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por años

a  nombre de MERCK & CO., THC., e n t id a d  n o r te a m e r ic a n a , 

b ie c id ^ e n  126, E a st Lincoln Ayenne, Rahw^, 3ü$va. je r se y  

je ta d o s  Unidos de America, p a r :

"UN FROCEDIMIEETO PARA LA PI&PaRACION DE ^ITIBIOTICOS" .-

Eate invento ae re f ie r e  al d e sa rro l lo  de nuevas ra- 

z^a perfeccionadas dei micro o r g a n iz o  ACtinomyoes gr i sena,por 

acción transfonnante de l a  Inz u l t r a v io l e t a  o l a  mostaza 

n itrogenada aobre razas  de a .  g r ise u s  ^ue son r e s i s te n te s  a 

a l t a s  concentraciones in i c i a l e s  de estreptom icin a  en agentes 

de cu ltiv o  y a  l a  u t i l iz a c ió n  de e s t a s  razas perfeccionadas 

para  producir eatiep tom icin a  por procedimientos de fermentación.
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Mas se e sp a c ia l  ÍHV6nto se re i'iew  -L d e s u r d i ó  de coevas 

razas de a .  g r ise u s que producen constantem ente, @c con dicio­

nes de aireación  sumergida, rendimientos de e&troptom icina se ­

pe n o t e s  a  800 microgi-anoe^ml, incluyen ao o ca  coeva raz a  pre-

fe r id a  llam ada g r íse a s  m ianey 1-118. y a  l a  propagación 

de eatop coevas razas en ooediciones de a ireac ió n  sumergida 

para l a  producción de estreptom icina..

KcD acifl y Hodges han descub ierto  un preced iaien to  

p ara  d e sa r r o lla r  razas de A. grieeue fliam sdo Streptomyces 

griaeus o ¡3. g r ise u s)  que son altamente r e s is te n te s  a l a  e s ­

treptom icina, e s to  e s ,  que orecen bien @n ioB medios que ccn- 

tieneo a l t a s  concentraciones in ic ia le s  de l a  misma. A si 

McDaniel y Hedgps htn descub ierto  que propagando razas de a .  

g r ise u s  en un medio que contiene una concentración in ic ia l  de 

estrep tom icin a que impide considerablemente e l crecim iento del 

organismo, y tra n sfir ie n d o  m icelio  que as d e sa r r o l la  en t a le s  

condiciones a medios que contienen sucesivamente a l t a s  c an ti­

dades in ic ia le s  de estrep tom icin a , pueden obtenerse razas de 

A. griaem  que crecen bien en agentes que contienen 600-600 o 

más microgramoB/ml dé e strep to m ic in a . Aunque l a s  razas as% 

d e sa rro lla d a s  muestran c ie r to  aumento en e l rendimiento de 

estrep tom icin a cu en do se propagan en un medio n u tr it iv o  ade-- 

cuado, en condiciones de a irn tc ió n  sum ergida, e i  aumento del 

rendimiento no e s  del mismo orden que e i  .amento de resisten -* 

c ia  a  l a  e strep to m ic in a , sugirien do a s i  l a  id e a  de que e i ren­

dimiento de estrep tom icin a  y l a  r e s is te n c ia  a l a  misma áspen** 

den de d is t in ta s  funciones f i s io ló g ic a s  dei organismo.

Ye he descub ierto  ahora que l a s  razas de &. grieeu#
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que se hen d esarro llad o  h a s ta  un poeto de a l t a  r e s i s te n c ia  a  

l a  e strep tom icin a  tienden a  conservar e s t a  r e s i s t e n c ia  ouando 

se someten a l a  acción transform adora de l a  luz u l t r a v io le ta  

o m ostaza n itrogen ada . Se ha descubierto  también que, same, 

tiendo a 1 * acción de l a  luz u l t r a v io le ta  o m ostaza n itró g e n o  

da una raza  de g r ise u s  r e s is te n te  ^  por lo  menos 600 mi- 

crogramoS/btl de estrep tom ic in a , se consigue une in c id en cia  re­

lativam ente a l t a  de mutación de razo.s de rendimiento más a lto  

de A. g r ise u a , ^aleccionando la s  m ejores de la s  raz<*s de 

más a lto s  rendimientos a s i  formadas y rep itiendo lo s  proced i­

mientos del tratam iento con luz u l t r a v io le ta  o m ostaza n itro ­

genada y seleccionando razas p erfecc io n ad as, he d esarro llad o  

un numero de mutas te s  que producen de dos a  tre s  veces tan ta  

estrep tom icin a como l a  razam adw  t*n lá ?  mismas condiciones 

de propagación . JK1 mayor rendimiento de e s to s  mutas te s  e s  

aun más pronunciado cuas do l a s  condiciones de propagación,por 

ejem plo, l a  composición dei agente, se cuteras o regulen a  

la s  condiciones óptimas p a ra  l a  propagación dei matan t a .

