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'w.los mlsmos. Mas particularmenta, ‘la 1nvenclon 80 relaclona con una nue

ﬁ‘metodo para su recuperao;on y concentraclon partlendo de eoluclones

" ea \

T, ;._._--. —_ .__:-.‘-__-...

‘prara los especmallstae en la materia a que corresponde la mlsma tras

Thedr Antibiotics", Wakemen, S.A. y Lechevalier, HeA., Williams and

u; hﬁm. 1., pags. 2—79, Enero de 1958, ¥y :"Gulde to the Idantlflcation df‘

1'Baoteria and Aotino cetes“, Seooion Correapondlento a Aotinomicetos,

Esta 1nvenclon se relaclona oon nuevos compuest i.qde poseen

ﬁ'propledades antzmloroblanas v oon un proceso para la praparacion de'7

; va comp031c1on de materla identiflcada aqui como agente antimiorobia—

j_no M—141, con un prooeso para -2 produooxon por fermentaozon, con un. |

orudas que 1noluyan los caldos de fermentacion, con au purificaoion ¥
'con sus sales de ad101on aoida y la produccion de laa mismas.“
Ls un objeto de la presente 1nvenclon propor01onar un nuevo y

_utll agente antlmlcroblano que sed actlvo contra una variedad de bac- T
"terlas y organiamos nrotozoarios, oomo por egemplo la Blmerla tenella.ﬂ:
'Otro objeto de 1a invencion es el proporclonar aales de adlolon aoida
ds este agente antimlcroblano. Otro objeto es el de ofrecer un proceso;“
para la producclon y recuperac1on de mi nuevo agente antlmlcrobiano.':f

'OtrOS objetos y caracterlsticas ‘de. la invencion resultaran evidentes

{1a lectura de la smguzente deacripclon y adjuntas reivindzcaciones.ﬂ;> 
Se ha desoublerto qus cultivando bajo condlclones controladas y

en adecuados medios de cultivo una especie hasta ahora no descr1ta de

Stragtggxcea, se obtiene una nueva comp031cion de materla que se 1den- b

'tlfloa aqui como agente antimicrob;ano M—141. Se aisld el microorganis?l'

f mo de una muestra de tierra recoglda cerca de Highland, Indlana. Mbdlan‘
te una comparacion con especles de Strentogxce como se muestra en el

"manual of Determlnatlve Bacteriologx" de Bergey, septima edicion,1957,

.Wllllams and Wilkins Company, B@ltlmore,_Mbryland;,"Actinogxcetes and

Wilkins Company, Baltimore, MarTyland, 1953, "A Guide for the Classifi-

cation of Streptony ces According to Selected 4 Groups” de Pridhem, T.G.,

Hesseltine, C.W. y Benedict, R.G., "Agplied Mlcrobiologx", volumén 6,
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edltado por Routlen, JeBay Chas. Pflzer”and Company, Inc., 1957, de
Krassilm.kov, Nede, Academia de C:.enc:n.as U.R.S Aoy Moscu, 1949 ’ se 86 .

lecclonaron dos espeoies més estrechamente parecidas al nuevo aislado

; y la relativa falta de plgmento soluble entre otras, se selecciono el

'-;”Streptogxces netropsis. Bl nuevo aialado no satisfizo bastante impor-‘

"rlva del latln flavua (de un amarlllo brillante simllar al oro, ‘o oomc’

“,‘.melocoton o amarillo claro rosa, ° rosa perla ds 1a masa de esporas ma,ﬁ'

Streptomyoes olnnamoneus; por la estruotura de mioelio aereo eaporulaw

:dor ¥ esporae, a31 como por el oolor de las esparas, se seleociono el

'1nuensidad olara del color de las esporas, por razones de seno;llez y

leufoniao
7Utillzatlon Researoh and Development Div1s1on of the Agrlcultural Rew-

;Peoria, Illinois, cuyo cultivo se ha anadldo a su coleccion permanente’

de esta invenczon. Por las oaracteristlcas de estructura biverticllada

tantea crlterior taxonomlcos para merecer su olasmflca01on como identi
co a cualquiera de los dos anterlores organismos y ha rec1bido el nom—

bre de Streptogxcgs flavopersicus, Nbvo 8De El espeoifico ep{teto de-

mazorcas de maix maduras) y color yergi (de un color melocoton) Bl -
prlmero describe adecuadamente el oolor del micelio del substrato (re-:
verso) de cultlvos maduros en medlos solldos organioos ¥ sintetloos,f

\

misntraa que la palabra oombinada se rafiere al color amarlllo claro

*fduras en todos los medios que produoen abundante esporulacion. Se ev1-‘L7

tara la ulterior combin501on del epiteto eepeoifloo para describir la

Se ha depositado un cultzvo del organismo v1vo en el "Nbrthern N

searoh Servioe" del Departamento de Agrlcultura de los Estados Unldos ?n %

como NBRL 2820.

La sigulente Tabla resume las aemejanzas y dlferencias entre el

Streptggy_es ntrogszs, el Streptogzoes cinnamoneus y el Streptogxces

flavopersiculs. La referenoia SAB aqul usada, en la Tabla, se reflere

_ & un estudio.en oolaboracion publioado en forma mimeografioa por el Sub
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comité-de Taxonomia de'AotinOmice'tos'de la Sociedad de Bacteridlogos

b

o Americanos en el Congreso anuzl de la Sociedad, St. Louls, ifissourd,
-j"”‘ | ” ' 1959. Logs datos para la. utiln.zaclon de hldratos de carbono por el S'l:r

tomces netropsis y el Streptomoes cmnamoneu s fueron tomados de 08~

5 » B 'te :mforme. A efeotos de compa.racion en la Tabla, los datos sobre el

i T Stl‘ep_mces flavomrs1cus para utll:.zacion de hld.ratos de carbono

1nc1uyen solamente las trece fuentes duplioadas por el estudio en o~

I . laboracn.on del Comité.
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. Caracter

Lk Esporas

;;Agar de glucosa

'7'§nuar de almidon PR

:“Tapon de patata f'

.TﬁBLA I

: ~ ;3 E%' o 5 : - _ .
267 ‘3 s > - Com paraolon abreVLada de B Ilavgmw, S _ngil

3. flavopersicus

_S. netrox

Tipo de-esporulacidn Blvert1cmlada-ﬁet1naoulum
- JoL T apertum

- Cadenas de esporas : .<Ganas;‘rizos abiertos, éspiras -

e s . - ., abiertas sueltas; sin verdaderas

S - ... ...espirales o espiras apretadas,“~g
s .,,iﬂu;,_-ijja“»»lonaitud media - -

Clllndrlcas, 0 4 u X 1 1 u

FColor de la maga de esgoras

~Agar de Czapek Melocoton amarlllo claro, ross

perla,

;4Agar de: Uasta de tomate,'"
,,harlna de- avena yf‘:_‘_v_,;wclaro

[

't'perla & amarillo melon claro

lﬁosg_perla‘

leoel1o substratal" T

'Agar de Czapek o _Amrillo claro, amarillo pastel

'"Agar7aé;gldcqéa;“@sﬁéfagi¥?fMéiz;lémariildﬂaoiadé a oro viejo -

Aéa: de &1u60$é - -+ Oro mostaza

) L . TN
Aoar Je ﬂasta de uomate, -Ambar-a marron dorade
,harlnade avena SR L
Pigmento solubles

Agar do Czmapek  Nipgupq,

Agar de glucosa, Asparagi  Finguno

ha

Agar de glpcqsa,  _Ninguyo

.,SAB ref;)-

'_;Aereo grzs claro (eaporas dlsemlnadas)‘

: 'A ar de glucosa, Asnaragl- -Rosa - rerla, concha, amarlllo meloooton“:f 5
"na U', e et - elaro = L . S .

;fRosa nerla, tinte eoncha 8 rosa y gela“

f‘Rosa oarne & albariooque olaro, rosafw,

$in aéreo

ZMarro

" Haxrén oz

Bivertioil

Corta, rig

2.586.762)!

-y otros, Al

6y Hos 1,
ral (2 de

-Clllndrioa

Corvato i

- &éreasblan

anela cla

‘oarne B Bn

fﬁe¢ep-‘lan

blanco ros

.. ma_(5AB Re
fante

(Pat,

'Narron osc
90, marron

‘ ‘_Ilizyi;uno' (6
’~fes SAB. Re

Tarron T

.. Marron




aracion abreviada de .

TABLA T

flavonexsiote

) § netrorsis y 8, cimanoious

opersious -

8. netropsis” .

.

.

7 8. tinnamoneus

oilada-Retinaculun

rizos abiertos, espiras - -
8 aueltas, sin verdaderas . -
38 0-espiras apretadas,

1 medla o

icasy 0.4 u x 11w

n amarillo claro, rosa . ..

°1s claro (esporas diseminadas)ln

la, conoha, amarillo melocoton

:13}»tinte chéha a‘rosé v
me a albarlcooue olaro, rosa
amarillo melon claro

'la.

?volafo,-amérillo vastel

1arillo dérado a oro viejo '

maFron ‘dorado . -

”f"giveetigiiaaa e

 Cervato vinosé;péliddﬂ'

‘peis”
e i‘oarne & ante oanela (uAB REF.)

" Corta,. rlgida (Pat. U.8, 0o~ . § .
Antibiotic and Chems, Vole 4. |

2.5864762) Espiral (Pridham.

",iy otros, Appl.Hicrobiol, Vol ~
- 64 Woy 1, Enero 1958): Lspi-}
‘ral (2 de 10 colaboradores

%AB ref.)

"ZV‘Cilindrioas, 0. 65 ux 1 30 u}f

ierea-blanco

_ Aered biango, sin'ésporas a.;

Ganela claro, canela rosaceo.

4éreo blanco -.

3

0w
v

n asreo - -

Bl nco oS8 Ny nalldo, cre
ma (SAB Ref.), Oliva palido
ante (xat. U.u. No 2.586. 762)

Marrén
. Harron osouro

'j"Iarron osuu*o, ‘narrén - 1nten—
.80, marron re g% 6o ( AB Rerl

Minguno (6 de 9 colahorado=-

res SAB Ref.)

