ¿iiea. Tato tapón penotru aproximadamente tres céntimotros en el 

tubo do vidrio y cu fijación so asegura con un pequefio trozo do tole/ 

adhe civa. I2ste tubo paral to la salida del airo y el agregado del inó 

culo y de sustancias antiosvunantes.

La boca latoral reotante so obtura también con un tapón de go­

ma perforado y atravesado por un tubo de vidrio acodado en ángulo a- 

gudo, uno do cujas extremos no encuentra en el interior dol balón y 

llega aproximadamente al fondo dol mismo, El extremo exterior tiene 

adaptado un trocíto do tubo do goma currado por una pinza de L'ohr.

Este dispositivo nos peralte, aprove citando la sobroprenión 

que so crea en el balón al obturar momentáneamente ol tubo do salida 

do aire, obtener muestra. El diámetro do este tubo debo ser reduci­

do pura que la cantidad do medio a desechar en lu tona do muestra 

sea pequeha, La cantidad que se desecha es la que se halla en ol in­

terior dol tubo en el momento do extraer la muestra, ya que eviden­

temente, no representa el estado del a.edio en eso momento.

Los detalles del aparato fomentador son dables de apreciar

en ol dibujo adjunto.
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El gomen productor od una copa núnaro 166 do Bnoillus subti- 

lie Tracy, do loo Laboratorios flOcefart. Foto gomen os r¡antenido en 
agnr vi tríale o inclinado de la ciguicnto cunposicicn:

1.- Caldo cozaún compuesto por: l.sJVJ OC.

u) l'eptcna do carne 10 c.

b} ti*-*c¿'U  du C-i*L ü lu £>

0 ) L'aCl >> :: >•G«

a) 1»3 C.
e) AgíPx ¿estilada C.s.p •1COO co»

r**<.•< w

3. -
4. -

5. -

6. -

Ex i r a oto de t oc: u te

Extracto ¿o levadura

Glucosa

Hígado 1:100

Jarabe polivlt-.^Iniuo

30 co.

2 g»
CT z»a g.

2 g.

•J cc.

Je ajusta ol £>1I a 3,0-7,0 y so agrega al r.edio 15 
gramoc do agar agar. Jo hiervo ♦A/ viljll.1 tos, oo lluv.i a un litro, se 

filtra por algodón en caliente y ce reparte en tuooc. Estes scesteri- 

lirón en autoclave a una atmósfera d© presión ¿arante minutos.

3c dejan enfriar en pico de flauta (*kr  inclinado) 

y en ellos se repica el górrxn con anca ¿e platino o cantal. Ce incu­

ban a 37 gradea O duran te 43 horas y se c «roer veri en heladura.

Es aucasario repicar el germen cada 6 me sos.

la fórmula ¿el jarabe polivituilnico utilizado cg la 

siguíente:

Extracto hepático titulado en vitamina 
( 25 /ig/g) y ácido folleo 12,5 g.

Vitamina 3^ 0,02 g.

Vitamina 0,01 g.

Vitmnina 3^ U.GxzÓ g.

Vitamina C 0,05 £.

IZlcotinmida 0,10 £.

Acido glutánico 1,00 g.

Sacarato de hierro 5,00 g.
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Ca HPO4 1,00 g.

Cu304 0,01 ge

HnS04 0,005 ge

HgSO4 0,05 g.

C0SO4 0,0005 g

2ÜSO4 0,0065 g

KI 0,001 ge

KaCO. 0,80 g.

Sacarosa 60,30 ge

Acido benzoico 0,20 ge

Agua destilada CeD.p. 100,00 CCe



c.« d:oc y pirsta a hjnto y)’:r. j^tgws

jara inocular ol gónion al nodlo do cultivo, do*  
bo prepararse un inoculo ol quo gü hace on cuido vitamínico do

la Giguicnto composición i

1.- Caldo común compuesto por i luUJ cc«
h ) 2'cptone de cama 10 g.

bj xtracto de carne 1J c*  •
c ) LaCl O f\ rf <'f'J Ij»
d ) U4 1» o G*
e) *<ua  destilada c.s»p» GC»

£•- Extracto de tomate 30 ce.
3.- Extracto de lev*idura 2 c.
*•- Glucosa 5 g»
5.- ¿¿igndo lxlGJ 2 g.

6.- Jarabe polivit&mínico 2 ce.

rote jarabe polivitamlnico, en el nismo quo utilizamos al pre­

parar el agar vitamínico y cuya fórmula detallamos anteriormente*

fl caldo asi preparado se hierve durante treinta minutos para 

facilitar la disolución de los emponentes*  Luego ce filtra por 

algodón» su ajusta ol p’I a 6,53 - 7,J y se esteriliza en autocla­

ve a una atmósfera de proslón, durante nedia hora*

L1 nedio ce coloca en un frasco de ¿’ariotte cuya abertura in­

ferior esta obturada por un tapón do goma. atravesado por un tu­

bo do vidrio acodado en ángulo recto, uno do cuyos extrenos pe­

netra en el interior del frasco, y el exterior, so conecta median 

te un trozo de tubo de goma a otro d.u vidrio quo posea un extre­

mo afinado, cubierto por una currpanitn invertida*  Lctu campana 

so cubre con algodón y luego con gasa*  Una pinza de líohr tona oí 

tubo do goma que une loo tubos de vidrio*

_ste dispositivo nos permito efectuar la inoculación al balón 

de fermentación en condiciones do asepsia*

Colocado el medio de inoculo en el fraoco do Kariotte, cuya 

boca superior ce obtura con un tapón do algodón, se esteriliza
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f
a una atmósfera do preuión durante 30 minuten. Una vez frío oX mutilo, 

I
procodcmos n la oíuntara i el niemo. rara olio podenoe emplear don mé­

todos: uno constato on traxisf*?rir  mediento ol anca, desde el agar 

inclín?tdu donde se ha cultivado el fjr:cnt una partícula de fióte al 

interior del franco do L'ariotto, en condicionan do «asepsia.

.'I otro método conuinta en n;;regur ul tubo do agar inclinado don­

de so cultiva el germen, 1 ce. de agua dactilada estéril, oo agita 

luego el tubo y so transfiere radiante pipeta estéril y en condicio­

nes de asepsia, al frasco de Vnriottu ¿onde cu halla ul medio, la 

suspensión del gormen que ce ha logrado por la agitación.

Una vez sembrado ce lo mantiene un estufa u 37 prados C durante 

43 horas, rcoarrolla- el germen en ese tiempo y tunemos así prepara­

do el inoculo.

..c necesario en sayar la cantidad do inoculo quo daba agregarse 

a una ct-ntidud dada do medio do cultivo, a fin do obtener un buen de­

sarrollo del górmun, en un período relativa, km tu btove, observable 

por la casa del mismo y que so mn tonga sin Usarse durante 10 a 12 

dias por lo monos, pues en ese término, según experiencias coi torio- 

re o, ce alcanza la producción máxima de antibiótico.

Fura ensayar la cantidad adecuada dt> inoculo utilizados como 

medio de cultivo el siguiente:

1.- Glucoca 5 g.
o **»• — Acido cítrico 1 9*
3. — Peptona de carne 10 g.

4.- K 1¡FO> 0,5 g.

5.- mim»,2 4 0,5 g.

6.- * gSO/i «7 IL-ü* *w 0,2 g.

7.- • A lípO 0,01 g.

8.- ?0 SÜ..7 HOCt c.» 0,01 g.

9.- Agua dactilada 1030 CC.