Rn lap ro au c c ió n  oa r a ^ ^  t r a s t o  ms^d^s de A* griseu a 

por l a  opción de l a  lu z  u l t r a v io le t a  con arreg lo  a l presen ta  

invento, una suspensión de esp oras e s t é r i l  de l a  raza  de p ar­

t id a , bien en un frasco  bien en un p lato  l la n o , se expana a  

l a  luz u l t r a v io le t a  da una nueva lon g itu d  de onda muy b a c te r i-  

c id a  como, por ejem plo, de unos 2,587 i ,  durante un in te rva lo  

da tiempo su fic ie n te  p a ra  matar e i  9 9  % o más da l a s  esporas'. 

31 tiempo requerido se  en general de v a r io s  m inutos, pero va­

r i a  considerablem ente en función de i *  d is ta n c ia  ^  fuente 

luminosa a  l a  suspensión de e sp o ra s . lu e g . i ^  eusp.nsión da
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ae p o rss  su p erv iv ien tes se d ilaye m ego y se extienden p isc a *

de *gn r n u tr it iv o , ta l come e s t r a c to  de levad u ra-ag^r de dex- 

trwaa. (e ste  e s ,  i  % de e s t r i c t o  de levad u ra , 0 .5  % da d*x- 

t r a c a , 2¡,0 % de a g a r ) .  Las c o lso ia s  de actinomycetoa que 

5 ee dasarroH an en e i  agar se trsn efl^c^o  a tubos de ensaya

oblicuos en e i  mismo agente y se í e s  d e ja  e sp eró la !? . Las 

esp oras de e s to s  c u ltiv o s  se usan para  in ocu lar un agente d+ 

ferm entación . Uc agente adecuado p ara  e s te  ob jete tiene l a  

s igu ien te  esm posioión: harina de soya, 20 .0  gn, d ex tro sa , 10 .0  gm 

10 c loru ro  sód ico , 10 .0  gm. y a ^ !a  d e s t i la d a , i  l i t r o ,  con p ia fa ­

ren c ía  re guión do al pH 7 .0 -7 .2  con h idroxide sód ioo , ly  an tes 

de l a  e s t e r i l iz a c ió n .  pero debe entenderse que pueden empie%r 

ee agentes de composición v a r ia b le  en am plios l ím it e s .  Despaás 

de l a  in oculación , e l  agente se incuba a  unos 28?C en oon d ide- 

15 nOs de aireao ión  aun)er^.da durante un periodo  como de 3 a  4

d ias y luego se en saya en cuanto a l contenido de estrep tom ic in a .

Los rendim ientos obtenidos por l a  propagación de v a r io s  

c u lt iv o s  d e sarro llad o s de l a s  e sporas que sobreviven a l a  rad ia ­

ción u l t r a v io le ta  varían dentro de amplios l ím ite s ,  pero Rae 

20 proporción b a s t ó t e  grande de lo s  c u lt iv o s  m u estr . rendimientos

de estrep tom icin a marcadamente mayores que lo s  producidos por 

l a  raza  madre de x. g r ise u s  r e s is te n te  a l a  e strep to m ic in a .

Los m ejores de lo s  nuevos c u lt iv o s  o r&z<&s transfoim ad$s sa 

seleccionen y d esarro llan  como c u lt iv o s  ae repuesto para  su 

uBo en e i tratam iento u l t e r io r  con luz u l t r a v io le t a  o con mos­

ta z a  n itrogen ada .

n<s evidente que en e ste  procedim iento de extender en 

p laca s esp oras que Sobreviven a  l a  luz u l t r a v io le t a  y da se je o -
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ci¿B y d e sa rro llo  de nuevas y .^ as supone e i  manejo de un 

mere o on sid er.b ie  de c u lt iv o s  in d iv id u a le s , y también im plica 

uc amplia elemento de a z a re n  1& selección  de la a  raz .e  a  de­

s a r r o l la r .  jiPBoue ocasionalmente un so3o tratam iento o lt r a -  

5 v io le t a  y se lecc ión  de co lon ias produce un mutmte de g riaeu s

que producirá h asta  dos veces l a  cantidad de estrep tom icin a 

que l a  raza madre, e l aumento máximo conseguido generalmente 

en un Solo tratam iento  u l t r a v io le t a  e s  oomo de 40-60 %.