. »
larron

Marron

‘&EiVéft19i13dé:?}l*

.Esfericas 0.6 u’

Aéreo blanco e

—

Sin. esulrales (Dvonch ¥ otros

No, 11, Nov, 1954), Corta, rec

ta & tortucsa- (licrofotografia .|

e e Duggar y--otros, imn. §.Y.
N Acad' bcl" Vol. 60, AI‘tOo I)

) 71ancota ognelé.ff

a espiiegd \DAB Ref. )

aéteo gris claro a gris
Blanco (5 de’ 9 colﬂboradores ,

S4B Ref.)

astyan

Ja amarlllento mate

mrron amal‘illento a marron Oa-'.
) oanuete (SAB Ref.) .

'ﬂln*uﬁo (9.de 9 colahoradores

- SAP Refd)

~'Tona11dades de rosa & e3pliego 3
. " (sAB Ref.)

‘Raa. olaro a rosa uurnura olaro, o

. Amarlllo vprdoso claro a naran~ .




20,

2

| sedio, nitratado -

Gelatina' -

':fjuelatina—Nutrlente

. Hemolisis«

lGelatina-&imple ‘

A Caracter. t

”gy'flavoners%bus“?'-""

e 8. netrepsis-

B

harina'de avena .-

lrAgar nutrlente (de Ja&s
iman) S ' :

Kzﬁéqhé'ﬁpiﬁéé91;;"”'

Almiaon

" {Roduscion mitrate

Fuentes de carbono:‘pT

Utilizado

No. utilizado

"Agar de pasta de tomate,

mapon de patata o

= N‘inguno

E Pardo rojmzb”

' Licuada_~"

* terblizats. -

© Positiva

finguno |

: Decolorac‘on canala mostaza h

o ii_‘rln O -

. v‘aln ooaﬂula01on, pentonlzada,
s'.alcallna L

- Positiva-

‘3D-x¢1osa, D—*lucbsa, D-fructosa,
"lactosa,: maltosa, saliOLna, e
,-noeltol. " .

,va-arablnosa, D—sorbitol, L—ram-t-
nosa, D=sacarosa, D=-rafinosa,

- D-manitol (Xilosa, lactosa,suli .
¢ina, antes enumeradas fueron
utilizadas lantamente).

"Marron

”-'Marron

Harron, marron oscu:

"marron, medio a osm

arron olaro

aln peptonlzaolqn n

‘rpe 586,762) = Coagul:

"oion neutra & 1iwer

D—glucosa, J~fructoa
maltosa (oAB Ref )

Dakilbéa,fL#aféblnnﬁ
D-sacarosa, lactosa,
D-sorbl ol D—man1t<




e s T et .

- 8, netrovsis .

ﬁ.-,,'oimiamonaus

'4016n cansla mostaze

OJlZO_

B,

D-glucosa, D-fruotosa,
maltosa, Sallciﬂa, i-

sa, D-sorbztol, L—ram-

acarosa, D-rafinosa,
(Xilosa, lactosaysuli.

es enumeradas fueron

] lentamen'be). .

. ,Marron ‘

gulacion, peptonizada, o

1L10uado (uAB.Ref )
‘l7H1drollzado
iﬁﬂegatlvo

*osi‘blvo (;LBRet D

'AD-glucosa Dot ruotosa.,:.-inos; tol ,7'; - _"
R ma.ltosa. {un.B Rel. .) “ L . :

- -, b b - -

Marron, marron oscurc (SAB,

marnon, medlo 8 o3Curo.

”arron claro

\ Mar‘réﬁ .

Sln peptonlzaclon ni hldro1isis, reao

.- cionno cambiada’ (Pat. U,8, o, - ,

-+ 265864762): = Coagulacion, peptoniza—"ﬂ',

j.mmnwwaah@MMMewma-fﬁ“M
- (saB Ref.) ‘ :

‘Sin llcuaclon (Pat. . s. No. 2. 586 7@2) -

%x1loéa, L-éféblndsa, L-ramnosa, -
- D-sacarosa, lactosa, rafinosa,
_ D-sorbit ol, D-manltol, sallclna°

:Nlngunoi

v'A;:.Nin:uno (SAB Ref )

ifCoaﬂulada, peptonizada

-:l‘Iéga:t-i‘vvo_‘:..' '

i Positive (SAB-Ref.): T o

l}jp-gluoosa, D-fructosa,1-dn091t01,3‘
- “maltoge -(SAB Ref, ¥y Dronch y=
- "‘Otma, SuPra) . .

- *‘D-sorbltol D-manltol, sallclna.-’

Ninguno (7 de 9 colaboradorﬁs
BAB Ref.)

-

W————

e N R

D-xllosa, L—arablnosa, L-ramnosa,
sacarosa, lactosa, rafinosa,

P . . - - L.

[ e SRR NN
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S ren01ae constan de uno o més nombrea de oolor seguido de parentesiai”

i
‘j rrespondlentes & uns fioha de oolor plastlco desprendlble del manual
l
I
b

o
-

o
.

I

|

 % Caldo, las caraoteristlcas de oultlvo se determlnaron del cultivo 80=

'? te de anchnra a un lado de la placa con oolonlas mas o menos aisladas

N -

[5 sobre el resto de la superflcle de agar Cuando se’ indican los dlame-
.

‘-islﬂ 3 diaa - abundante dasarrollo, Bianco aereo (a), m;oelio del

' ‘{Las colonias aisladas son convexaa, bordes enteros, moderadamente -

,1
j_ aereas en la porczon elevada central, diametro 3,0 wne

"n
cl
1
v

" Paxonomia del Streptomces flavopers:.cus: Sp. Novo.x-

A excepcion de la determlnacion de las caragterlstlcas de cul-»

tlvo y activ;dad proteolztlca en gelatina, que se efectud a 2490., to
das las caraotaristioas de oultlvo en los medios standard seguidamenr
te enumerados se obtuvieron mediante incubacion & 28¢C,

Lasg referenclas clave sobre Colores estén de acuerdo con el "Co

Foss, C. E.; 1948; Container Corporatlon of America. Todas estaa refe- N'

-

Que 1ncluyen una clave, oomo por egemplo, amarillo dorado (2kb), | oo-

! usada para determinar el oolor de micelio inverso’ en el agar nutrlenr .

te de Waksman despuea de una inoubac;on de 91ete dlas.

A menos que se: eapeoifique pendlente de agar, cuna de patata o

bre la. superfioie de 20,0 ml. de medlos de agar en placas de Petri

1
ban ordznarlamente separadas en mas de 1,0 om. de otras oolonias.~

Igar gutriente de Waksman.-

;substrato (reverso) amarillo pastel (1~1/2 hb), sin pigmento solubleo

- [y

7 dlas - mlcello aereo en rayas de desarrollo oonfluente, blanco fi

(2kb), sin p1gmento soluble, desarrollo deprimido en la superfioie del “

ldr Harmony Manual" tercera edic:.on, Haoobsen,R., Granvllle, W.C.; y

Standard de 100 m. lLa superficle de agar se inoculo de tal manersa que‘”

prOporoionase una banda de oultivo confluente de 1, O om. aproxlmadamen ;

tros de las colonias, tales colonlas ‘B€ hallaban blen alsladas o esta— i

q&ra (b) a grls claro (c) substrato entre maiz (Zhb) y amarillo darado'

N
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'f‘ dlametrales o radlales) a travea de 21 dias de inoub501on.~

fagar. Algunas colonlas se caraoterlzan por una fisurﬂﬁo derpesion disl

metrals de otro modo, la superficle de desarrollo es lisa.

- mostaza, oro viejo (2ne), sin pigmento soluble, colonias aisladas ca-
'gris claro (o), sin esporas, rizado de super ficies de colon1as oon-'
adicionals
mente ausente, sustrato oro mostaza (ZPS) a marron mostaza (Zpi) Se

_ extlende un llgero desarrollo plumoso sobre la super:icie de agar en

uno o dos . desde los bordes de colonias\aisladqs de 5,5 a 7,0kmm.f v

© de didmetro. -

_Ager de glucoge, -

agar nuuriente de Waksman. Micello aéreo grls claro (e, mlcello de

. za (2pg), sin plgmento soluble, sin rizemiento de colon1as (flsuras

_substrato smarillo palldo (lca), gin plgmento soluble. Oolonias ais-

.,zona dnecernible de aclaramlento parcial de opacidad del medio se

7‘muestra Junto al desarrollo, por egemplo 8 0 mm. de aolaramiento al-

.'concha rosa perla (3ca), subatrato crema (1-4/2 ca), sin pigmento s0=

. 1ub1e. El desarrollo secundar:o 8se extiende de manera plana sobre le

7-]*;..7,1226 7538

15 dlas - mlcelzo aéreo como en el dla 7, substrato ahora oro
racterizadas por unos centros ligeramente elevados y abunddnte ééréo»,
finadas a una fisura diametral ocasional ¥ & una rara fisura redial

21 dias - n1oello aéreo gris claro (o) ésporulacién virtusl-

Caradteristicas de desarrollo esencialmenfe paralelas 8 las del

substrato (reverso) entre oro mostaza, oro V1eao (2ne), ¥. oro mosta—

éggr de harlna de avena de Carve al.--

) dlas - abundante desarrollo, mlcelio aéreo gria claro (o),

ladas baaas convenas con porcion central elevada. Aereos de oolonlas”

aisladas 1imitadas prinoipalmente & papllas centrales embotadas. Una”

rededor de .una colonia de 3,0 mm.

7 dias - Mlcello aereo abundantemente productor de esporulas,
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medio 01rcundante) Colonlas moderadamente aisladas se extienden en

_plana en T, 0 mm. de superflole llsa. Nb se ha desarrollado ningun pig—;

_Solu01on de Czapek con dextrosa. gggg.-

de desarrollqﬁonfluente y cubierto de colonias aislades convexes de

.con centros pronuncladamente convexoa de 3 0 mm. extend;endose a bor—

“'?é:, S 9 N

 e1538,

superllcle de agar desdse un borde denso de colonlas prlmarzas a un

borde exterlor dentado..

15 dlas - mlcelio aereo densamente esporulado con un ascpecto

velloso, rosa nerla, concha (3oa) a amar:llo melén claro (Bea), substl

i®

to bambu, gamuza (2gc), sin plgmento d:fundlble (o oambzo de color del -

forma plana a un didmetro de 7,0 mme deade una poroion central conve-
xa de 3,0 M. |

21 dlas - gl olcello aereo en ﬁas& os entre rosa perla, conoha
(3ca) y smarillo meldn claro (3ea). Grestas elevadas de Tose oarne,
r0sa perla, rosa concha (408) aparecen & traves de rayas de desarrollo
confluentes. Centro de micelio de substrato (reverso) de érea de desa+
rrollo oOnfluente color bambu, gamuza (Zgo), en el borde de las rayas
¥ centro de colonlas alsladas el substrato ea oanela mostaza olaro l

(219) a cansla mostaza (2lg) Colonias aisladas esparcldas en’ forma
mento soluble.