Esto caldo so hierve durante 30 ninatoo parñ 

facilitar la disolución de loo componentes.



Se lleva al volumen primitivo y se filtra por algodón*
Se ajusta el pH a 6,8-7,0 y so oolocan tres litros del mismo en el ba­

lón de fermentación que se esteriliza en autoclave a una atmósfera de 

presión durante 30 minutos* Una vez frío se agrega asépticamente, la 

cantidad necesaria de glucosa en solución estéril al 50$. Se debe em­

plear esta técnica para el agregado de glucosa, debido a que si bo la 

estereliza en presenoia de fosfatos, se produce una oaramelización muy 

pronunciada, que resulta perjudicial para el crecimiento del germen.

La esterilización se hace sobre el conjunto integrado portel balón, 

el filtro de algodón y las uniones de goma, que deben ser de látex para 

evitar deterioros por acción del calor* Estas se obturan mediante pin­

zas de Hoffman para evitar acumulaciones de caldo en las mismas*

Como el Bacillus subtilia Tracy necesita aereaoión forzada, debemos 

ensayar .también el caudal adecuado de aire, o sea aquel que produzoa une 

agitación efectiva del medio, sin ser excesivamente tumultuosa, y que 

permita obtener mayores rendimientos de antibiótico*

Para estos ensayos se utilizaron tres balones de fermentación, conte­

niendo 3 litros de medio cada uno* Estos balones se inocularon con 75 

co*, 100 cc* y 150 cc* de inóculo respectivamente, y se hicieron tres 

series de fermentaciones, pasando en la primera un caudal de i litro de 

aire por litro de l&edio de cultivo, por minuto; en la segunda se pasó 

un litro de aire por litro de medio de cultivo, por minuto; y en la ter­

cera serie, 2 litros de aire por litro de medio, por minuto* El caudal 

de aire se mide oon un medidor de gases*

La técnica de agregado de inóculo es la siguientes se quita el ta­

pón de gasa y algodón que obtura el tubo de salida de gases del balón y 

se lo flamea con la llama de un mechero* Simultáneamente se quita lá cu 

bierta de gasa y algodón 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 está protegido por la oampana, con el tubo de salida de 

gases* 

Una vez frias las partes flameadas, so abre la pinza de Mohr, penetran­

do así el inóculo en el balón* La campanita protege de cualquier peli­

gro de contaminación, y además se hace circular aire por el balón,len­

tamente, para asegurar mas aún, las condiciones de asepsia de esta ope­

ración#



Final i cada la rnicma, retiramos el frasoo de Mario tto, volvemos a fia- 

mear el tubo de salida de gases y colocamos nuevamente su tapón de algo­

dón. Ya estamos en oondioiones de iniciar la fermentación, la que se rea* 

liza a una temperatura de 29-30 grados centígrados» Para ello se utiliza 

una estufa de las siguientes características! bu base y esqueleto son de 

madera y sus paredes y techo de cartón prensado» Posee miradores de vi­

drio y está aislada con planchas de amianto» El sistema de calentamiento 

está constituido por una resistencia de alambre, desarrollada uniforme­

mente en la base y convenientemente aislada» La temperatura es regulada 

mediante un termorregulador de dilatación, manejable desde afuera y pro­

visto de lámpara piloto» Orificios practicados y dispuestos adecuadamen­

te, permiten la introducción de los tubos de go?a que conducen el aire»

Un inconveniente oque se presenta en esta fermentación es la formación 

de espuma, que se produce al desarrollar el gérmen por efectos del pasa­

je de aire» Para obviar el mismo pueden utilizarse diversos agentes anti­

espumantes, entre los que podemos citar los siguientes: aceite de semilla 

de soya; aceite de manteca de cerdo; aceite de manteca de cerdo con 1% de 

alcohol octadecíllco; alcohol etílico de 95 grados con 1$ de alcohol oc- 

tadecícilico; etc»-

E1 utilizado en nuestro trabajo es una emulsión de silicones en agua, 

que ademas de sus propiedades anti-espumantes, presenta la ventaja de ser 

inerte con respecto al germen cultivado» Esta emulsión se esteriliza en 

autoclave a la presión de una atmósfera durante 15 minutos, y en caso de 

separarse una pequeña fase acuosa, se la agita fuertemente para homoge- 

neizarla»

Por el tubo de salida de gases, previamente flameado, se agrega con- pi­

peta estéril, la cantidad necesaria para lograr la desaparición de la es­

puma»

Cada 2^ horas se observó la marcha de la fermentación y se extrajo 

muestra, dete iminándose su contenido en antibiótico por el método que se 

describe en el capítulo siguiente. Se continuó así durante 10 dias»
La cantidad de inóculo óptima, conforme a los requisitos ya consignados 

es de 100 cc» para 3 litros de roedlo de fermentación»

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

ellos se lograron rendimientos bajos. Con los otros dos, sq obtuvieron



se

mayores e iguales rendimientos, pero como el de des litros por litro de 

medio, por minuto, produjo agitación violenta del medio oon salpioadu*  

raa inconvenientes, so elige como caudal adecuado el de un litro de ai­

re por litro de medio de fermentación, por minuto, ya que el minino pro­

voca una agitación apropiada*

Como consecuencia de estos ensayos, para todas las fermentaciones que 

se realizarán en ol presente trabajo, la relación de inóculo-medio de 

fermentación, será de 100 oo» por cada tres litros, y el caudal de aire 

de un litro por litro do medio de fermentación, por minuto*
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Para valorar la baoitraoina producida, utilizamos un noto- 

do biológico quo na basa on la nnroolnoiftn do la noaión inhibitoria 

quo ojorcc sobre un gorman "test”, el antibiótico contenido on la 

muestra quo os valora. Como germen 'toot**  puedo utilizarse el Estafi­

lococo albu3, Estreptococo fccalia, oto. Cono término do comparación
J

ee usa una solución patrón de baoitraoina, que eo agrega en cantidad 

y diluciones conocidas» en las mismas condiciono^ do trabajo a que 

somatemos la nuestra a valorar*

Para Hacer la solución patrón se utilizó una bacitruaina en polvo 

de la Peniclc Brond (H*2*U*U«  )» llamada Penitracin*  Hoto antibiótico 

tiene 54 unidades por milÍGramo y está controlada con el número 163- 

L*J*F**  La técnica do valoración es la siguientes la preparación de 

la solución patrón de baoitraoina so realisa sois

1) Ce disuelvan 5C0 rg de KHgPO^ en unos 80 mi*  de agua destilada*

2) Ce rr.rer.^n 10<i do bacitracim*

3) ;;o ajusta ol pHa 6 con XTaOIí al 1&

4) so carraca a 100 mi*  con agua destilada*

Preparada la solución» so la guarda en heladera bajo toluol» habién­

dose probado que la misma poseo una estabilidad do dos meso» por lo 

menos*

Las diluciones necesarias para la valoración las hacemos en cal­

do Hoyar» cuta fórmula eo la siguiente)

1.- Feptona do carne ICO c»
2. — Extracto de levadura 30 £.
3.- Extracto do carne 30 c»
4.- Glucosa 20 £.

3.- HaCl 70 C
6.- Buffor

a) KH¿PO4 26,30 £•
b ) KgKFüé 73,70 (j.