Cuándo l o s  mu t ao te s  de rendimiento más a lto  seleccion ados oo- 

10 mo i s a  m ejores razas re su lta n te s  de un so lo  tratam iento se

someten a tratam ien tos adición a lea  con luz u l t r a v io le ta ,  y 

l a s  e sp oras so b rev iv ien tes se d esarro llan  en nuevos c u ltiv o s  

oomo se ha d e sc r ito  a r r ib a , ee obtienen u lte r io r e s  aumentos 

de rendimientos de 40-60 % y en ocasiones incrementes más 

15 a l t o s ,  Aunque no e s p o sib le  continuar indefinidam ente au­

m en tado  e i  rendimiento de a .  g r iseu e  en l a s  razas tra n sfo r­

madas, lo s  m otantes se pueden obtener fácilm ente sigu ien d e 

s i  procedim iento a n te r io r  que produce tanto  como de 2 a 3 

v eces l a  ogntidad de e strep tom ic in a  que produce l a  raza  de 

20 p a r t id a  r e s is te n te  a  l a  e strep to m ic in a .

La mutación de g r íse o s  por -l a  acción de l a  mos­

ta z a  n itrogen ada y l a  producción de mutantee de a l to  rendi­

miento se r e a ü z a  según e l  procedim iento d e sc r ito  cuando se  

u sa  l a  lu z  u l t r a v io le t a ,  sa lv o  que, i a  suspensión de esp oras 

26 in ic ia le s  se prep ara  en un neutraiizo-dor de fo s fa to  ap H  de

ap:ro3imdtim9nte 8 .o con fClCHgCHg)^^ a concentración de 0.005M. 

a  e s t a  concentración eproximaáamente e l  99 % de l a s  e sp oras 

quedan muertas en unos 30 minutos, y luego l a  suspensión de.

<87020
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eaporea se diluye oon 1 % de g l ic in a  y ae extienden p lacea  

como a r r ib .  se ha d ich o . Debe entenderse qne. además de 

c s . r  luz u l t r a v io le ta  y mostaza n itrogen ada aeparadanPnte en 

prooedim ientoa p a ra  obtener razáe de á .  g riseu a  de a lto  ren­

dimiento, la s  dos cosas pueden u sarse  a l t e ^ ^ t l v a  o interm i­

tentemente en e i d e sa rro llo  gradual de m ut^jtaa de a .  g r íse o s  

de u lto  rendim iento.

El ejemplo sigu ien te  i l u s t r a  lo a  procedim ientos 

aaadoa para obtener mutas tea de g r i s e t a  de a lto  rendim iento.

10 E J  & M T L O I .

Se eeieooienó una raz a  de p a r t id a , a .  de A .griseua 

lúe se h ab ía  d esarro llad o  de l a  ra z a  de Waksman gg A h a sta  

un punto de reaA ptehaia de por le  menee 500 miorogramoe^al 

de estrep tom icin a  por e i  procedim iento do RoDaniel, y que pro­

v e í a  250 microgrgnoe/ml de eatreptom icin a, en oondicionea 

de a ireación  acmergida, en un medie de l a  s iguien te  composición^

H arina de soya 20.0 g r .
D extresa 10 .0 g r .