3 dias - desarrollo escaso, en forma de pelicula, no aéreo, en
rayas con pocas colonias aisladas del tamano de puntas de alfiler.

7 dfas - micelio aéreo blanoo (a)-ﬁoderado'a abundante en rayas

2 0 mm.,substrato orema (1*1/20&), sin plgmento soluble.
15 dias - aéreo blanoo (a) a tinte rosado claro, eubstrato color

‘ante bambu, paja, trigo (2fb), gin pigmento aoluble. Colonias aisladad

des llgeramente dentados da 4,0 1111 TN superllcles de desarrollo llsas.,
21 dias - mlcelio aereo blanco ostra (b) a rosa olaro, substrato5~

amarllJo claro, amarillo pastel, amarlllo sol (1 - 1/2 ce), sin pig-

mento soluble, superfloles de desarrollo no rlzadas, colonias alsladaa
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" Ager aaparaglnandextrosa.-j"

: “tes irregularea ¥ 11geramente esparclaos deade los bordes de algunas"

- oolonias.'

lonmas convexas alsladas de 1 0 mme de diametro.b

g amarlllo sol (1-1/?ea). Colonias aisladas marcadamente convexas, 3,5

I y con brotes plumosos 1rregu1ares ligeros desde el borde.

llo irregular extendldo en forma plana sobre la superflcle de aguar

‘nales de blanco ostra'(b);'centré.del substrato de rayas de desarro-

‘oolon:as aisladas mostaza, oro viejo (219), sin pigmento aoluble. So~

| desde la porcion convexa de colonlas aisladas seguido de 2,0 a 3,0 mm+
‘de- desarrollo subsuperfio;al plumosa claro. Las superfioies de desa-'

rrollo no son rugosas.

’.éggg de glicerol—asparag;na.- 

oaracterlsticas en los dias 15 ¥ 21 de inoubaclon se indican solamen-J’

“te para oompararlas_qon las del_aga: de asparagina dextrosa.

,f_10 —‘

67 3 g#

pronuncladamente convexas de 3,0 a 4,0 mm., aereo aempleto, “con bro-fJ'

3 dias - desarrollo moderado, blanoo modarado (a) a grls claro

(c) en el aereo, substrato crems (1-1/20&), sin pigmento soluble, co | . M

7 dias - buen desarrollo, abundante aereo blanco (a) a gris ola

ro (o), substrato “crema (1-4/20&) a amarlllo claro, amarillo pastel, '

_ 15 dfas - aéreo con abundante esporulacidn rosa perla, conoha
(3og), centro del substrato de rayas con desarrollo qonfluente bambd,
snte, paja, trigo (2fb), de colonias aisladas maiz (2hb)'a amarillo.

dorado (ka) Colonlas marcadamente convexas de 3,0 mm. con desarro—

hasta un dlametro de 7,0 mm. Sin plgmento soluble.

-21.dias - aereO”cotha, rosa perla, (3ca) con penachos.ooasioe
1lo confluente bambu, ante, paja, trigo (2fb), substrato de centro de

bre la superfioie del agar ee extlende un brote plano arboresoente

El desarrollo de macelioe es bueno en este medlo pero la espo~

rulaclon es dlspersa a moderada inoluso en el dia 21- Las sigulentea
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5_(1-1/2gc), ®in pigmento soluble.,

‘r_claro, amarlllo pastel, amarlllo sol (1-4/29&), substrato de centro
'?‘de colonlas alsladas ¥ borde de raya’ oTo mostaﬁa, ‘oro v1ego (213), sil

? plgmento soluble.f"

‘co ostra (b) en rayas de desarrollo confluente, substrato amarillo

yay oentro de colonias azsladas planas de 0,5 mme,. sin p1gmento 80—

; 'sin digestlon.

e

Agar de extracto de levadura, dextrosa, NH4N03, almiddén de maiz.-

.alrededor de 3,0 mm, de colonlas y 5,0 mm. desde el borda de rayas da

- 11 -

2‘6 75 3 8

15 dlaS - aereo grls claro (c) con penachos diséhnnados de blan"“i

'L;claro, amarillo pastel, amarlllo sol (1-1/29&) a amarillo polvoriento :

21 dias - aereo blanco ostra (b) a ngS olaro (c) con ocasiona—i;.'

B ‘les penaohos de aereo disemlnado & moderadamente esporulador rosa muy o

‘ ﬂ_c1aro, substrato de oentro de rayas de desarrollo oonfluente amar;llo o

La morfologla de las colonlas, como en el agar de dextrOSa-as
paragina.‘

Agar de malato cdlodtoe=

3 dlas - deaarrollo moderado, 86reo diaeminado & moderado en Te

luble, sin digestidn visible (aclaramxenxo)Ade maleto.
| } dias - aéréé abundante blancd (a) en ré&asiy en pequefias co-
lonlas convexas bajas, sin pigmento soluble, gin digestlon vis:ble.
15 diaa - mlcelio aereo blanco (a) con ocasionales penachos de -

‘aéreo marron muy claro en gonas’ menos pobladas, 31n plgmento soluble,

21 dlas - 1gual que en el dia 154

" 3 .dias - abundante desarrollo, aéreo moderado en el centro de

‘colonlas alsladas convexaa, zona de 7 0 Tme de hidroliszs ‘del almldon '

desarrollo confluente, ‘sin pigmento soluble.

T dlas - aereo en borde de raya ¥ en colonlas aisladas densamenT

 ;.te esporuladas rosa perla, ooncha (30&), aubstrato crema (1-1/295) sin

'Lpigmento soluble, hidrolisis (aolaramientp),marcada.

[y
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- t ‘f 15 dias - mioelio eéreo y esporulacion oomo en el dia 7, substra‘;f

b te ma51lla (1-1/2ec) Colonlas alsladas de 4,0 mm. maroadamente .con-

‘“5W'te plumoso que se extiende planamente sobre 1a superficie éel agar

$,desde 1a base de 1a oolon1a primaria.

 3gfde de raya daneamente esporulado y colanias aisladas entre roaa perla,ﬁ~~

"Qdiendose luego planamente por encima y debaao de la superfioie hasta

'“31uble.. o |
_.Agar de almldon solu'blel sales inorgdnicas. -

{?Agar de saggge de tr;p}gsa.-

‘vexas con 1igera depresion centraol y un adicional no-aereo ligeramen

oy

21 dias - pocos penaohoa de aereo esporulado aparecen ahora ‘en’

"oonoha (30&) y amarillo melon claro (3ea), substrato (reverso) de es- L
”tas zonas mostaza, oro viego, (216), substrato del oentro de raya ore-ffJ

mae (1-1/2ce.) Poreion oonvexa de colom.as a.isla.da.s de 4,0 mm. exten-—!

9,0 mm. Hldrolisia oasi oompleta sobre toda la placa. Sin pigmento so-y 

3 dias - desarrollo moderadorplano e 1ncoloro, Taros penachos de
-mlcello aereo en raya de desarrollo confluente, sin pigmento soluble,
sin hidwdisis viszble. L

T dias - abundante aéreo, buena esporulacion, Tosa perla olaro,
{.concha (BGa), substrato entre tinte amerillo (1lba) y pergamino (1Cb),

1 sin pigmento soluble, sin hidrolisis visible.

v15 dias - micelio aéreo esporulado entre,rosa cerne, rosa perla,

rosa concha, rosa de té (4ca) ¥y albariooque olaro (4ea), sin hldroli-
's1s (aclaram;ento) visible.

21 dfas - igual que el dia 15.

3 dlas - abundante deaarrollo, sin aereo, sin plgmento soluble

|
i
i
[
i

(decolomacion), hem011818 dudasa. Colonas aisladas oonvexas bajas, bor o
des enteros, superfic1e amor tiguadamente lustrosa.

7 afes - sin aéreo, hemolisis de 6, O mn, desda ol ‘bords de raya

,la porclon central de la raya de desarrollo oonfluente. Aereo do bor- TR
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i intactoe marrones, colonlas alaladas de 2,0 mme ‘con lustre apagado ¥y

‘;'pequenaa papilas oentrales.

1 hemolisls._

"’ g de’ extracto de maltaL extracto de levadura.-‘3

,de desarrollo confluente, szn plgmento soluble apreo 1e, eritrooitos -

‘tra (b) en el aereo, substrato amarillo pastel claro (1-1/2fb) sln ping

‘Amento soluble‘ Colonlds bien alsladas de 4,0 . convexae baaas con

.claro, substrato entre bambu, ante, paja, trzgo (2fb) en el oentro de
»'la raya a ma;z (2hb) en el borde, sin pigmento soluble. Coloniaé ail-,*"‘

”ladas de 6, 0 mm.‘

en areas de eeporulacion més 1ntensas, aereo de esporulaoion velloso,

'elevado sobre aereo disminado o sin esporulacion, substrato oro mlel,

| clero, (360), substrato de centro de raya (290) y de menos pobladas

'
!
}
|

| Ager de harina de avgna gon ggggg de tomate.=

‘de color del medlo) COlOnlaS blen alsladas de 3,0 mm., bcrdes enteroa ‘

convexoe, oon adreo en porcmon oentral elevada.

-cha (3ba), substrato entre maiz (2hb) v emarillo dorado (%b), sin pig-

- 13 "..
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15 a 21 dias - igual que el dia 7, sin incremento en la zona de .-

A

3 dlas -‘abundante desarrollo, abundante blanco (a) a blanco os-:éfl

abundante aereo excepto un estreoho margen no aereo.

7 dias - aereo de raya de desarrollo oonfluente con tinte rosa

15 dias - esporu1501on moderada, aéreo rosa perla, oonoha (303)"'

oro c¢laro (210), colonias aisladas de Ty 0 mm. con aéreo completo ¥y de= "¢
presion central ligera de 2 (0] . 5 ain rugosidadea._

21 d{aa - aereo entre rosa perla, concha (3oa) y bizcooho, bezs

colonias oro mostazs (2pg), sin plgmento soluble. Marfologia de las og

lonlaa 1gua1 que el dia 15.

3 dfag - abundante desarrollo ¥ micelio aéreo blanco (a), numero
808’ penaohos elevados de material velloso en raya de desarrollo con-

fluente, substrato amarillo palido, sin pigmento soluble (sin cambio

7 d{as - Abundante esporula01on en el micelzo, perla, tinte con—b
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: sarrollo. Colonlaa bien aisladas maroadamente convexas de 5,0 mme de 1

¥

K dlametro, adreo de esporulacion plena.