7.- Agua dactilada 10 lít.OB

Hn tubos do ensayo de igual di&jotro» oe colocan 5 mi*  de este 
caldo en cada uno*  3e taponan con algodón y so esterilizan ah auto­

clave durante 30 minutos a una atmósfera de presión*



r>O

Xa preparación dol matorial ee realiza en la eicuiení© formas 
so laxa 1 ni. ¿o cada ziuestra y es lo agrega a un tubo con 0 mi» do 

caldo Hoyor. Esto tubooo callanta luego a 100°C durante 5 minutos■»
utilizando para olio una olla a prooión sin colocarlo ln válvula y

oon pooa cantidad do atuaf do ¡xanara <1« calentar a vapor fluente»

El calentamiento tiene por f¿:i matar gumeneo y eliminar ol toluol 

quo tiono ol material*  ya quo las muestran*  hasta ol momento de la va*  

loraoión» se guardan en heladora bajo toluol»

fstn operación so rápita con la solución control*  ce deoir (pac a 

un tubo qu*?  contiene 5 mi» do caldo Hoyar*  so lo agrega 1 ni» do eo- 

luden control y so lo calienta a 100°c durante 5 minutos on olla a 

preciSn» Luego hacemos con la solución control y las nuestras a valo­

rar*  las siguientes serien do diluciones:

5v1;o ■PalAQ Cantidad ¿e muentra yjiluolón
•» X 5 £11. 1,0 Cl

<¡81 

tubo 1

lsG
n tf 1,0 ril 36

3 0,5 ill 66
A H 0,3 ni 103

5 II 0,2 ni 155

6 1,0 mi.
dal 
tubo 2

216

7 11 0,5 mi 396

a 0 0,3 E11 643

9 0 0,2 Sil 936

10 tt 0,03 ni testigo

Semblan en el tubo lio» 10 se puede agregar 1 ni. dol tubo lío» 3 
y tendremos asi una dilución 1:1296| lógicamente dejaríamos otro tu­

to como testigo»

El gormen *test*  por nosotros utilizado*  os una cepa lío» 82*  de 

Estafilococo albus de los Laboratorios °CoefaM*quo  so acondiciona pa­

ra su empleo de la siguiente manera: de un cultivo en agar vitamíni­

co indinado*  hacemos un repique en 5 mi» do oaldo Hoyar y lo incuba­

mos en estufa a 37°a durante 24 horas»

Le este tubo co toman 2 gotas con pipeta nntnril y se suspenden 

en otros 5 mi» de caldo HOyer*  so agita y da esta suspensión so agre-
l

gan 2 gotas*  también con pipeta estéril y on condiciones de asepsia*  

a cada uno do los tubos que oonforaan lu serie de diluciones»



Eetoe tubos se cultivan en cotufa a 37°a durante ocho horas, al 

cabo de las cuales re hace la loaturn, la misma oonrlnte en ver en 

cual de loa tubos de ln serie de diluciones de la muestra problema, 

comienza a desarrollar el Estafilococo, lo qua indios quo a esa dilu­

ción, lo concentración de bacitraclna existente, no ea suficiente 

para inhibir el crecimiento dol gormen*

Lo mismo hacemos en la escala patrón y deducimos el número da uni­

dades o concentración de bao1truena mediante el niguionte razonamien­

to: la escala patrón usada tiene como concentración nóxima 54 unidades

( 1 ), la que corresponde ul tubo inmediato anterior que mues­

tra desarrollos luego, en la escala de diluciones problema, al tubo 

inmediato anterior en que apreciamos desarrollo, le corresponderán x 

unidades*  Ejrapio:

Tubo da escala patrón: Eo*6  ; dilución: 1:216

Tubo de escala problema: Lo*  4 : dilución: IglúB

216*••♦*••• 54 u.
X u»

2X3 • 27 unld.kíhjs#

El doctor Oscar EUlíIfíL, fundándoos en esto, confeccionó una ta­

bla que peralte leer directamente el número de unidades, tabla que 

se adjunta*
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JAULA

-Tubo acntrol - 1 • » 3-> 4 .- 5 - 6 -- 7 - 0 - - 10 -

-dilución: - 6 •• 3ü-• 66-. 108- 15Ci- 21ü«• 395- G93- 936- - 1236 -

-Cantidad: -1,0--1,0-0,5- 0,3• 0, £!- l,0<• 0,5- 0,3- 0,2 ■- 1,0 •

Tubo muestra) 1 - • 3 -2,C7'- 1,5-. 0,0- 0,5- 0,5 <-
0 0 2 - ■29,4.•15 - 12 «• n .** • 5 - 3 - 2 ’•
0 0 3 • • > 54- 33 - 23 - 16 •• 9 - 5,5- 4 <-
0 0 4 . . 54 .- 37 - 27 •• 15 - 9 - 6 -

a « 5 - •» fl 78 <- 54 - 39 ••21,5- 13 - 9 ’-

6 - - ios • 75 . 54 «• 30 - 18 - 12,5'-
• w 7 - • - 02 >. 54 - 33 - 22, 5--
w 0 8 - - -162 •. 88 • 54 - 33 <-
• 0 0 - • -234 .•127 - 78 - -
9 0 10 - - -324 ••177 -
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R»« Empleo do distinto» nwdlo» de cultivo.

Sosoribirenos lu feraantaolonos rsalixadas en 

te trabajo. K1 propósito quo perseguinos en ol nismo aa enontrar un 

medio 4a foxaantaoión oon un ouetraoto proteioo asequible a nuestra 

industria, quo resoplase al laido 1-glutlaico del adió de fe menta­

ción copleado por ASEE», JOKKSOH Y MKTJ3CT y por HEKltt.W ea loa tra­

bajo o que oo han toa&do cono gula do éste.

Se cada una de setas fomontaolones se extrajo 

nuestra oada 8< horas efectuando sobre las mismas una deteminaoión 

oolorinótrioa do pH y una Toloraoi&n biológica del antibiótico pro­

ducido.

So utilisó oouo fuente do nitrógeno proteico, una poptona 

do carne cuyo porcentaje do nitrógeno total es ds 6,93 g. - Como la 

ai osa romplasarl al laido l-glutémiao, sus t reato proteico empleado 

por AKKEH, JOffiJSOiJ Y líSISJiEY y por HKEULXM, que poste un porcentaje 

de nitrógeno total igual a 9,52 g., ¿Jabeaos agregar a nueBtro medio 

una cantidad de poptona que equivalga al nitrógeno del &cldo 1-glu- 

tóaico. Agregando la oantidad de 10 granos ds poptona por litro de 

cedió, ounpliaos aobradanante oon este requisito.

El medio de feraentaoión tiene la composición siguientes

!•«■Glucosa 3 g*

2# -Acide cítrico 1 g.

X •Peptona do oarae 10 g.

4. -Ka}IP04 0,6 g«

5# -KH/Og 0,8 g.

6# -JígSOi.VHgO 0,2 g.

7. -2hiS04.4H¿0 0,01 g.

8e -yeso^nigO 0,01 g.

9. -Agua destilado 1000 oo.