Cloruro sód ico 10 .0 g r .

agua d e s t i la d a 1 l i t r a

E sporas de e s t a  raz a  ee euapendieron en agua y ea 

expusieron a  luz u l t r a v io le t a  de longitud  de onda de 8,53?& a  

d is ta n c ia  de unos 25 cm. durante 12 m inutos, tiempo en e i  cual 

murieron aproximadamente e l  99 % de l a s  e sp o r a s . Luego 

l a s  so b rev iv ien tes se pu s i  eren en p laca s sobre ex trao to  da l a ­

vadura y **gar da d ex tre sa , y la s  co lon ias da aotinom ioitoe in 

d iv id u a ias que se d esarro llaro n  se tr a n s f ir ie ra n  a  tbuos da
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*87020
ensayos oblicuos ge agar de l a  misma composición y se dejaron 

^ sp o ru la r , Laa esporas d e sa rro lla d a s  ae usaron luego para

Inocular fra sc o s  qae con tenido un agente n u tr it iv o  d# 1 .̂ com­

posición  a iga ieo to  :

H orins da soya

D extrosa 

Oloiuro sódico 

*^gua d e s t i la d a

20.0  g r .

10 .0  g r .

10 .0  g r .

1 l i t r o

y le a  segantes inoculados ae incubaron a  28CC, en condicionas 

de a iieac ió n  sumergida durarte 3-5 d i ^  y luego ae e n sa y a ra  

an cuento al contenido de e strep to m ic in a . V erlas de e s t a s  

m ezclas m o stra r^  un rendimiento de e strep to m ic in a  considera­

blemente más a l to  que lo a  250 micro grano */4nl do l a  raza  de 

p a r t id a . Sin embargo, para e i  d e sa rro llo  u l t e r io r  ao se le c ­

cionó una raza  B, que m ostraba un rendimiento de 400 miorogra- 

gremos/ml. Una cantidad de esp oras de l a  raza  B se suspen­

dieron en una solución n eu tra lizad o ra  de fo s fa to  a pR 8 .0  que 

con ten ía íd C B gO E g)^ , en una concentración 0.005N, durante 

80 m inutos. Las esp oras so b ie v iv ien te a  es tran sfir ie ro n  

luego a  agar n u tr it iv o  como antes se d e sc r ib e , l a s  co lon ias 

de actlnom iestos qua se d esarro llaren  se tra n sf ir ie ro n  a  tubos 

de ensaye in clin ad os con agar con la e sp o ru la c ió n  y l a s  esporas 

a s i  d e sa rro lla d a s  se usaron para  in ocu lar fr a s c o s  de a ^ n te  

n u tr it iv o  de l a  composición s ig u ie n te ;

Harina de soya KÓ.O g r .

D extrosa 10.0 g r .

Oloairo sód ico 10 .0 g r .
^gua des t i l  ade 1 l i t r o .



La incubación de lo s fr a s c o s  inoculados doran te 

3-6 d ia s  a  B 8 sc ., en oondioiones de a ireación  sum ergida, y 

a i  ensayo en coacto a l cootenido de e strep to m ic in a  re v e la ­

ron ana ra z a  transform ada, C, que produjo 600 m icrogrsm oe/ai, 

6 y o ca  raza  D, que produjo 660 micro gramos /mi .  Annqae l a

fonüttcion de l a s  razas Oy D mostró ana mutación d e fin id a  del 

orgaRitaao en l a  d iré coion deseada, aparentemente, habían apa­

re cide también cambios en lo s  organismos porque l a  capacidad 

de dichas razas p ara  producir a l t a s  reo dimiente de e s tre p te -  

10 m icina disminuyó en un periodo da tiempo.

La ra z a  B se ca lece  laego  en p la z a s  y se se ieo o io — 

carón co lon ias in d iv id u a le s , Una de e s t a s  co lon ias s e le c ­

cion adas, qae m ostraba capacidad prodoetora de e strep to m io i- 

na mas a l t a  que e i c u lt iv o  de l a  raza  p r im itiv a  B, se desiga 

15 oomo raza  H y const a  temen te rin d ió  560 mioregraaos/nil de

estrep tom icin a , l a  raza  jg se tra tó  a  su vez de igu al modo oec 

luz u l t r a v io le ta  y de anos 150 a is la d o s  que se propagaron y 

ens&B&roo, ee obtuvieren tr e s  razas que prodooigc con stan te­

mente 600 mi oro gran os/¡al de e strep to m ic in a  propagados en 

SO condiciones de a ireación  san #rg ida  en un medie de la  s ig o ie n -

composición í

¿ a r ic a  de soya 20 .0 g r .
D extrosa 10.0 g r .
Cloruro sód ico 10.0 g r .

so lu b le s  seco s de d e stila d o re s ' 2 .5 g r .
agua d e s t i la d a 1 l i t r o

E l aumento t o t a l  de la. raza  ^  qoe p r o d a o ía  850 

microgratnos/ml a  l a s  oap&ces de p rod u cir  800 micro gromos /mi

8
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se r e p i s ó  d espa je  de haberse ensayado onos SOOO a le la d o s .