7”claro (390), substrato ambar, tOpaoio (3pe) & marrdn dorado . (3pg), el |

*mloello subsuperflclal se extiende profundamanta en el agaT mas alla

?fcentro ds substrato de raya ambar, topaoio (3pe), borde de substrato

;slon del desarrollo subsuperficlal de 3,0 mm. mas alla del borde de

 15 raya y colonias alsladas de 6 0 mm.'fv~
AWo- iy

fitnato (reverso) amarillo palido (1ca) COlOnlas alsladaa de 2, 0 mm.kdff

'dJametro, convexas bajas, apagadamente lustroeas.

} (1-1/2 db)

'Aggg de glloerol, gliclna.~

0,5 a 1 0 mme

lrrollo confluante, substrato amarillo palido (1ca), sin pigmentos so»

mento soluble. Aclaramlento en opacldad del medio visibkg junto al de

15 dlas - aereo entre. rosa perla, concha (303) ¥ bzzcooho, beis

e

del borde de desarrollo superf101a1. Colon;ae bien aisladaa de 6,0 mm;)

convexas, suaves, de aereo plenamente esporulador velloao.

21 dlas - aereo esporulado ve11090 bizoocho, bels olaro, (Bec), -

v””.ﬂ de raya y centro de colonias aisladas marron dorado (3pg), sin pigmenbix"':

.";to soluble. Morfologla de las oolonlas igual que en el dla 15, extem—fﬁnﬂ

"3 dlas - buen desarrollo, sin aereo, sin pigmento soluble, sube::-

T diaa - sin aereo, sin plgmento soluble, substrato pergamino

15 dlas - sin aereo, sin pigmento soluble. Colonias aisladas de
2,5'mm. convexas, oon periferia ligeramente plana.
21 dias - sin aereo, sin plgmento soluble, mloello superf;olal

y del substrato (reverso) amarlllo palido (1ca)

3 dfes ~ desarrollo 1nooloro, en fcrma de pelicula, plano Y po-

bre a regular, sin aéreo, sin"pigmento soluble. Colonias aisladas de

T dias - buen desarrollo, aereo pleno blanco (a) en raya de desa




287538

lubles. Colonias bien aisladas de 2,5 mm. de dlametro, convexas bagas;:‘

bordes ligeramente plumosos, algunas colonlas con pooo o ningun aereo.
15 dias - aéreo blanco (a), substrato amarille ligero, amari-

llo paetel, ama.rillo rsol, (1-1 /2ea), sin p:.gmem;o soluble. ’ |
5 ;j,';‘:l}'r- 21 d{as ~ aéreo blanco (a) a grls claro, sin esporas, substrato'
1gual que el dla 15, 51n plgmento soluble. Superfzcie de raya de de~- |
'Barrollo oonflnente ligeramente rugosa, coincidlendo con un aspeoto |

’» de tablero de damas del mlcelio (reverso) T ?f ) s |

'*“AMVJ‘,-, S Pendlentes de ag__ con reducclon de nitrato.-.:i,'

.~;f7 .10 ”l..‘"j-:‘; 4 dias - desarrollo pobre, desarrollo reesparozdo sobre la su~ I

perficie rizada.A'

{
I b o . e . N .
R 12 dlas - desarrollo bueno, aereo abundante blanco (a), prueba o

para nltrlto nagativa. :-:7:, 'f£{ﬂ .;&““:: ;;il[t

|- 18 dias - nltrito negatlvoo o .
- i 'ﬁ,f: 25 dias - ensayo para nitrito llgeramente positivo. =ﬂl¥1=fi T ey

Tapon de ge;atina.—-‘

3 dias - desarrollo moderado looalizado prinoipalmente en al

fondo de una porclon llcuada de 4,0 mm. Pocas oolonias no aereas en =

la unlon de la supsrficle con la pared del tubo, micelio marron rogizo.

f;20’ 7 dias - liouaoion de un om., buen desarrollo subsuperfioial,
plgmento soluble marrOn rojo oscuro en poroion llquida por enoima del;;
desarrollo.,.‘ ' R | - |

‘1ﬂl"f. 15 dias - el plgmento soluble ‘se extiende hasta 6 0 e por de-

, bago de s superflcie, abundante micelio por dsba;o de 1a capa de pig&‘
_-25, o mento, el desarrollo superficiallha desoendldQ al fonQovdel medlo 11—»
. N qﬁidd.; 7 ' ' . _ v;‘ ”
_”'€:~~ . :‘ Co [' 21 diae - plgmento soluble marron roao a 1 O om. par debajo de

AR TERE e e me .

la auperficle, 4,0 mme adxolonalee ocupados por micelio, 11cuac10n

marcada, resto del tapon verde parduzco.

.30 , I Cuﬁa de Qatata.-

3 dias - abundante desarrollo no—aereo amarlllo olaro, patata
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’*; verso de patata canela mostaza (21g)

“°fj-gin coagulao;on, ligera peptonizaomoh. .

‘bierts. (2fe)

| examen mioroacop;oo. o S T .QV R

'zLeche de tornasol.- :
-lzquida sin aereo v1s:ble, ein camblo en la 1echee‘o‘

“'por enc1ma de la superflcle sobre los lados del tubo, 31n pelloula,

) mento soluble se. anotaron tambien en. este madlo basioo varlado medi'

,‘el substrato oarbonico anadido. Las esporas fueron profusas en todos

1j‘1ncubaoion J aproximadamente hacia el dia 21 en muohos oaeoa de deaa_jf

'1oooton myy olaro o amarllloncrema claro tenido de rosa. Anotado estev

dé;oloégga éangla oiaro. ? @ 7 % 3 8

7 dfas - ain aereo, desarrollo amarlllo palldo (1ca), patata en

1as proximldades del desarrollo entre tendon natural (2do) y grls cu-'

15 dias - gris olaro {c) en el aéreo en la parte superior de la
pendlente; esta porclon de patata canela mostaza olara (219)
21 dlas - aereo en la parte superior de 1a pendiente rosa perla“_

oncha (30&), colonias no aereas en el extremo amarlllas claras, re-"

28 dias - aereo rosa claro veiloso, esporu1a01on oonflrmada por"”

#

7 dzas - anlllo amarillento de desarrollo extendido en 3,0 mm.:"

Al

porulaclon, oaracter de mloelio 1nverso y presenoia o ausencia de p £

1os casos de rapldo desarrollo hacla el septimo o deoimoqu1nto dla de;ﬂi
rrollo moderado. Uniformemente, el color del micelio de esporulacion

concordaba en color con los medios precedentes, es decir, un color me

color en el manual de colores usado como Tosa. perla, ooncha (3oa) 0

como una tonalzdad mas oscura en algunas masae de esporas envegecidag

3 dlas - llgero desarrollo en la union del tubo % la superficie_ﬁi‘ﬁ'
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 luble.

1?'Ufiliéaqgén de Fuentes Carboniggg_ggg_glistreptomyoes flavopersious.

; PéAt5saé B ]fKilééé 3'*' f“f] - ' +'f"  ;:»,‘ lanto
EXOS& L ) -';Glu'cos'a’”" - SO A ra’pid‘o"i_ L

Cotoses ‘}Jv”Fructosa ,f fﬁ;f;ljf;;_1;-f;+ el f;ﬁido_:;;~1ihd

| gD1~éac§ridosi'{fSaoarosa‘;i:mj,fVJI;lf,f o e %,j-w"

Gluodsido . - Salioima . T4 lemte

como TOSA CATNe (40&) a alharlchue claro (ea) El miogilo del substh.;
t0 (reverso) era de las tonalldades mas brillantes de amarillo varlan-

do en 1ntensidad con el tiempo de inoubaoion desde amarillo muy claro

(amarillo pagtel) & amarlllo”ggrado. No ee produjo ningin pigmento gg

TABLA 2

) 222&33; ’ f;,Utilizacion__ . . Ritmo de
el T desarrollo

‘"Axéfindég T s Tl .{.':i-:+ ;:}»

Galaotoss .~ ° 4T moderade

e

"Mahpsgi"

L4 rdpse |

‘; Laotosa R iilento

' ,Mh1tosa 0 ,;rapido

f.-C?i'o‘bi'q!Ba T ' moderado

Tri-sacdrido. -:"j:RAfiqésa"‘.L'j '

PQli-gébéridés _Almldon solublefftj;f"v;‘v.*+ o

"Celulosa B P AR
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' Fuente Utaligsoiin ¥ - Ritmo de |-
. T SR desarrollo
Alooholes jGiiéérol ;”4'f"l ."féﬁido} :
“ Manitol e e DL ',“ -
Duledtol - . . 4 ¥  " Noderado
- ,Ino;itolwﬁ: N ‘moderado
.Sorﬁitoi'” - - '
- Acidos ) : Citrato sodico . -l-'i-»,: -ré'.piglo“ .
. | - _1“Lactato sodloo 4 lento -
i | 'Succinato sodico. + - f}modéradq
E. :Acetato sodi;o s “mogéfado“3
E' nivTartrato eodlco-Potasloo »1f?x'=;;£ e ”.i éEff{:f
Gontrol 'si_n' fuents _mssni;;j_f_;'_avs;, - PR

;'Marfologia del mioelio esporu;ador. Microsoopia lgggra.- ': e N

":;da, produoiendoae oadenas de esparaa en. verticilos empenachados en 1

ff extremos de ramas Primarias cortas que a su vez surgen como verticilo '

! primarias ‘son: generalmente dos, tres o]cuatro. No se observaron ramas )

t consistente en todos los medios en los que se produaeron eaparas, tan ;:

;to organioo como sintetzoo. La 51gulente desoripoion deriva de 1a ob-

”a1sladas conteniendo penachog de esporas y a menudo se sospecho la o

:exlstencla de més de cuabro._Las oadenas de esporas en los penachos f“‘

ftran en ganchos o canas, rizos sbiertos y eapirales sueltas. No se obq

La morfologia de las cadenas de asporas y de las esporas era v‘:,z

y Gottlieb oon dulcltol como eubstrato carboniOOy

La eatructura ramlficada del mioelio esporulador o8 biverticila-}{i

de un lugar comun alrededor del fllamento mioelial 867604 Estas ramas ;

son numerosas, no habiendose observado menos de cuatro cadenas por pe- o

'~ﬂnacho. Las cadenas de esporas 1nd1v1duales de longitud med:a se enoueq“*'
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?i!servaron pspirales apretadas ni auténticas formaciones en esperal & mo-