Bate caldo so hierre durante SO minutos, so filtra por 

algodln, so ajusta ol pH a 8,8» 7,0, se oolooan tres litros del mis­

mo pn el balín do fermentaolta y se esterillen on autoolave a una 

atmósfera do prosita durante 30 minutos. Junto oon ol filtro do aire



quo •• adosa ya definitivamsnts*

Una vas frío, por las rasónos ya oxpusstas*  ss adioiona la 

glucosa en soluoiÓn estéril al 50$ on oondioiones asépticas*  luego 

se inocula el medio do cultivo oon ol aparato y la técnica ya des­

cripta • Scvpasa un caudal ds aire de 3 litros por minuto quo so 

mide on un contador do gases a paleta*

Teniendo en cuenta la ópooa del a!io que nos permitía man­

tener en ol laboratorio una temperatura que oscilaba alrededor do 

los 24 grados C» este primor conjunto de fermentaciones en ol cual 

so ensayaron nuevo sustractos proteicos*  ce realizó a temperatura 

ambiente*

Iniciada la fermentación que se prolongó durante 10 dias*  

ya que on eee lapso de acuerdo a la teoría» debe lograrse la pro­

ducción m&xlma do baoitracida*  dato ratificado por la experiencia» 

fué ncoesario agregar-repetidae vocee el agente antieapumante*

La emulsión do siliconos so agregó mediante pipeta esté­

ril*  por el tubo de calida do gases previamente abierto y flameado 

con un mechero*  ficho agregado so inioió a las 24 horas de incuba­

ción suspendiéndose al séptimo día» pues la producción de espuma ha­

bía disminuido oaai totalmente*

Cada 24 homo se extrajo muestras >de los 3 balones an quo 

ce realisaba la fermentación. Xa extracción se hizo siguiendo la tía 

nica mencionada anteriormente*  En cada muestra se determinó el pH y 

concentración dol antibiótico*

Con estos valores ss han construido los siguientes diagra­

mas»
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Segunda tirl» de fermentación**»

Cobo fuente de nitrógeno orgónioo, se utilisó un “Cora 

•teep*  producido por Refinerías Argentina*  de Bal*  qu*  no*  fU*ra  ce­

dido gentilmente por lo*  "laboratorio*  Squibb", cuya riquega en ni­

trógeno ** g*  4,92 g«%» Para cantonar la equivalenola an nitrógeno 

oon respeoto al toldo 1-gluttmioo del medio tipo, *•  deben utilizar 

10 oo» de este “Cora ateep*  por litro d*  nedio de fermentación.

La oamposioión dol medio empleado es la siguiente i

1— Glucosa 5 g*

2*  — Acido cítrito 3 g*

3*- ■Corn stoop* 10 co*

4*. KjjHPOg 0,5 g.

5*- KHgPOg 0,5 g*

6*- Mg304.7UaO 0,2 g*

7*- i¿nso4*4n¿o 0,01 g*

8.- Peso^VHgO 0,01 g*

Agua destilada c*s*p* 1000 cc*

Debido a la mayor cantidad de materias minerales que 

contieno el "Cora steep", ee aumenta a 3 gromos la cantidad de ¿oído t *
cítrico empleado*  Este Acido permito un mejor aprovechamiento de

i 
los metales al formar acoplejos solubles*  que de lo contrario con 

los fosfatos*  forman sales muy poco solubles*  HEEIE.IIJ comprobó que 

con este agregado favoreció el aprovechamiento de loe metales por 

el microorganismo*
¥

La tóonloa da trabajo en lo quo respecta a la con­

ducción <• la fermsntaoiÓn, extracción da muestras, determinación de 

pH y valoración del antibiótico, oa la alema que empleamos en la 

fermentación anterior*  En cuanto al agregado de antiospumanta so 

inició a las 2< horas ds incubación*  suspendiéndoselo al sexto día*  

La variación del pH y los rendimientos en baoitraoina, figu­

ran en los gr&fioos siguientes!
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-*  Teroer» serie de fermentaciones»

Como fuente do nitrógeno proteico oo coplean dos tipos ds 

"licor do Corn oteep"', oo decir un •Coro cteop" sin conoentrsr ob­

tenido en.si laboratorio oon tlcnioas que es describen en si capí­

tulo correspondiente*  La diferencia que existe entre los dos tipos, 

consiste en que uno ss obtiene a partir de saaís sin geminar, y ol 

otro, a partir de maís previamente geminado*

La riqueza en nitrógeno del primero es de 0,63 g*$  y la 

del segundo ee do 0,88 g*$  • Para mantener la oquiva&onoia en ni­

trógeno con respooto al ¿oido 1-glutómioo, tendremos en auenta es­

tos datos.

La caaposioló n de los medios de cultivo es la siguientet

radio A

1*- Gluoosa 8 g.

2a- Aoido oltrlco 2 g*

3c- •Licor de Corn steep"(sin germinar) 78 co.

4*. *2^*4 O>5

5.- KHjjPOt 0,8 g.

6.- UgSO4, 7 H„O 0,2 g.

7.- UnS04, 4 H 0 0,01 g*

8.- PoS04, 7 HgO 0,01 g.

9.- Agua destilada CaSap. looo co.

Uedio B

1.- Glucosa 8 E*

2.- Acido cítrico 3 E*

3.- •Licor de Corn steap" (geminado) 55 cc.

4.- ^HP04 0,8 g.

5.- “1^4 0,5 g«

a.- llgso4. 7 HoO
A

0,2 g.

7.-
»

ühS04.“'4 H2O 0,01 g.

8.- PeSO4* 7 «20 0,01 g*

9.- Agua destilada a*a.p* 1000 ca.

Las condicionas do trabajo fueron las mismas quo en fermentaciones 

anteriores. Con los resultados so han hecho loe siguientes diagramaot» 

en.cuanto al agrogado antieapumante ee inició a las 24 horas de lncu- 

baoií®, suspendiendoiolo al sexto días»*







Cuarta seiie da fernentaoloneei

8a utilisa «orno fuanta da nitrógeno orgfinioo un hidroll- 

«ado pópsioo do hígado, cuyo porcentaje en nitrógeno oo do 8,B3 g.-

Para lograr la proporción do nitrógeno que hornos fijado 

so utilisan fl grano a desbate hidrolisado* El medio do cal tiro tiene 

la siguiente oanposiolám

1.- Glucosa S K«
2.- lo id o oítrico i r*

3*« Hidrolisado pópsioo de hígado 6 g*

4.- K^ÍPOg 0,5 g.

5.» KHgE>04 0,0 g*

8*- Eg3O4. 7U¿0 o, a g*

7* - 141304. 4 H^O o,oi e.

8.- 5*0304. THgO 0,01 g*

9.» Agua destilada 1000 00*

So trabaja en iguales condiciones quo.en las fermentacio­

nes anteriores*

El mítodo do obtenolón y análisis sumario del hidrolisado 

pópsioo de hígado figura en capítulo aparte*

El agregado antiospumante se inició a las 24 horas do in­

cubación» suspendiéndoselo al octavo día*

los resultados obtenidos on esta fermentación pueden a- 

preciarse en los diagramas que siguens





fointa Borle da fornentaolonos»

Como fuente de nítrSgeno proteloo ee utiliza un hldroll
• . * » ' *

zado químico de proteínas obtenido a partir de sangro desecada 

(dry blood)* quo es un subproduoto de la industria frigorífica* ya 

quo proviene de los residuos ds faansmiento*

8u contenido en nitrógeno total es de 1*89 g*%» De

ahí que sea neaesario para mantener la proporción do nitrógeno pro­

teico* el empleo de 27 oc« por litro de medio de cultivo*

La composición del medio empleado es la siguientes

1.- Oluoosa S g*

2.- Acido oltrloo 1*5 g*

3.» Hldrolizado fio* 1 27 oo*

4.- KgHP04 0*5 g*

5. • KH¿P04 0*5 g*

6*o HgSO4 .7 HgO 0*2 g*

7*« finSO4 .4 HjjO 0*01 g*

8.- ?#S04 *7 HgO 0*01 g*

9*» Agua dosillada o*.*p« 1000 oo*

Las condiciones de trabajo son las mismas que las 

desoriptas en las fermentaciones anteriores*

Con los datos do pH y los resultados obtenidos al 

valorar el antibiótico en las mueotras extraídas cada 2¿ horas so 

han heoho los diagramas siguientes) en ouanto al agregado anties­

pumante se inició a las 24 horas de incubación» y fué suspendido 

al sexto día.