La caza de rendimiento más a l t o ,  a s í  obten ida, se ha llamado

A. g r ise u s  Dulaney 1 -H 8 .

Las c a r a c t e r í s t ic a s  de c u lt iv o  de i& nueva raz^ ,

5 a .  g r ise u s  Duis^ey t - H 8 ,  se  cor signan en lo s  co laro s a i .

guien te s y se comparan con loa  d ato s dados para  e l  A. g r íse o s  

en l a  quinta edición  dei Mana*! of D eterm inativa B acterio !ogy  

da Bergey y con l a s  c a r a c t e r í s t ic a s  da cu ltiv o  de l a  raza  de 

A# g r ise u s  Y'aksman ns 4 .

m  C U A D R O  I .

*87020

C a ra c te r ís t ic a s  de ou itivo  de a .  g r í s e a s

a .  g r ise u s A. g r ise u s  
watesman ns4

A g r ise u s
Duian^T L -I ic

F ilaaan  to s 
Conidios

ram ificación  .unas cuan tas 
e s p ir a le s  en v a r i l l a  a  
c i l in d r ic a s  co rta s  0 .8  x  
0 .8  a  1 .7 m ieras .

ram ificación  
de acue rdo

rsmifio&oíÓB 
de acuerde

g e la t in a
barra

crecim iento s u p e r f ic ia l  
verd oso-am arilla  o co lor
orema^mat^z p a rd u z c o ,li­
cuación ráp id a

Crecimien ta  supe r f i
c ia l  g r i s ,ü o u  ación
ráp id a .

B t^rte  oreoi-
miente super­
f i c i a l  g r iá , 
liou  -ación 
ráp id a

ag ar
sin  t^ tico

M icelio  a^reo ,delgado , 
in co lo ro ,e sp arc id o , oo­
l e r  ante aoeituoado, 
polvo,verde mar

De acuerdo-de aouer 
d o ,sa lv o  co lo r  verBo 
s o - g r i s  "*

De aouerda-de 
acu erd e ,sa lv o  
co lo r  verdoso, 
g r i s .

agar
fé c u la

Del gado, d ifu s o, tran s-  
paien te

D elgado-transparente Deigado^trana 
paren t e . *

agar
d ex trp sa

Bievado en e i  centro , 
rad iado co lor orema a  
naranja,m argen roído

Fantifoim e co lon ias 
co lo r  orema mas ta r ­
de unidas y a r r u g a  
das

Ientiform e co 
1 oni es color*" 
crema más ta r  
de onidots y "* 
arrugadas

agar
l i s o

A&Badtn te ,c o lo r  crema, 
c a s i  tran sparen te A bon an te ,b lan co  t i  

rendo a  g r i s  **
abunda te , 
blanco tiren - 
do a  g r i s

9
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1870^0
C U A D R O  1 (Cantina éc ión )

.a. g r íse a s A. g r ise u s A. g r ise u s^aksmeo o $4 Dulaoey L-118
Caldo do
d ex tre sa

Abundem te ,p e líc u la  ama- 
r i l i e n t a  con m atiz ver­
dosa, muy doblada

De acuerdo De aoue rd o

Leohada
tornasol

a n i l lo  crema coagulado 
coq ráp id a  peptooiza- 
o ioo , volvían do se a lc a ­
l i c e

pept oo iz  ación 
a l  c a lió  o peptooizaoióo 

a l  caí ioo

p a ta ta amar i  n  ec t o, arru gad o crecim iento g r ia  
muy grande erecimieo te g r ia  

muy grande
Reducción n i t r i t o s  oo producidos 

de n itr a to s reducción l ig e r a re du ocien muy 
l ig e r a

aeción
proteo ! í  t i c a

ac tiv id ad  prota o l í  t i c a  
en leche y g e la t in a

de acaerdo de acue rdo

pignea to no so lu b le de ttcus rao m* acue rdo
F íen la h id ro lizad o de aouerdo h id ro lizad o
Tensión
OXlgMOO

oeróbico de acuerdo de acuerdo

U Silizao ión
azúcar

oo consignados v^Rae cu^oro H váasa cuadro H

gu scop tib i- 
lid ad  a  Re­
tío  o fag ia  
para las- ra  
zas da A. 
g r ise u s da 
Wwksmaa.