.- 70 . . ido.de tirabuzén. Las ésporas"éon‘cilindricas“con'éxtrémoa'embotados de
Do e j
T e -~fjvnseccion cuadrada, raramente elipsoicales y nunoa esferlcas. Tlploamenp'

te, 1as espdras apareciau en una longltud doble o triple 8 su espesor, j-:

f5 f. :. ;.;con lados rectos. Las dimensiones efeotivas se determinaron medlante

: m:.oroscopia electrorzioa a 8500, 14.000 y 28. 000 d;.e.metros. v

Mlcr0300pia electronloa.- '_,u .
Qi0Re~ -

P La m1oroscopia electronioa conflrmo las caracterlsticas antes

T j;“f'”.' ‘ anotadas, es decmr, morfologla biverticilada de mlcelio ‘aéreo esporu-'

<40 "  b lador, exiatencia de oadenas de esparas en rizos abiertos ¥y espirales

‘“:7” S . :sueltas ¥y la morfologia oillndrlca A de lados rectos de las esporas.

e i Se realizaron mlcrofotografias electronicas y estudio visual del desa

v rrollo sobre sales 1norganioas, agar de almidOn soluble y de un dupli-

oado de 1a plaoa usada para registrar los anteriores estudlos mlcros-:-f"

- 15 pOpicos 1lgeros.- - ' id ;,;f:_j

R 'T;f:,:. .7_A Medlante placas motélicas y otros preparados usados para las mi- .

’g“'-’,bA_ PR - ‘crofotografias electronioas 8e- determlnaron los slguientes detalles

N . o '

”}"“"" . ,'”;‘gularldades superflcllaes en placas sombreadas de esporas a 28000 dia-;~

»;'metros, la superflcie de las esporas se halla exenta de esplnas, cres—}v

"atas o esplrales. El tamaﬁo madlo de 1as esparas es de 0,4 por 1y 1 mi-

f‘i-‘crae, su anchuz'a osoil& entre 0,3 y 0,5 micras y su longitud entre 0,9 .

ﬂ;y 1, 3 mlcras.: '

v

Los fllamentos prlnoipales del mlcello aereo son de un espesor -

"

;de 0,3 a 0,4 micras, ensanchandose a O,b mioras en el 1ugar 1nmediat"'—

”“ﬂ;mente adyacente al punto'de ramlflcaczon verticilada. Las ramas de 1052 

"wfijertlcilos se. aproxlman el tamano del micelio prinoipal, slendo 1as

“

lfbases mas ‘espesas que el filamento distal. ,;,"f

La presente 1nvencion, como anterlormente 6 ha indloado, abarc%ﬂ‘

g un prooeso para 91 desarrollo del Streptogxoes flavogersioua bajo con- -;

'adlc1onales.‘Las esporas son de tipo liso. Aunque apareoen ligeras irrg~: %




ey

’mentaoion sumergida con ag;taclon adecuada yﬂazreacion usando un mef;

dio consistente en una fiente carbénica tal como gltiéosa., glicerol,

»ﬂ fuente de nitrogeno organlco tal como harina de soja; una fuente de

sustancxas ¥ minerales de desarrollo tales como solubles de destilado
"insoluble para impedlr 1a acumulacion de éc;do tal como oarbonato oal

"czco, y un agente deseSpumador atox1co tal como aceltes vegetales tra

10

"de la zona’ de inhzbioion del Esoherichia oolz, se filtra el cultivo

21570 eipal del matarial activo se enouentra en. el liquido v relatlvamente

poco en ol micelio de la pasta del filtro. E1 proceso que 1mplioa el

'do. La sustancia antlmlorobiana se obtlene fa01lmente camo sulfato

ﬂmas ampliamente descrltos o 11ustrados en los. eJemﬁbs. Una sustanoia

\ .

'f;caracteristlcas que le dlst1nguen de las sustancian antimioroblanas

”00n001d39 y previamente descritas.

25

.V”.

‘la sustanoia antimiorob:ana. Sln embargo,7

3?7~demostrado ser un procedimlento mas seguro el mantenlmlento del -

‘4d1010nes controladas que 1ncluyan une. temveratura de 24‘3 3200 fer-“ -
.aceifes vegetales trans-esterificadbé'o oombinacién de los mismos;'una  i
-res; sales mznerales tales oomo oloruro aodlco, un agente amortiguadm‘

1'esterif1cados P aceite de soga més antl-espuma de metilpolisiloxano. f
Guando el desarrollo del organismo ‘ha producido una cant;dad aat;sfao .-

‘toria de sustancia antibiotica indicada medlante ensayo con el metodo

‘.y se recupera el agente antlmioroblano del f:ltrado. La porc;on przn—;;

'uso de una. resina de oambio ionico ellminara la actlvidad del filtra-‘,ﬁn
'crlstallno 0 sal hldrocloruro. Los procedimientos empleados ae hallan_;j
v_especifioa asi obtenlda posee propledades unicas v valzosas. Presenta;iu

Puede obtenerse un inoculador adecuado para ugo en matracea agin'”
tados medlante el uso del desarrollo de pendientes de agar de tripto— '
yf:na. Esta medlo puede usarse tambien para.mantener mediante transferen:

*oia de pendiente a pendiente, adeouados cultivos v1ables que produoen 5

en la praotioa general ha '

,llo sobre pendlentes de.agar se emplea para 1noou1ar matraces agita-v;'

4

>iStreptogxces flavopgr51ous en tierra ° bajo liofil1zacion. El desarro 3’£f




dos que & su veg pueden usarsé para inocular fermentaﬁares‘del.tamano ff-
' 2 utilizado a efectos de investigaclon. o L N “-7
Otro procedlmlento oons;ste en usar los matraces égitados para
inocular adecuadoa reclplentes metallooa que conuengan un medzo apro-
-5 - plado que se utlliza para 1nocular fermentadores de escala piloto o 1&8

depositos de semillas para el equipo mayor. En general, la produccion

del agente antlmicrobiano en fermentadores que oscilan entre 23 ¥y ZOOd;
lltros de tamafio alcanzan su max1mo en 5 dias. No hay ninguna Ventaja

ooen prolongar la fermentaclon durante mas de 5 dl&S.: A los efeotoa de
1075 producir 1nooulador, se obtlene un buen desarrollo del cultivo en 24
hcras. las condlclones aeroblcas se mantlnen en 1os fermentadores fon—?7’

-:‘ﬂ&-ﬂ w"ﬂr;u" zando aire esteril a. traves de un dlSpOSithO dispersador situado en

- a A ' ; el fondo del fermentador. El volumen de aire forzado en el medio de

B cultivo varla bastante con el tamano ¥ forma ‘del rec1p1ente de fermenr “n'”
'{5;;;;“ F tacién. Un grado de aireacionndgv4/5,volumenup9r un volumen de aire. -
! por volumen de cultivo por mimuto es satisfactorio. la espumacién del {

‘- f‘médid”&e cultivo durante la fermentaoién puede oontrolarao con aceites

vegetales atoxlcos, tales como aceltes vegetalea trans—estermfzoados,

que tambien sirven de fueﬁn oarbonica, ©° un ant1—espuma de metllpoli—

n

20 R_,"~T silixano. dlsuelto on un. aoeite vegetal tal oomo aceite de soja. A tra»;]

N ;,j'lb5bff ves del periodo de fermentaoion, el medlo de eulblvo ea vigorosamente

wﬂl agltado por medlos mecanloos. Sin embargo, en una fase de la prepara-‘f;;“

o

‘cion del inooulador en la que la produooion de la sustancia antimicro-':"

.

| biana en el proplo inoculador no es de 1mpartancia prinoipal, ae efeo—j

: tua una suficiente agltacion pra un satiefaotario desarrollo introdu—"”

clendo burbuaas de aire a traves del. liquido. En contraste, ouando la.;f

producclon de la suatancla antlmicrobiana as impurtante, la agitacloanQ

:fl se efeotua mediante dispositivos removedores que forman parte de las fﬁ

- unldades de fermentaoion. El grado de agitacion depende del diaeno def N




' 'g; es bien sabido los depositos de fermentac:.on pilotos @de tama?ios 00- -':

.;A,

merqia,les se destinan pa:ra uso genaral més blen que para un prooeso es-

pecifzco de fermentao:mn. El organ:.smos Streptog;y_ces flavop_ersmua pue
B L de producu el deseado agente antlmicrobiano en cantidades satisfacto-‘
5 A ' i rias en una variedad limitada de mediosda cultivo, en una gama de tem—"‘:
- R ' peraturas de 24 a 329C por 1o menos, no slendo necesano, endentemen-‘

te, mantener una a:l.reac:Lon exa.cta. o una mtens:uiad preca.se. de agitao:.oii-

mecanioa.

L . R los 51guientes egemploa iluatran la fonmao;on, recuperaoion,

~.'10 uooncentraclon, purlfloao:.on ® identlfloaclon del ‘agente, ant:microbiano . :
| M=141 Y. sus sales- de adicion dcida. Estos ejemplos son de naturaleza. ,
- ' . ‘ meramente ilustrativa, no deblendo oonsiderarse como limitativoaa.
EJEMPLO I o ﬁ" ) :
B Producclon en ferméﬁtadm:es de 23 litros cofx un med:o dé har:.na de | l-
15 - " ft ’ En un matra.z de Erlenmeyer de 500 ml. se anaden 150 ml. de un mg -:H'
' T ; | dio seminal con’cenlendo los szguientes ingredientes en 1as ooncentra- '
) ciones indioadas: o .
| o S  Gramos por litre
) { Monohidra.to de glucosa E B 15 .‘ ‘
“““ S 20 .. ,: Harma fibrose, de soja’ (ha.rlna. de’ soga_‘ . - -
deegraaada y ﬁnamente molida 15
s N ! Cloruro sodico ‘» - e | " V, 5
S S bérbonato calclco‘,.- D o
. ol El matraz y su oontenido se este;fj,lizan media.nte autociave dura
‘ .,-.25 ' l. te un periodo de 25 a. 30 mir:utos a una temperatui'a’ de; 141 OC. Despues 1

de enfriarse 8o inocula el matraz oon una. secoion de la. superfzoie de

| una nendiente de agar de triptona sobre 1a que se ha desarrollado

o » R trepto_mxces flavo;gersgcm dure.nte 6 dle,s por lo menos. Se ag:.ta el m_a,f»

J traz :moculado a 2890 en’un agitador gn.ratorio dotado d.e une,éa:crera de

e 2-—1 /4 pulgadas ¥ que funciona aproximadamente a una. velooidad de 230
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“v“describir durante 48 horas.