— Santo atril de femontnaioneei

Se utllleft tmblfaa un hidrollsado químico do proteí- 

nao» limado Xo. 2.» Xa oantidad a agregar es de 11 oo» por litro 

de nadie» ya qjie su rlquosa en nitrógeno ee de 4,65 ge£-

Xa ooraposloiÓn del nadie oo la siguientes

1.- Oluoosa 8 g.

2.- Aoido eitrloo 1»8 ge

3.- Hidrolisado So* 3 11 ooe

4. - KjHPO^ 0»8 ge

5.- KH¿?04 0»8 ge

6.- KgSO4. 7 HjO 0»2 ge
7.- tnSO4 • 4 H¿0 0»01 ge

8.- Fs304. 7 HaO 0*01 ge

9.-Agua Destilada c»s.p» 1000 00e

Xos resultados obtenidas es estobleoen en los diagra­

mas olguicntosp respecto al agregado antloopumants se inició a las 

24 horas de incubación y fui suspendido al séptimo día*
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•e SÓptlna serlo de fe «en tac láñeos
«

£X hidrolizado químico do proteínas quo oo utiliza on 

ooto ensayo, al quo llamaos hidrolizado So. 3, oo lo obtiene isa- 

clin a partir do sangro desocada»

So agregan 12 oo, por oada 1000 ce, do medio ¿Moque 

ou riqueza on nitrógeno total os do 4,11 g/C •

1a composición dol medio de cultivo empleado oo la

oíguientos

1.» Glucosa 5 g.

2«- Acido cítrico 1»5 €•

3.- Hidrolizado lio. 3 12 CO.

4.- KgHPC^ 0,5 g.

5.- KH2204 0,5 g.

8.- Hg304. 7 HgO 0,2 g.

7.- rnso4. 4 h^ 0.01 g.

e.- y»so4, 7 k2o 0,01 <•

9.» Agua destilada O.s.p» 1000 CO,

La tÓonloa do trabajo os Igual a la ya dascripta» 

Lo loa tres balones utlllsados on la fomontaaión eo 

extrajeron nuestras oada 24 horas» En ollas se vulofó ol antibiótico 

producido y so de te minó ol pH oolorlnetrícanoste»

Con loo resultados obtenidos se han confeccionado los 

siguientes dlagronasf ruspeoto al agregado antieopunanto so inició 

a las 24 horas de Incubación» suspendiéndooslo al sóptino día»





•- Octava carie d» fermntaoionosi

En la última carie de fermentaciones de cota con­

junto, ac ha usado como fhenta do nitrógeno protaioo, un hidrolisa- 

do químico do proteínas obtenido a partir de sangre dessoada.

El método do cbtsnoión y an&lisis sumario del 

mismo, a igual quo el de los tres hidrolisadoo anteriores, figuran 

en ol capítulo correspondiente»

Su riqueza en nitrógeno total ee do 3,77 gjt | 
por lo tanto, para mantener la equivalencia en nitrógeno debemos 

emplear 9 co» do hidrolizado por litro de medio»

la composición del medio de cultivo se detalla 

a continuación»

1«- Glucosa 3 g.

2» • Acido oítrico 1,5 g.

3.- Hidrolizado Eo» 4 9 co»

4— «2^4 0,5 g»

S»« KHjjPOg 0,5 g.

KgSO4» 7 H_O 0,2 g»

7.- ]¿nS94» 4 H¿0 0,01 g«

8»- Fe304. 7 HgO 0,01 g»

9.- Agua destilada c,s,p» 1000 00»

&» los raedlos de cultivo a base do hldro- 

1izados químicos de proteína* , hamos elevado la cantidad de úoido 

oítrioo a 1*5  g» debido a su mnyor riqueza en minerales»

Loe recuitadoa obtenidos en antas series 

do fermentaciones figuran on los dlagrsm&e alguientas) en cuanto 

al agregado antlespunante oo inició a lee 24 horas de incubación 

y fuá suspendido al octavo día»





.too

la «ata» ocho «aria* da fonoontaciones pódenos aprooiar qus 

las curras do pH presentan un desoenso producido per la acidificación 

dal «odio» debido al aprovechan lento de la glucosa por el ginsen* 

Luego el pK subo por la dssaainaelta de los anino&oidos*

Los rendinlentos en baoitrnoina son bajos» ya qus san nuy 

Inferioras oon respooto a los que so obtienen en fomentaciones su* 

porfioiales y con agitación* Esto lo atribulaos a la baja toapera* 

tura a qus fueran realisadas*
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VARIACION JE LA TEMTORATURA

A losofeatoo da obtener mejore a rend talen too rea»

Usamos un segundo conjunto do ooho corles do fomentaciones, eh 

las cuales eoploaaos los aleaos medios do cultivo o iguales condi­

ciones do trabajo quo loe utilizado» on las series precedentes, a 

excepción del factor temperatura do tncubaolón, que se lleva a 

29-30 grados centígrados en la estufa desoripta anteriormente,
A

Cada serio ce realisó en tres balones de fermen­

tación, en forma simultónea, Ocao loe olementoo y técnica do tra­

bajo ee detallaron con anterioridad, oonsignamoe directamente en 

diagramas, las variaciones de pH y el rendimiento en antibiótico 

quo oo determinaron en lae muestras extraídas cade 24 horas, 
En estas fermentaciones, ce evitó la fonaaoión 

de espuma con ol agregado de ellioonea en ecíulciÓn,

En general ol agregado do inició a lae 24 horas 

ds comenzadas los fermentaciones y so suprimió sn el transcurso 

del sexto ol octavo día, al dejar do ser necesario.





















Los rendimientos de estas serles de feracntaoiones9 oonfir- 

nan las consideraciones efe a tundas a la las de los resultados sb«
* 

tenidos on ol prteor conjunto» Eo doolr» quo ol factor tenpora»
A r

tura influyo fundamental y positivamente en la produoolfin do ba- 

citraoinu»

Los resultados obtenidos evidenoiun la calidad de los 

medios empleados y en particular* ya en el objeto do nuestro 

trabajo* la de los elementos proteicos que los integran*

Ello Justifica el intento de variaciones quo ofresoan 

al gfcraen la posibilidad do un mejor aprovechamiento do los me* 

dios da cultivo* y por consiguiente una mayor producción de an­

tibiótico»



(>*• VARIACI31F OTJT^MI^O COM AGXTACXOT

Este intento se baza en la presunción do que ai »• 

te o do inocular ol ¿traen al medio de fsznentacita» es sometido 

a un prooeao da acostunbríimiento a loa condiciones que imperan 

en ta formanlacita zuzurrglda» se hallará mjor adaptado para su 

desarrollo»