oo consignado Su scep tib le su scep tib le

Produce ioo oo coa signado 
da o stra p -  fe i c u ltiv o  t ip o  oo 
tomicin^ producá estrSptH u icin a)

40o micro granos/mi 
agante h arin a  soya

800-1600 micro- 
gramos /Sal agenta
h arin a  soy a

R e sis te n c ia  
a  l a  s e t r a g  

tom iaina

n.0 cor s i  fr  ado V^aee cuadro 111 v4e.se cuadro m
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U t i l i z a c ió n  de a z á c a r  p o r A. g r í s e o s  ( l )
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AZü o^rc e

d o c e s a  -.

Levu i oa a . 

Arab ia  os a  

X i lo a a  - - .  

Matnosa — . 

G a la c to sa  

Rea o s a  . — 

S o rb o sa  - . 

3n c r e s a  - - 

L a c t o s a  . .

Cen ob io s a

M a lto sa  -- 

Ra f i e  o sa  . 

le  o l in a  -- 

D o x tr in a  - 

S a l  i c  le a -

A. g r ís e a s  
Waksmm n s 4

*4

4

-o

4

-ó

4-

a .  g r i  se u o 
Dslanay i . .n a

(1) 0.05 % de azocar ea base de caldo a o t r i t i v a .  Ceaaig- 

nado como a- s i  25 % o más de azocar se o t i l i z ó  ea trae  d ía s 

de crecim iento stuaergido. Confirmado ea <*gente s ia t^ t io o  

(NH^)gUPÔ .̂  ^  ejccepeióa do l a  arab in osa  qao tampoco soporto 

e l  orecim ieato .

11?



B& oistancia da A. g rlaeaa  a  la. estrep tom icin a

Microgramos estrep tom icin a  , crecim iento ray as
por mi agar g r ísea  e A g r íse o s

Y/akamsBo n c4 Duíane y L-118

0

2 00 

4 00

6 00 

8 00 

16 00

(1) método rayas agar, inóoalo  e sp o ra s .

io s  e sta d o s  an te r io re s  indican claramente que i *  

nuev* raz a , g r íse a s  Daleney L-118 se c a ra c te r iz a  de fin  id a­

mente por se r  ana raz a  de A* g r íse a s  y además ana raza  d ife ren ­

te y d e fin id a  por v irtu d  de ao a l t a  producción de o stiSp tom i- 

cin a y su a l t a  r e s i s te n c ia  a  l a  misma.

Incluso rendimientos mee a l t o s  de estrep tom icin a 

paseen obtenerse propagando A .g r íse a s  Dalsney i-116 y o tra s  

razas de a l to  rendimiento en agentes que favorecen p a r t ic u la r ­

mente e i crecim iento „y l a  elaboración  de estrep to m ic in a  do 

dichas r a z a s .  r,eto se rep resen ta  claram ente en e l  s ig u ien te  

ejem plo;

-  12  -



E J E M P L O  I I .
<87020

Se prepararon agentas 

t e :

de fermentación de im oompcsioión s ig u ie a -

Componen te á ^ a t e  A ágente B

Harina de soya 2 % 8 .5  %

D extros*

So lu b les seooe de

1 % li.5  %

d e stila d o re s 0 .5  % 0.75 %

NaCl 0.25% 0.85 %

10 4 g n eh aB t*1 0 0 %

F rasco s qoe con tenían a s te a  agen tea ae in ocuiaron 

cao un cyeoim ieote v e g e ta tiv o  de A .g risen s Dulaney L-118 obte­

nido en e l  ejem plo I ,  y l o s  agentes inoculados ae lean barco
< *

% 88BQ. en condioionse de aireación  sum ergida dorante 8-5 d in a . 

15 ^  este  tiempo, loa  en sayos mostraren que lo a  medios fermenta^

doa o caldea contenían 900-950 microgremoa/ml de estrep tom icin a 

en e l  cea o del agente a  y eproximadoaente H 00  micro gtamos /mi 

en e l ceso dei agante B .