, ‘disponen 12 litros de un medlo de fermentacion de la alguiente oompo- )

'1iantes desorltos del aegundo paso del oultivo de semillas. Se desarrO‘

,Los matraces oon semillas son inoubadOS y agitados como se acaba de

sidns.

»clave durante 75 minutos a 12190. Despues de enfriarse, se inooula

aseptlcamente el fermentador con el contenido de 3 de 109 matraces

e de desarrollo de 18 M’ mediante una soluoion de eloroanfenicol de una;

_del depos1to & razon de 0,8 volumen aproxiﬂadamente de alre por volu— :
“men de caldo por minuto. La maxima act1V1dad blologioa 8e alcanza des

‘lpues de unos 5 dias. La presenoia del agente antlmlcrobiano en el me-
jrodea a. un dlsco de papel de 13 mm. de diamatrd séiurado con el 1£quifﬂ
f”do de cultivo clarificado y colocado sobre agar sembrado de Escheriohla

bcoli. Baao las mismas condiciones, se’ produce una zona de 1nhiblcion f;

-concentra01on de 0,08 mg. por ml.av  l“” Ry ":;-"’

bn un deposito de fermentaclon de una capacidad de 23 lltros sev

}fGramos éaf litro e

Mbnohidrato'dé"glﬁcdsa L B .~.," °i125;:
" Harina de soja S -1+ B
Carbomato célecico - - o 1

Cloruro sdédico S5
’Aceite de'édja :fyﬂ 5
_Antiespuma de metilpollsiloxano f ,:-‘ ';”C‘J;T'_;;; _'_;ﬂ’b”

";El fermentador y BU- oonteuido son astermlmzados mediante auto— |

lla el cultlvo en el fermentador & 2890 durante 5 diaa, en. cuyo tiem

po se aglta ol caldo mecanicamente y se pasa aire- esteril al fondo

dio fermentado esta indicada por una zona de inhibioion de 17 e que‘
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15

con el contenldo de 3 matraces de semlllas preparadon como en el Eaemri'

el citado eaemplo. La presencia de la sustancla antimlcrobxana en el

ﬁﬁendientes de~agar de triptona durante 6-dias a 2890. Se auspende el

desarrollo de una pendiente de agar en algunos mllilltros de agua es-

EJDMPLO 2

s Produoo1on en. fermentadoreswde 23 litros‘oon un medicvde harina dé so-?w;fix-:
S ja—glucosa-solubles de_ destiladores-glioerol. ‘ : : il

. Monlhzdrato de glucosa
" ‘Harina de soja :
. Cloruro sddico.: ' el
- Bolubles .de destiladcres de melazas R

7 secadas 5

-~ Glicerol - . - C LT I3 R
Carbonato caloioo ‘ “ifu”‘;; R T T I
Aceite de'soja - - o s U oL LB
Antlespuma de metilpolisiloxano 1

_El fermentador y su contenido se esterillzan a 12190 durante 90

minutos. Despues da enfriarse, se inocula asepticamente el fermentadorgj'

plo 1. Se aglta el cultlvo ¥ se airea 8 2896 durante 5 dlas como en

llqu1d0 de fermentaoion queda demostrada por una Zona de inhibicion

que rodea & un dlsco de papel sobre agar sembrado oon Escherichia col;rf

El dlametro de. la zona de inhlblcion alrededor da un disco de 13 mm.” ;

de dlametro es de 17 a 18 nme baao oond1c1ones tales que u#a solu01oﬁ J;

de oloroanfenlcol de una conoentraclon de 0,08 mg/ml. proporclone una

_mona de inhlbicion de 18 mm. R - |
EJEMPLO

Producomon en fermentadoree de 200 lltros oon un medio de harina de
soqa;glucosa.-

Se desarrolla el organismo, Streptogxces flavopgrsious, sobre

teril y. se inooulan dos matraces de Erlenmayer de 500 ml., oontenlen- L




fg ducen burbujas de aire & través del. medlo de cultivo desde un tubo 8l

's fermentador de 200 1itros de capacldad que contlene 125 1itros del si-

“_fs guiente medio, que habia sldo prsv;amente estermllzado a 12490 duranté, g

'“~;3~ R - ._“"--s“_f, © ¢ . -Gramos por litro
P P N —
|| P 'nonohidrato de glucosa T 25
! - Harina de soja . .- 20

. © " “Carbomato cdlcico .. . S |

j . - Aceite de soja o I U, |
[ __,Antl-espuma da metilp011s1loxano o oA

e Monbhldrato-de‘glucosa T . :
= Harina fibrosa de:soja’ (harina de so;a» B
. desgrasada finsmente molina) s :
Cloruro sodioo ‘. ‘ ; S
Carbonato caloico

10 litros del szguiente medio oontenido»en una botella metalios a:rea-;f‘

da de una capacidad aproximada de 12 lltros,'i va:;,

| | Gramos por litr _;f,fl 
Monohidrato de glucose . = . - 'i5' -

. . Harina fibrosa degoja . . ... - - 15
Cloruro sédico ; _ EEE . B
Carbonato cdleioco R . R B
Aceites vegetales trans-esterificados .'..,’ *,715',i

1"', B recip1ente ‘metédlico y su contenldo fuaron prev:amente esterl-v"
I B . .

lizados durante 80 minutos a 1202C y enfrlados a 2890. o

Se incuba la botella alreada a 2890 durante 48 haras. Se 1ntro—

’ tuado en el fondo a razon de 10 lltros aproxlmadamente por mlnuto. Luiﬁf

go se usa la totalidad del contenido de la botella para inocular un
t

45 mlnutos v enfriado a 28903 ",,'

" B1 medio znoculado en el fermentador se mantiene bajo vigorosa i

La totalldad del contenmdo de estos matraoes 8e emplea para inooular :ii ,
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_ﬁdel sobrenadante del caldo despues de la centrifugaczon o8 de 400 uni-if
. f; dades por ml-fL; aE e |

: 'c0n vigoroaa agltacion meoanica y a;reac;on a razon de un volumen de

“do de c4 horaa se emplea todo el: contenzdo del fermentador para inocu

"ftRecuperaclon de agente antimiorobiano M9141 hldrocloruro de cerveze
,de un fermentador de 23 lltros.—Ja

"tros de flltrado. La cerveza flltrada és pasada aobre 500 ml. de una 1

2000 lltros. Se mantlene el medlo 1noculado baao V1gor6$a agitaoion

ester11 para alreaczon del medlo de cultivo a razon de un volumen par

. _-’.2?.64-"

267538'wr

'agltaoion a una temperatura de 2890 durante 5 dias mlqu Bs se alrea

o ay - C )
SR ¥ razon de un volumen por volumen de medlo por mlnuto. El ensayo sobrq:ij

v Monohldrato de gluoosa
¢ Harina de soja Tl TR
. Carbonato cédleico.. - - .~ RSty B
'.'Aceltes vegetales trans-esterlfloados _‘ o “30 fj-

i;Se mantlene el fermentador de semlllas a 2890 durante 24 horas

- aire por- volumen de medlo de cultivo por minuuo. Al cabo de este peric B

11ar 1250 1itros del m;smo medlo en: un fermentador de una capacldad de g

mecanlca a una temperatura de 2890 durante 5 dl&s. Se introduce alre

volumen de medio por mlnuto. El ensqyo sobre el sobrenadante del cal- :;';

Ado deSpues de la centrlfugacion es de 1000 unldades por mililitro. E

. EJEMP LO 5

Se filtran con succlon unos 7 11tros de oerveza produoida como

ﬁ%jen el Ejemplo 1, empleando 1a ayuda de- un flltro para produoxr 5,6 1i-'




vy

L resina de cambio ionloo de bajo enlace en oruz (esigbclr, una reSJna

‘blanda y porosa) que tlene grupos aciaos carboxi}i%os como grupos ac-| .

e ,f‘m'_ . ;uthOS. la re31na se oontlene en una. columna de vadrlo de unos: 3 cm, |
“,de diametro y se usa’ en la forma ‘sbdioas’ Despues de haber pasado la ]

“3Icerveza a traves de la columna, se lava esta oon agua y se desarrolla~5

.Reouper301on de agente antlmlcroblano NL441 hldrocloruro de cerveza

Af::i' ".en un fermentador de 2} 1i tros.-:'

Se flltran mediante succion aproximadamente 14 litros de cerve— i“'

e '13;za produo:da en doa fermentadores como se descrlbe en el EJemplo 2,
Noooi20 T
R 'j:'_.utlllzando 1a ‘ayuda de un flltro para produCLr 12 litros de cerveza

s : _ if; flltrada. Se pasa eata a traves de una’ columna que contlene aproxima— fu
_ ° f  u- T damente 500 ml. de una resina de. camblo ionico del tipo de acldo oar-:‘;
'Lboxillco en su forma sodlca..Uha vez lavada la columna con agua se Tﬂ“é
- i efectua la elu01on del produoto antlmlcrobiano con acldo clorhidrlco
& i. semi—normal. La solucion del producto de esta. eluclon es neutralizad&
gw‘con hldroxido sodico ¥ evaporada hasta su sequedad, produclendo un

reslduo que contlene cloruro sodlco y calcico y la sal de adlolon de

' 801d0 clorhidrico de la sustancia deseada. Se extraota el r651duo va-

‘<del cloruro sodico. Los extractés metanolloos; en. un volumen total

‘con 0,25 N ClH. Se reoogen fracciones y se ensaya sy aotividad anti-"ui"f“-

.‘: baoterlana. Se oombznan 1as fracoiones aotivas de la’ oolumna, se ajus‘;Qi';

-,riaa veces con pequenas porciones de metanol, que deaa la maycr parte[”“
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G y se dlluye con 4 volumanes de acetona. Despues de unos mlnutos, el

o ﬂhidroc¢oruro de M~141 emp;eza a orista11zar en largas aguJas blanoas.

o JReouperacion de. agentemantimicrobiano de_hldrocloruro de ﬂ;141 usando=
.una regiggfde camblo a01do sulfonloo.-t“ E |