Para ello nodificarc^cs la técnica do obtencita del 

ln&culo» procediendo en la toma siguiente t

la una botella do vidrio do ooras planas* do SOO oo» 

do capacidad» se introducen 50 oa* de caldo vitamínico empleado 

corso medio de inloulu» So cierra fio jasante con tapta do nlgodta 

para peraitir la circuidcita del aire» y se ostorlliza en autooln* 

▼o n una atméofara de precita durunto 30 minutos*

Frío ol medio» ao lo siembra con Bncillus subtilia 

por cualquiera de Ico dos téanlca» citadas» en condialOMs do 

arepcin» üa lo lleva a estufa incubándolo a 37 grados rur^nts 24 

horas* Al cabo do estas 24 horns» mediante pipeta estéril y en 

rigurosas condi alone» do acepcin» trannfartaos loe BO cc* 

dos a un frasco de Karlotte que previamente ce lo preparé con el 

dispositivo que lo convierte en franco inoeulndor» también ya des» 
y

cripta y que con tiene 50 ce* do anido vitamínico esterilizado*

Una ves hecho coto» incubamos ol frasco inoculador 

durante otrne £4 horas a 37 grados centígrados» agitándolo en un 

dispositivo que os encuentra en el interior do la estufa* -ota a- 

&i tacita tiene por fin acostumbrar al g&roen a las condiciones 

imperantes en profundidad» ya que la farden tacita con agi|MÍta 

os eomojhnto en sus condicionen a 1* euxergidn* Pedemos aonaids- 

rarla intermedie» entre la fomentaaita en superficie y Xa sumer­

gida con aereaclta forzado» utilizada en nuestro trabajo»

71 oistecsB de agitacita comprendo un cajta da «a* 

dora suspendido del tocho de la estufa por dos varillas do hierro 

artioulodao que toman ol esjta por sus aristas» en uno de sus ex- 

tronos» En ol otro» su baso estS fijada a um varilla do hierro»
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que a su tus tiene >1 o ir o en fonm sjcofentrlca a una
polca* l ata polea eó sesionada radiante una oorrea tranmalsora per 

un motor elfeotrieo de ¿ do 1!*?* que la ruwvu a 70 rsvoluoionsa per 

rinutw. Tote cíetelo» hieeaue el cAjln nuera en un plañe harisca* 

til y pira aso curar la entablillad de Ion fraseos y evitar roturas» 

se ooloca aserrín h>nt- fo^\ar un enpenor do 6 eentl^troc* 

rreporado nnt el InSeulo e« lo int/oduco en el bulen fór* 

nant^dor siguiendo la tScsúca dü«orlpt-x al mencionar los condlcio* 

ma u ünu rales o do trabajo da la ferreun taclia rumrgíín*

^pisando esto tipo c# Inoculo na IXcvS a c,iuu un nuevo con* 

jur.to de ocho ©cries de fermentaciones» con loo ^ts^os^sdioa de oul* 

tlvo¿ •<.u« los utlli litios en Ico conjuntan ¿interiores*

te «apicaren slrailtimtríente tr<?s telones por cada serle do 

fer* entucionec» aseadiciun&doo en igual fasta que ¿interiorante* 

Ln ellos so colocaron tr5o litros ¿c de cultivo y no uctsrlllzi

el conjunto do bklfen» filtro--d# aire y eonduotoc do g~na» a una at* 

uoSf^ra de prenlio durante 33 minuto:;* Una vos frío» inoculado jr re* 

guiado «1 caadal de aíre» que deba car de un litro» por litro de me* 

dio y por minuto» ee incuhfe en «atufa & ^*30 grados centígrado*:*
X <,

Xsspufea de le» prta>rn$ ;:4 horas fufe noce cario n^&garv«>
íiC^nto antierpx^nta ( allicóno caulclon?»¿oa)» oper^ciSn que

1,

prolongó hasta el sexto u octavo día* Tlcho agregado cochizo aecpti* 

cuente y adianto pipeta ostSril» por el tubo de salida de gasee
i

do Ion balones d» fwx^&ntaai&n*

Ih sintióle» las condiciono» tfianicus y detalles prfec* 

tieso obeamdos en eetaii serien de feraontaelono son las misma 

Q43 las doscriptus al relatar las anteriores* Cocso.si^pre» cada 

24 hor^s do extrajo rustra» deteminündose en las mismo pH y con* 

ceutraclSn d® cntlbifetico* Con los datos obtenidos so Xnxa oonotruí* 

do loo diagrui-w ui¿ralentszi





















Con la varlaolta afootuM* •• oonaigulft un «umuío en loa 

rendimientos n&xinoa da •ntlblitlco» aatablacilndaaa nal laa ceadi- 

eionts genéralos do trabajo que peralten la obtenoi&n do b&eiiraQi- 

na oon rondiuiontoo concoptuadoo con¡o buwos*

la similitud do los resultados logrados con loo distintos
I

nedlos do cultivo» señala oaao rooomendabloo a todos loa productos 

utilizados coeao fuente do nitrógeno orgánico» poro an base & la fa­

cilidad do su obtención y lo ecor&nlco da su costo» podemos distin­

guir a los produotoo extractivos del maís o sea loo "Cora eteop* 

y los hidrolizados obtenidos a partir do sangro desecada*
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H.» JET0D03 XS OBTENCION Y AHAUSlS SUUARXO IB XAS SUSTANCIAS

Cora esta sustancia os un produoto oxtraotivo del mala*  in

microbiología «1 *00»  steop" puedo servir oano suplemento pora 
reemplazar extractos o como fuente prinolpal de nitrógeno y carbono 

para todos los mioroorganismos en general» que sean o apa oes do cre­

cer bien en un m dio simple que contonea extracto de caras y pepto- 

na« sales minerales y vitaminas.

Para ob tejes rio so oemienza por humedeoer el grano de mais lo 

que so hace en tanques do madera abiertos*  Xa operaoión so realiza 
a una temperatura de 45-58 grados ocntlgrodos durante do a 48 horas*  

So necesitan de 20 a 30 litros do agua para cada 33 litros do grano 

( 5 a 7 galones N*A*  do agua por cada bushol de grano)*  turante la 

hamactaoión, los materiales solubles so disuelven» el grano se ablan­

da y su extruotura se debilita y se rompo» lo que facilita la molien­

da y ulterior separación de sus componentes*

Inmediatamente antes de la entrada de agua a los tanques que con 

tienen el maíz» so agregj S03 oon el obj» to da impedir la putefacoión 

y facilitar la extracción de loe compuestos solubles*  Xa concentra­

ción inioial del mismo 00 de 0»l a O» 2 por ciento poro dado que la ma 

yor parte del SOg es absorbido por el grano» esta baja» 5 horas dbs- 

puÓs dol agregado a O»05 $ y 10 horas después del agregado a O»01 &

Agua y grano so desplazan en contracorriente de manera que el a- 

gua que lleva menos cantidad do soluto y que por eso tiene mas capad 

dad de extracción» encuentra al grano mas hume otad o y en consecuencia 

se facilita la extracción de las sustancias solubles*

Cuando el grano est& agotado» separemos la solución obtenida que 

se concentra hasta alcanzar un contenido de sólidos de alrededor del 

50 Jí .

Esto concentrado denominado *0om  steep liquor*  osudo» puedo u*  

sarao en prooesos miorobiológloos» oon o sin tranefoxsaacioneo ulteriO' 

res» o bien luego de combinarlo oon gluten y materiales fibrosos» des 

timarlo a alimento para animales*



EequMM «el preces»

Durante el período de huasotnaión y durante lae o- 

tree fases dal proceso*  ee produce una feraontaoión espontónoa de co- 

motar l&ctieo y a pecar de quo el ¿E es bajo*  3*8  a 4,3 * el número 

total do Bicroorganisaoo ale&nsa froouontomonto ol orden de los bilio­

so*  por ni.— Debocase seüalar que la foraentación lúotioa os importante 

en la manufactura de un "Cora oteep" cuya solidad lo haga apto para cu 
coplee en microbiología*  Esto ee debe a que cesto lae proteínas del 
grano de sais son rolatlraacnte insolubles en agua*  pero ee solubili- 
san en un «wdio ligersasnte acidifioado*  dicho ¿oído l&atico Junta- 
nauta con el SOg * confieran a las aguas de extrnooi&a osa acidez con­

veniente*  A esto proceso do colubilizaoi&n do carácter químico*  ce 
lo agrega otro de carácter bacteriano provocado p^r la acolín do en­
zimas que actúan cobre los proteínas dol grano roduolóndolas a unida­
des mañereo*