Rendimientos de orden comparable ae han obtenido por 

gO fermentación a iread a  sam ergida em pleado  lo a  mimaos m edies, y

conducida en escalda de una in sta la c ió n  p i lo te  en fom en tadores 

de unos 6000 l i t r o s  de capacidad , y en e s c a la  de In sta lac ió n  

en ferm*r ttáo re e  de unce 60000 l i t r o s  de oapaoidad.

aunque io s  agentes empleados en e l  ejemplo n  se 

25 inocularon con un crecim iento v * g * t . t i v o  de á .g r ise u s  Dni^¡ey

L a llS  dt^be entenderse que se obtienen re su ltad o s s im ila re s  

empleando como Inoculo una suspensión de esporas de A .g ríseo s 

Dulaney L-118.

13 .



i 187020
Este, s o l ic i t a d  que corresponde & l a  p resen tad a  en 

lo s  E stad os unidos de a m ^ r ic , e l  ^  ^  febrero de 1948, 

b&jo e l  camero 8 .308 , se acoge a l o s  b en e fic io s  del a r t ic u lo  

61 del v igen te E sta tu to  de Propiedad in d u s t r ia l .

6 y O T A -

Loe pontos de invención p ro p ia  y coeva qoe se pre­

sentan p ara  qoe scam objeto  do e s t a  Patento do Ya vención 0¡a 

EspaRa por VEDATE aRos, son lo s  e ig u ie n ta a :

l a . -  Un procedim iento que comprende som eter ana 

10 raza  &s &. g r í s e a s  re s is te n te  a l a  e strep tom ic in a  a  l a  acción

de an *t^ n te  tranaform adorO n condiciones t a le s  qoe l a  mayo­

r í a  de l a s  e sp ora s se mueren, sembrar l a s  e sp o ra s sobrev iv ien ­

tes en p laca s  de agar n u tr it iv o , t r a n s fe r ir  co lon ias de a o t i-  

nomioetos d e sa rro lla d o s  Se agar n c t r it iv o  a  tobos de ensaye 

16 in clin ados de agar para l a  e sp o ro lac ió n , propagar l a s  espe­

ras a s i  d e sa rro lla d a s  en agentes c o t r it iv o e  separados dárse­

te o so s 3-4 d ia s ,  y en sayar lo s  agentas fe r e n ta d o s  en case to  

a l oontenido de estrep to m ic in a ; se le c c io n a r  una raza  qoe ofre 

oe on rendimiento de e strep to m ic in a  por lo  mecos de 40-60% 

80 más a l to  qoe l a  raza  madre r e s i s t e n te ,  y re p e t ir  e i  t r a t a ­

miento e(R on agente matante, sigu ien do a  e s to  l a  siembra^ 

e sp o ra lac ió n , prppagaoión, ensayo y se lecc ión  para  desarro­

l l a r  l e s  razas de A .g r iseu s transform adas de rendimiento más

:
1 4  -
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MALA PEPROOUCOÍ 
POR DEFECTO DEL ORiQÍNAL Í87020

a ito  para d e sa r r o l la r la s  h a sta  que se obtiene unam utante 

q.oe constablemente ha de producir por lo  menos 800 m icrogra-

mos^ai de estrep tom icin a  al propagarse en un agente n u t r i t i ­

vo , con Condiciones de a ireación  sum ergida.

2 s .-  Un procedim iento según se re iv in d ic a  en e l 

ponto 18+ en e i  cual e i  agente transform ador ea e i rayo u l­

t r a v io le t a .

3 8 ..  Un procedim iento según se re iv in d ic a  en e i  

ponto 1$ en e l  cual e i  agente tran sfo m ad o r e s  m ostaza de 
n i t r o ^ n o .

15

20

25

4 s .-  Un procedim iento según se re iv in d ic a  en lo s  

pontos 1$ a  29 en e i  cual e i  co lt iv o  in i c i a l  e s  coa raz a  de 

á .  g r íse a s  que crece en un medio n u tr it iv o  que contenga co a  

concentración in ic ia l  de e strep to m ic in a  de por lo  menos 

500 mi oro gramos/mi.

5 8 .-  Un procedim iento según se re iv in d ic a  en lo s  

pantos 18 a  4 s ,  que incluye p rep arar estrep to m ic in a  propagan­

do en un medio n a tr i t iv o  acuoso en oondicionee de aiream iSnto 

sum ergidas, d ich a ra z a  producida por e l  procedim iento re iv in ­

dicado en lo s  puntos i s  a  48 .