'ﬂi'tadores -como en e' EJemplo 2 sobre 450 ml; de una resina de cambio_ca

'”“f:de dlametro. Se lava la columna oon agua y se efectua la elucion de,~

| 'la sustancla ant1m10rob1ana oon 2,7 1itros de cloruro sodico aouoso

};re51duo extraotado con 100 ml. de metanol. A 1a solucion metanollca
:se anade lentamente una soluomon ds acido sulfurloo al 20 % basta que ;:'
‘no se forma mas preclpltado. Se neutrallza el sobrsnadante con hidro— };
rﬂvxldo sodioo oausando la preoipltacion de sulfato sodioo, que se sepa-';J
ra por flltraclon. Se evapcra el flltrado hasta su sequedad v se di- V

i'auelva en 15 ml. de agua. Al reposar durante la noche & 1a temperatur&':

| lavados con .una solucién 211 de acétona;agua y‘secados él éire a la'
'temperatura amblente para produoir 120 ml de 1a sal hldroclururo &e

-1 41. ‘

“para preclpitar la mayor narte del calclo como sulfato caloico. Se- s -

'ipara el prec;pltado p r flltra01on y se evapora el f;ltrado hasta au

.-como queda deaorlto se dlsuelven en 5 ml. de agua, se agltan con 2

~tlonloo del tlpo de- ac1do sulfonioo en una colunna de v1dr10 de'5 Cle

aproximado de 100 ml., son comblnados v tratados con sulfato sodloo'

-sequedad, quedando aproxlmadamente 1,4 gramos de la sal hldroclorura

cruda de la base M- 41. o

Aproxlmadamente 350 mg. del hldrocloruro M+141 crudo preparado

D8 de oarbono activado para separar 1mpurazas ooloreadas, se filtra

‘Se mantisne la solucion durantef~aﬁnoohe a 590 para oompletar la Orlst

Se 0asan 10 lltros de cerveza flltrada producida en tres fermen.'

al 5 p. El producto de la eluozon es evaparado hasta su sequedad y el i;‘i

ambiente; la sustancia antlmlcrobiana_crlstaliga. Los cristales son
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L en un fermenta&or de 200 lltros.-

'[llumna de v1dr10 de 10 cm, de diametro y se pasa la oerveza filtrada

- resina con agua k4 se. reoﬁpera la sultancla activa pasando 301do clab- "

“dlluidas con 3 lltros de acetona y mantenldaa a 590 durante 6 honas.::

iEl preclpitado que'se forma o8 recogido, dlsuelto en 500 ml. de agua, "

‘peratura amblente. Peso - 20 gramosluf"

hJEMPLO 8

Rscuperaclon da agente antlmloroblano MF141 hidrooloruro de oerveza

Se flltra el liquido de cultivo de 2. depositos de cerveza produ-h
..cida como en el haemplo 3, para obtensr 140 litros de oerveza flltrada
Se colocan 8 1itros de la forma sodica de una resina de cambio

1onico del tlpo de acmdo carboxlllco de enlaoe en cruz bajo en una co;;, ;

sobre la res1na a razon de 600 ml. por mlnuto. La resina retiene vir-'““

'i tualmente toda la aotiv1dad antibacterzana de la oerveza. Se lava la»“ j?»

e

hidrloo 0,5 normal sobre 1a rasina a razon de 350 ml. por minuto hastaj;-

que se ha recogldo un total de 40 litros en fracciones de 1 lltro. Se-"l

ensaya la actlvidad antibacterlana de las fracciones medzante el tipo_»f

de pruebas normales de placa y las fracclones actlvas son combinadas, -

ajustadas a.un pH de 6,5, concent”adas medlante evaporacion a 900 ml.,“

v

.gitado con 2 5 wramos de carbono actlvado,ffil rado yldiluldo oon'4.

z

JEMPLO 2

Recuperacion de agente antimicrobiano Mh141 hidrocloruro de fermenta— jf:f

'1 clones de 1250 lltros.—An

- Se agrupan los oultivos completos de 3 fermentadores de 2000 11 gf-;
tros produomdos como en ol Eaemplo 4. Esta agrupa01on de 3000 lltros
aproximadamente ensaya 700 unidades por ml. Se prepara una. solucion de. .

oxalato amdnico dlsolv1endo 3840 gramos de 301do oxal1co en 45 11tros'ﬁ‘

de agua. Se agusta el pH de esta soluo;on a 6, O oon hzdroxldo amOnlcov




concentra.do. La soluc:.on de oxalato amonico y 300 hbras de upa a;yuda. '

S AR S AT oA
.

S—

- { filtrante 88 anaden a la totalidad del cult:wo. Despues de a,glta.r la

o 'f e;:.:mezcla durante 30 minutos, se filtra aquella y se lava la masa con 1 5C

la.tros adioionalaa ‘de agua y ge seca. '

R filtrado, que mide aproximadamente 4700 lltros, es pasado eo-a
Do . _ bre 280 lltI'OS de una resina de camb:.o ionlco del tipo de acido carbo- .

o -7 x{1i00 en Ja forma sodlca. Se pasa el filtrado a traves de la’ res:.na a
= i razon de unos 20 111;1‘09 por mnu“bo. Las muestras del efluente que 80 :

toman cada 10 a 15 minutos inc’lican que menoa de un 1 % de la actlvidad

_. A‘f_no es absorbida. Se vuelve a. lavar 1uego la resina con agua deslomza_

AR / da hasta que el efluente o8’ claro e, incoloro. Se efeotua la. elucn.on dj‘ 5
la resina oon 450 litros de acido clorh:[d.rioo 0,179 normal, seguido ag’: }

.::-L 780 l:.tros de aoido clorh:'.drioo 0,5 normal. Los productos de” las elu-

g c:.ones son recogldos en fracciones en la forma s:.gulente:

Volumen (lltros)

Ensg[o (unid.a.desv n;[___)‘

Produc’cos de eluo:.on no.

T
4)5’

| f“ Produotos o eluc:s.on : TR .Ensayo .
IR o Concentrados TR U !unidades m/g)

B T (R S - T
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se seoan en’ - horno al v301o a 5000. Se obtlene una producoion de

con 40 gramos de

 J15OO ml. Se reooge una segunda produocion de crlstales y se elaboran

-3 -

267538 &

Al 00noentrarse estos productos de eluoion; preéipiza el matew_ o

rial aotivo. Los pr301p1tados de los productoa de eluclcn oonoentra—u

. o

dos son recogldos sobre un flltro oon el auxillo de una ayuda filtran“”-ﬁi

te. La masa del flltrado que contlene la pnroion princlpal de la ac-‘
t1v1dad es. extractada 3 veoces con por01ones de 7,6 11tros de metanol.'

El extracto metanolmco es conoentrado baJo reduclda pr931on a 13 11-

L tros Y enfriado durante 18 horas. Se separan los sdlidos y se concen-':ly
.‘-!

tra el flltrado a 5 litros. Se anaden al concentrado 6 litros de agua

y se reduce el volumen total del ooncentrado a 6 lltros medlante ‘des=| .

tilacion al VaclO. “Se enfrla el concentrado durante la noche ¥ s for

ma n,crlstales. Se-- recogen estos por filtraclon, se lavan con acetonaJ

=3

156 gramos de cristales que muestran un ensayo de 1070 unzdades pcr mﬁ

carbon vegetal aotlvado y se concentra el filtrado 8

' de 1gua1 manera. Sa obtiene una produccion total de 678 gramos de ageﬂhle'

te antlmiorobiano Mh441 cristallno hidrocloruwo, que muestra un ensayc;”

de 1200 unldades por ml.

o . R

\_‘.
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hJEMPLO 10

oe afiade- una solucion de 100 ml. de hidrocloruro de MF441 en 2

pletamente expulsado el sulfuro de hldrogano. Se evapora la solu01on

j}_s =6 35 %1, 0 47,04 %-

: Prepar aclon de sullato de Mp14A.

g‘ﬁy muestran una aguda extincion paralela al eJa més largo.

‘ i ml. de agué a una soluc;on de 62 ml. de sulfato de plata en 7 ml- de
” iagua. Ei cloruro de plata preolpltad§ es separado y el sobrenadante

-ansayado nara determznar su contenldo de cloruro. Despues de verlfloazfz
'1113 ausencla dé 1ones oloruro, se trata el sobrenadante con gas de sul-i |
'Gfuro de hldrogeno para preclpltar oual@ier exceso de plata. Se pasa

-,;una corriente de alre a traves de la soluo1on hasta _que ha sldo com—

 z._hasta su sequedad y se dlsuelve el residuo en 0,8 ml. de agua. Tras j ,
'mgla alelon de 1 ml. de metanol y 2 ml. de acetona 2 la solucion,el
isulfato de: Mb141 crlstallza en pocos manntos. Desnues de reoristalizaﬁ“
.“:de metanol acuoso al 50 Py 1a produocion es. de 50 ml. de sulfato de
MN,M~14J, cuyo anallsis o8, el slgulentez C = 33,37 %; Hh 6 88 %; Nh 5,67

Calculado para 61 Gy 411261:2 0 HESO .3 5H20: “
;c a 33,93 %; H = 7,12 %, N= 5,65 /o;‘-s:. 6,47 73; o = 46 82 0/3 El sul- .
'3fato se desoompone por enozma de 19090 & orlstallﬁa en placas rectan-:";

““gulares delgadas y planas. En luz polarlzada oruzada, los crlatalea

"exhlben elevada blrrefringencia oon algunos oolores de 1nterterencl'f;‘
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 §_.:’ R "'ﬁ o Dlseno de dlfraoclon por rayos X del sulfato dSbMF141 o
2 : - o ' - —— ] ‘ _ g .
. o Espaclado-d -en . Inteng:.dad rela.--“ Espac:.ado—d en Intens:.dad rela-,;,_’f :
o L gggstroms tiva ca;_cg:_lg_da__ g M tiVa calqglad_a.
L 148 2 E 2,72 e b
Yoo S 8.3 o 4 2455 2
P R -8 2,48 . - 3
P ‘= T ,5’ - 10 2,42 -2
S5 . 0 T 2,35 4
B RN - 8 2,28 2
. '. S | 52 o 3 2,23 1 '
Y 7 S 2 - 2,18 - 1.
S R DU 3. Jo N 2,15 s
T e 4100 5 - 2,11 Sz
B e I T 2,04 - 3
B 1 ST L L 2,00 2"
S LT 3,907 T T L 1,94 A amplio
T SRR T £ R 1,89 S
: U 3,500 0T ’f2 amplio T 1,787 . e
3 T Co3,33 0 - 1 T 1,72, -2 amplio
G e L 3,28 e 4 1,64 - 17
P XS - 1,62 SR
SR o e ~-3, ‘ -9 1,57 a0 -
il 2594 e . ‘1,50 1 E
. 2 84 ‘ ‘4"", S 1,42 -1 mqp).n.o
a 15- o El ensayo del agente antimzcrobzano NL441 se efeotua mediante
. e *"‘_ una- modifioac;on de la tecnica. de Loo ¥ otros publlcada. en. el "J ourna].
¥ .Aof Baoteriology”, volumen 50, pagznas 701-709 (1945)
4 . Se prepara una, soluclon del hldrocloruro de M—1 41 cristal:mo .
i”‘ffi::' N;;A'“f:“'_ftfa 10 0 mg/ml., J ae almacena congelsda o a 490 para uso dlario. El va f
} 20 R / ‘ lor aslgnado al hidrocloruro:hcrlstalmo a efeotos de ensayo es d.e '
B :f .A?1000 mlcrogramos de actlvldad por miligramo _ -f“. _l o
R coem medio de’ ensayo usado es el Bnsayo’ Antibiotico Difoo No. 5
g i.. 'i-con un 0,1 por peso por volumen de glucosa anadldo despues de- esteri.