Debido a esta actividad bacteriana no solo puede separarse me 

fácilmente el almidón del gluten*  sino quo el "Coas oteep" resultante 

es rioo en cuinoóoidos y polipóptidos loo quo son fuentes do nitróge­

no excelentes para casi todos los microorganismos*

En resumen ol "Corn otsep"*  es un concentrado do solubles do 

neis*  extraídos mediante un proceso de humeotnción realisado a un 

pH aproximado de 4 y a una temperatura do 4® a 52 grados centígrados*  

en presencia <e 80g y una fomentación l&otioa activa*  Además inolu- 

ye naterialss solubles incorporados durante la molienda o separación*  

Dado que el agua del proceso puedo quedar retenida on la 

planta alrededor de 3 semanas» no sorprende quo so produzcan fenneo- 

taoiones adicionales*
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El «Cora etoopw.utills«dOs proviene de las Hefinerlaa Argentinas 

de Mala y fuó «adido por loa Xaboratorioa Bquibb*  El an&lisis aunarlo 

practicado «obra al mismo noa da loa oignientos resultados»

50,85 gX

ConisaBi»»»»»»*. •••••••••................... •••••••••• 11,67 gX

<•93 8X

V no proolpitable por so*  trioloroaoÓtioo»»», M8g$

K no preoipitablo por ao» foafooollbdioo,,»,. 2,80

nitrógeno nnínloot»»»»»»••••••••••••••••••••• 0,33 gX

Loa poroantaj es so rafia ren a 100 nililitros da nuestra*

Licor da "Cora ateep*  pin concentrar» 1

Esta "Cora ateap" lo obtuvimos on el laboratorio 

a partir de sais sin germinar*

8evt<raó un kilogramo do anta grano y eo lo oolocÓ 

an un recipiente enlosado oon 10 veces su peso en agua*  8a le agre» 

gen 10 g*  de Va¡¡80s pasa evitar la putréfaooiÓn*  So lo nantione u una 

temperatura do <8 a 80 grados oontfgradoa durante 72 horas, removían-
0 J

do el grano oon frocuenoia y sin reponer ol agua perdida por evapora­

ción*  Al cabo do esto tiempo filtremos por algodón recogiendo el 11- 

quido en un roolpiante de vidrio que se obtura con un tapón do algo­

dón y ao esteriliza en autoclavo a una atmósfera de presión durante 

30 minutos*  Eos queda asi preparada la fUonto de nitrógeno proteico 

que utilizaremos en las fomentáoionesó El análisis sumario que 

practicamos sobra 100 ol*  da oate producto arrojó .loa siguientes re­

sultados» 

Beaiúao seoo*. •••••■••••••••••••*••••• 1,54 g$

1,25 gX

nitrógeno total»••••••••••••••••«••••••••••• 0,65 gX

V no prooipitablo por ao« trieloroacótioo»,» 0,53 gX

V no prooipitablo por ao« fosfoaolibdico...» 0,49 gX

0,06 gX



-Xioor de «Cora steop*  sin cono «airar» M° 8

Se le obtiene a partir de atais geminado*  la t&anica es la si­

guí «a tai 80 humodece bisa tu> kilogramo de sais y se lo oolooa en un re 

cipiente amplio para brindarle al grano un n&ximo do superitóle» Se 

lo llera a estufa a 37 grados centígrados donde 00 lo mantiene hasta
« *

que gemine*  debiéndose reallsar una remoción frecuente dol grano pa­

ra exponerlo al aire» Sobe mantenerse o oas tan testen te un grado protnun-
«

eiado do humedad»

Utta vos geminado colocamos esto mala en un recipiente enlosa-
e-

do con 10 veoes cu peso en agua y 10 g» do SSgSOj para evitar, la pu- 

trefaooión y so sigue la mitras técnica que con el produoto anterior»

£1 sn&lisis sfeotuado cobre este "Cora steop*  y referido a

100 mi» dol mismo*  nos da los siguienteo resultados*

8,93 g.$

Canisas** •••••••••••••••••••••••••••••*••••••• 0,62 g.$

nitrógeno total* •«•••••••••••••••••••••••••••• 0,88 £•$

N no prooipitable por ao*  tricloroao&tico,*,*. 0,77 g.$
0

E no procipitable por ao*  fosfamolibdico**,*** 0,74 g,$

Nitrógeno amínico......*•••. 0,10 g*$

- Feotona de carne

Es un autodigerido de estómago, que luego do sor 

desengrasado y privado de nucus, se lo suspende en 3 vsoes su peso 

en agua*  el pH do seta suspensión so lleva a 8 mediante el agregado 

da la cantidad neoscaria de ácido clorhídrico*  So lo mantione en es- 

tufa a una temperatura de <3 a 80 grados centígrados durante 48 ho­

ras, y en el transcurso do las mismas debe reajustarse el pH oada 

6 horas*

OUa ws transcurridas las 48 horas so somete a ebullición
• « 

y luego ee filtra. Seto filtrado ee nooc conoentra al vacío y ol 

producto resaltante oo sosa y so pulveriza obteniéndose así lo qUe 

llenamos peptona de oame.

El an&lisío practicado sobro seta peptona que fué referido 

a 100 granos de nuestra, nos di& los resultados siguisntooi
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Itaaedad».».».•••••••••••••»•••»..•................... .. • 1,00 g»$

t
17,70 g»X

I ao precipítatele por ao» trioloroaoótioo»»»»»»» 5*15  g»$

M no precipítatelo por ao» fosfomclitedloo.»»»».»» 3,64 g»$

0*734  g»¿

-JUdroUtodo bIpsícO de .hígado..

3a tomo 3 parteo da hlgcdo y ana da os» 

tfciaeo previanonto dssongraaados y librados do rucub» y se euopeadm 

en trae veoes su poto en asna» Se ajusta el pj£ a 3 aerocando Saldo 

clorhídrico y se lleva a estufa santenl&ndolo durante <8 horas a una 

teaporature do 4a a 50 erados oontígmdca. El pH se reajusta cada 

6 horas.

¿1 cabo do las <3 horas so filtra y el filtrado se concen­

tra si vacio hasta oonaiatencla pastosa.

El sn&liaio reallaado sobro úna nuestra do este hldrolicndo 

nos da las siguientes cifras refe'ridna a 100 groaoct

i > .
15*  £0 g»$

Canisas. 0 • « 11*93  g*JÍ
1 *

Nitrógeno total»»»»»»»»»»»»** ••••••••••••«•••••• 8*33  g.;í

7*33  g.í»

E no pracipltable por ao» fosfásolibdicc*»»»..»» 7*18  g.X

1*095  E.X

aJ-MroUiWo 1.