6 8 .-  Un procedim iento según se  rS iv in d io a e n  lo s  

puntos 18 a  6s que incluye l a  preparación de estrep tom icin a  

propagando en un medio n u tr it iv o  acuoso, en condiciones de 

a ireación  sum ergida, e l  organismo A. g r íse a s  Dalgney L -H 8 .

78 .- Un procedimiento según se re iv in d ica  en le e  

puntos 18 a  69 que incluye p rep arar estrep tom ic in a  inoculan­

do un agente n u tr it iv o  acuoso con un creoim iento vegetativo  

de A. g r íse a s  Dulaney h - n s ,  e incubando e i  medio Inoculado 

a  temperatura de unos 2880. en condiciones de a ireación  su­

m ergida.
-  16
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187090
82 . .  Un procedim iento según *3 r e iv in d ic a  en lo *  

pontee i s  6c que incluye p rep arar eatrap tom icin a inoculan— 

do un ugpnte n u tr it iv o  acuoso con una suspensión de esp oras 

de a .  g r íse a s  Dnisney L-116 e incubar e l  agente inoculado a  

temperatura de unos 2820 en condiciones de a ireación  sumer­

g id a .

9 B ,. Un procedimiento según se re iv in d ic a  en lo s 

puntos 19 w 8e que incluye preparar e strep to m ic in a  en rendi­

mientos de 900-1100 microgramos/nl de agente fermentado pro­

p a g a d o  en condiciones de aireación  sumergida en un a ^ n ta  

n u tr it iv o  acuoso que tiene aproximadamente 2 -2 .6  % de h arin a 

de soya, I * ! . 5% de d ex tro sa , 0 ,5 -0 ,7 6  % de so lu b le s  secos 

de d e st ila d o re s  y o ,25 % de PaC l, una raz a  de a lto  ren dimito 

to  de a .  g r is su a ; c a ra c te r iz a d a  como re s is te n te  a  una concen­

tración  in ic ia l  de estrep tom icin a  de por lo  menos 500 micro- 

gramos/ml, y c a ra c te r iz a d a  además por l i*  producción constan­

te de por lo  menos 800 micro gr-mo*/na de -a trep tcm ic in a .

10 s . -  Un procedimiento según se  re iv in d ic a  en io s  

puntos i s  a  9s que incluye p rep arar estrep to m ic in a  en rendi­

mientos de 900-Hoo microgroBOS/ml de agente fermentado pro­

p a g ad o  e i  organismo g r íse o s  Dulaiey L-118 en condiciones 

de a ireac ió n  sumergida en un agente n u tr it iv o  acuoso que con­

tiene t^roxim^o^n^nta x -2 .6  da h^rin& de aoy^., 1 -1 .6  % As 

d e x tro sa , 0 ,5 -0 .7 6  % de so lu b les seco s de d e st ila d o re s  y 
0 ,26 % da NaCl .

l i s . -  Un procedim iento según se r e iv ig d io a e n  lo s  

puntos 92 y 102 , ep cual dicha raza  es un crecim iento v e . 

g s ta t iv o  do a .  g riseu s Dulsney L-118.

16
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12* . — Un procedim iento segón re iv in d ic a  en lo e  

pu n tee  y lú e , ^  ^  c u s í  dicna re z a  e s  una suspensión  de 

e sp o ra s  de A. g r í s e a s  Duianey 1- 116.

l^B.^* Un procedim iento segón se  r e iv in d ic a  en lo s  

pu n tos IB a i2%, en e l  cu a l i a  aeaeada ra z a  A. g n e e u s  se  ob** 

t ie n e  sometiendo A. g r íse u e  Wakaman nB 4 a l a  aooión del 

agen te  tran sform ador.

3L4B.— Un procedim iento v irtu a lm en te  como a r r ib a  

s e  d e sc r ib e *
ÍÍ?B,^ Un procedim iento p a ra  l a  p rep aración  de 

a n t ib ió t ic o s *
T a l y como so na deso í*ito  un l a  memoria que ante** 

oeds y como i o s  f in e s  que se  nan e sp e c if ic a d o *

R eta memoria con sta  de d ie c i s ie t e  n e ja s  e s c r i t a s  

p o r  una so la  c a r a *

1 1 MAY. 1949
F.A*

AMberto de Etzaburu

MALA PEPRODUCCiON
POR OEPECTO OSL

Cn/-
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