Este hldrollsado o® obtuvo a partir do
i.

un subproducto do la industria frigorífica*  sangro desecada»
a

La sangre que cae en las playas de faenasiiento asi cono la 

que previene del Invade dal animal faenado» so arrastra con agua 

a grandes tanques donde so seos y postorloraanto oo rúale. Ente pro- 

duoto oonotituye nuestra notoria prima»

21 agente hidrolisunto utillsado es Gg(OS)g * La técnica do 

trabajo es la siguientoi oo caosolan 800 graneo de proteínas oon 10 

grasos de Cu(OH)¡j y so auspcndsB on 1 litro do agua»
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Lo llevamos a ebullición y lo mantenemos durante tros horas, agi­

tando frecuentemente y reponiendo el agua que oe evapora. ¿Je deja 

enfriar y ce filtra por algodón, recogiéndose ol filtrado en un re­

cipiente de vidrio, quo oe tapona oon algodón y oe esteriliza en au­

toclave o una atmósfera do prooión duronto treinta minutos.

L1 unulisis cumario de esto producto, referido a 100 ni., nos da 

el siguiente resultado!

Kosiduo zoco... 3,23 g

Cenizas ............... ..................... 0,24 G4»
Litrógono total •••••••«•«......... .. 1,89 g ;í

i; no precipitadlo por ac. trioloroaoótico.- 1,02 G ;>

17 no precipitadlo por ac. fosfemolíbdico.••••••• 1,24 g $

nitrógeno onInico ••«•••«•«*•*••••••••»••*•••••« 0,12 g $

* Hld rol izado químico. No» 3

A igual que loo denominados hidrolizados

No» 1 y No» 2» so lo obtieno a partir de sangre desecada» L1 agente 

hidrollzunte utilizado es >> Ca(OH)g ♦ Para 200 gramos de sangre de* 

secada» empleemos 25 g» del mismo suspendiéndose todo en un litro 

de agua» la técnica do trabajo es la ya descripia para los hldroliza*

* Hidroll^ido ouínico No»^ 2

Tombión se lo obtiene a partir do sangro 

desecada» La tóenioa de obtención os la misma quo la descripta en el 

trabajo inmediato anterior» Sólo varía ©1 agónte hidrolisanto y lu 

proporción en que este interviene»

«Para 200 gramos do i>rotsínas» agregamos 20 g» de NaGH y los cuspen*  

demos en un litro de agua» Los resultados obtenidos al idealizar el 

análisis de cote producto» referidos a lOu mi», son los siguientes:

deciduo coco 12,23 g ;L

1,83 g />

nitrógeno total 4,65 g

H no precipitadla por ac. tricloroacótico».••• 3, 22 g ¿j

H no precipitadlo por ao. fosfcmolibdico...... 2,94 g j¡

Nitrógeno unlnioo 0,47 g jí
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El análisis practicado cobre el nismo, referido a ICO mililitros 

nos dl& los siguientes resultados:

Residuo soco»••.•••••••••••••••*••*•••«•••• 0,86 g.jS

0,53 C»X

4,n e«X

11 no precipitadle por ac. tricloroacítico.• 3,93 G.JÍ

U no precipitadlo por ao. foofomolibdico... 2,40 B.Jí

nitrógeno aminlco. 0,15 G.$

-I^idfrol irado cuínico Ko, 4

3o lo obtieno también a purtit du sangre 

desecada. Interviene como sustancia hidrolizunte, HgSOd concentrado 

Fo cada 230 granos do proteínas oo agregan 10 gromos do HgSO^ cuspen 

diSndoso la mezcla en 1 litro de agua»

La tícnica de trabajo no presenta variaciones con respecto a 

los hidrolizados anteriores. F1 análisis efectuado a este producto, 

referido a 100 mi., nos da los oiguientos datos:

hesiduo seco. <1» 77 C.X

8,65 g.fJ

nitrógeno total.•••••♦•••••••••••••••••••••»••• 5,77 g.$

1J no precipitadle por ao. trlclorcacótico...... 3,50 e-X

H no precipitadlo por ac. fosfamolibdlco....... 2,90 g.£

nitrógeno anínlco.••••••••*•••••••••••••••••••. 0,75 B.X
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So ha puesto a punto un método do obtención de baoitracira por fer­

mentación sumergida.

Se utilizó como germen productor una oopa Ho. 166 do los Laborato­

rios ■Ooefa’,t de Bacilluo subtilis Traoy (vi rio dad LL cheniformis )•

Tara la preparación de loo cald03 de fomentación se tomó como me­

dio tipo, el ptilizado por IdDLDT en 1951, dol que oe fuó variando la fu en-
►

te de nitrógeno orgánico, con el objeto do hallar un sustrato proteico que 

produciendo un buen rendimiento, resulte asequible a nuestra industria.

Así se utilizaron * peptona do carne, “Corn Steop*,  licor de “Corn 

Steop" obtenido a partir de maíz sin fomentar, licor do rCorn Steep" obte­

nido a partir de maíz fomentado, hidrolizado pépsico de hígado, hidroll- 

.zado químico de sangre desocada, obtenido en medio alcalino do CafOHjg al 

10 ;ío>hidrolizado químico da sangre desecada*  obtenido en medio alcalino dd 

EaOH al 20 £o, hidrolizado químico de sangre desecada, obtenido en medio 

alcalino de CafOHjg al 25 ;ío, y por último hidrolizado químico do sangro 

desecada, obtenido en medio acido de Ho304 al 10 ,'^o.

Se determinaron: la cantidad óptima de inóoulo, las condiciones de 

inoculabión y el caudal de aire más conveniente.

Con cada medio se hicieron tres femantaedoner simultaneas, consti­

tuyendo los datos proporcionados, el valor promedio de las mismas. Se hi­

cieron así, con ocho medios, ocho series do fomentaciones, y estas series r 
se repitieron en laa siguientes oondiones:

a) trabajando a temperatura ambiente.

b) trabajando a temperatura regulada entre 29-30 °c.

o ) en las mismas condiciones de temperatura, pero empleando un 

inóculo obtenido por agitación.

Cada 24 horco se extrajo muestra y en olla se doterminó el pH oo- 

lorimétricamente y su contenido en antibiótico. La valoración se realizó 

empleando un método biológico: el de las diluciones seriadas, utilizando 

como germen “test*  el Estafilococo albos*

Se describen los métodos de obtención de lae sustancias utilizadas



como fuente de nitrógeno orgánico y el análisis aunarlo practicado a las 

mientas.

Se deteminó:

Keoiduo seao.

Cenizas.

Nitrógeno total*

Nitrógeno no pptuble con ¿oido trialoroacetico.

Nitrógeno no pptuble por ¿oido fosfamolíbdico* 

Nitrógeno amínico.
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los rendimientos máximos obtenidos oon fczmentación sumergida» al 

trabajar a temperatura ambiento» oscilan entre 12 y 16 unidades»

Trabajando a temperatura regulada entro 29-30 °C» se obtienen ren­

dimientos máximos comprendidos entre 23 y 33 unidades» lo que demuestra 

la influencia favorable de este faotor»

La preparación del inóculo por agitación» eleva aun más los rendi­

mientos» oscilando los máximos entre 23 y 37 unidades»

La curva de pH tiene una estructura típica» presentando un descen­

so en el primer día» quo puede llegar hasta pH 5 y luego un ascenso pau­

latino que puede llegar a pH 9»

El caudal de aire más conveniente resultó ser el de un litro de ai­

re por litro de medio» por minuto» y la cantidad óptima de inóculo» la de 

100 ca» por cada tres litros de medio de cultivo»

Todos los sustratos proteicos ensayados» dieron rendimientos satis­

factorios en antibiótico» por lo tanto todos son recomendables) pero en 

base a la facilidad de obtención y a lo económico de su costo» podemos 

distinguir a los productos extractivos del maíz» o sea los “Com Steop"» y 

103 hidrolizados químicos obtenidos a partir de sahgre desecada»-
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