: /:lz.zar. El med:Lo de agar esteril o8 . sembrado oon un vclumen oonvenien- '

v”‘te d.e un oul‘a:.vo en caldo de Esoherichia ooli A‘I‘CC 26 y se vierte en
"platos de Petri de wi‘~"-r1c1¢.'> plano de 100 mm. oorrien’bes con 7,0 ml. de
l';‘:agar sembrado por plato. Se desarrolla el inoculador de Dsoheriohia
ooi:h so’bre un’ ag:.tad.or gire.tono” :

0,1 :-p(afi--dé ~'§§.1d6‘-'vde~v

amortlguador; de, fosfato' potasico al 5 de pH de 8,5 e. 400, 200:
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"100 50 y 25 mcg/ml. Se prepara el amortlguador oomblnandgwun SV% p/v

;-el standard. Se incuban placas durante la noche a 3290 y se: calculan

7’potenclae de soluciones desoonocidaa mediante metodos standard.: _-};ﬁ

"rimﬁno con los dlametros de las zonas oomo ordenadas contra el loga-

“les dé adlclon a01da. La base llbre hlpotetlca, que no ha 31do aisla-

;da, tlene la formula empirlca 014H26Né . El agente antimlcroblano se

de eoluolonea aouosas de PO HKQ y 04 La sensibilldad del ensayo

esta comprendida entre 12 5 y 25 mog/ml.

Los materiales cuya potenoia ha de ensayarse son dlluidos en

convenlentes d;luciones teorloas en el mismo amortiguador usado pere

La respuesta de dosis mostrada por el agente antimicroblano Mr14ll‘?

o8 una 11nea ligeramente ourvada cuando =1 traza sobrqﬁpapel semi—lcgﬁ',

rltmo de la ooncentracion como aboisao

'=f1nhibioion produoida por una oantldad conoclda de cloroanfen1001 ensa~ g

yado bajo las’ mismas oondlclones. Los ensayos Y indicaron simplementef

como diametroe deo-zZonas. - - o “'>~_- S - L

Como anterlormente se ha indioado, esta 1nvenoion se relaciona

,';con un nuevo agente antimicrobiano que se obtlene en . forma de sus sa-"1"

PR

‘produce desarrollando el organzamo Streptogxces flavopersious sp. nov._:_#

En gran parte del trabajo 1n101a1 oon agente antlmiorobiano MP14I:“

la zona de inhlbicion contra soherlchia oo; era el unico ensayo dls-',

”,ponible. bl punto de referencia bajo estas condlciones era una zona de=°.
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2y ,

agude. extinclon paralela. g -

"'"’;1\10 hay absor°l°n caractenatica de 1uz ultravioleta. -La titraoion' de

una soluc:.on acuosa del hidrocloruro con solucion de hz.droxido sodico“ X

i lac.wn o8 de 490 anroximadamente. La sal hzdrocloruro que funde a '

revela la presencia de dos grupos titula‘bles con valores pKa de a.pro-}

I en otros disolventea organicos comunes tales como aoetona, oloroformo S %

) y eter.

analiza como sigue: ¢'= 34,03 % E=Ty 46 % 3 0= 38 83 %; N 5,55 7,
-'.Cl - 14,19 % perdida al secarse = 19 1 %; C—met:.lo - 4,76 %; O-metil
e 0%, Calcula.do para ‘o1 C 380 N.C1. 10w 33,9 m H 7:7 %3 N
"v.5,6-7’; Clz=~~14,3 105 0= 38,7 P perdid,a al secarse = 18 1 % La perdi

'.'ds. al sece:cse conouarda estreohamente con ls. preeencia de 5 moleculas

S T

; ‘.'-,"Espaois,do a en' 3

' de agua de oristalizacion, de maners que la. formula ‘de la base ae

_:omstalmo se- obtuvo como. anteriormente se describe para el sulfato. 1

Los espaciados cl y las intensidades se muestran en la. s:.guiente tablaa

En solucion acuosa., el hld:cocloruro o dextrognatonoO(

xmadamente 7,0 ¥ 9 0, que ‘se. convierten en 5,0 ¥ 7,5 en soluclon de-
formaldeha.do al 4 %’ "E1. peso molecular deriva.do de los datos de titu—_ s

.:1 090 es muy soluble en agua, bastante soluble en metanol e insoluble

' Despues de su recr:.stallzaclon de agua, el hldrocloruro de M- 41

1:22

M-141 es C,, 4N26N207 | | 4
' El dmseno de dlfraoclon por rayos X _para el hidrocloruro M-‘l 41

:D:Lseno de dli’raccnon 201‘ rgyos X para el hidrocloruro de M-‘IA

Intensidad rel&ti— - Intensidad rg-
Ve calculada

Espaciado d en.

. An&troms

o gp_gstr oms




“Intensidad rela-|.
‘3iva cgiculeda. |

. -Intensidad rela— Esb;éiédd'd,eﬂ }
';,tlva oalculada. p;(fyApggttpma»*’;f

taahora 1nsatisfaotorlos debido a la inestabilldad de la misma al ele

‘vado pH requerido para separar el acido de la funczon bas;ca tenlendo.é

|
i

j!'de convertir. el hidrocloruro ) sulfato en cualquler sal deseada. En
15 . . \E_

el proceso de recuperaoion de la sustancla antlmloroblana del liqul-

ST e o taneia antlmxcrobiana puede obtenerse por elucion de la resina median-=“

Yte el acido deseado, y el produoto sera entonces la aal deseada. Sin

embargo, es conveniente cristalizar una sal de la baae ant:microbiana'r5

R La fin de liberarla de bases organicaa indeseadas. Las sales hidroolo—

,‘{ f ruro y sulfato son facllmente cristalizadaa de aoetona acuosa o de

‘e preparar el hidrocloruro 0 sulfato cristalino y convertirlo luego

g yf'ﬂﬁ%f n'; en otras’ sales deseadas por cualquier medio convenlente. Bl uso de
25 . i - ‘
e "ﬂ‘una resmna de camblo anlonlco oargada oon el acido ueseado es un me— ;

7. todo’ general de sustltuclon de un aoido por otro. Como eaemplos ilus-'4

o f trativoa de las sales que pueden prepararse de esta manera, flguran

Los intentos de prepar301on de la base libre han resultado has- B
un’ pKa de 9. Sin’ embargo, no es necesario obtener la base libre a fin_2  :

‘do de cultivo puede emplearse una reslna de camblo catlonlco. la sus-"

jsua solu01ones acuosas sobresaturadas. Es por oonsiguzente, convenien' "g




Long:.tud de Onda

_en micras ) ~?inﬁeﬁéi&é&

o

EdudtndRERRERRE S S St g R g0

o O [ S 7
B Y - 1|
= ST 1,16 e 896 L
S T e T3 e e B8 T
| E S [0S I I - 7 S
S - I B9
1373 B
13,9 0 - " 719 e Mujal

S = F'uerte; M= Medio ¥y W= Debil. .
“20 ‘ ' o
ST En el’ d:.bujo adgunto se muestra el espeotro oompleto de absor-

cion infrarroga del hidrocloru:ro crlstallno dal agente antimn.cro‘b:.a-

no M—-‘l 41 . hn dicho d.ibuao 1as letras A-A, indican la absorcion y el

.-Jado B la J.ong,ltud de onda (micras)

Los sngulentes valores gproximados d.e Rf se obtuvieron cromato :

PP R SIS S

f-'A"grafiando 1 0 mcg del hidrocloruro cr:.stalino de M—1 41 msdlante tec—v .

nica ascendente 8 2890. Se obtuv:.eron bioautografias usan&o 0dd6, de |

‘ensa;yo antlbio’uco Difco 1dme 5 sembrado oon esporas de Baoillus sub- -

| ,-..1;1115 ATCC 10707. S
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PN

_la pdeOlda en el sistema 2. f LA¥ ?’*.”7

- mo desorito a medios modifioadores tales oomo rayos X, luz ultraV1o—
'ileta Y agentes quimlcos tales, por ejemplo, como mostazas nitrogena—

gsiEniZ@daff;

sttema dlsolvente 1.-n-butanol saturado oon agu
a 28900 . B S

cdnfadipiénf

Tiempo de 1rrigaoion o desarrollo - 16,5 horaSo '_
Valor Rf - aproximadamente O,45.~
La zona de inhibioion de este 81atema es maroadamente reduoida;'“

respecto 8 la produoida por el sistema 1 y apreclablemente menor quelf

La invenclon no se limita & 1& producoion del agente antlmioro- B

‘biano Mb141 medlante las especles descrmtas de Streptogxce . Se en— _>

tlende que los procesos fermentadores de esta invenclon abarcan tam-‘“

bién otras razas de Strggtog[ces flavonersicus produotoras del agen-

”te antimlcrobiano M—141 y produoidaa mediante exposioion del organia- L4

El agente antimiorob1ano M%141 en forma de sus sales de adiciOn"

*'aclda se oaracterlza por un ampllo espectro antibacterlano. La activil -

dad de lehO agente oontra arganismos 11ustrativos se mueatra en la

K éigulente tabla:
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, Pseudomonas’ aeruglnosa BMN

V f Corynebao%erlum species

‘ fNelsserla catarrhalis

'f a}a‘ﬁ: - Concentrao&gn inhlbidora
i - minima despues de 48 ho—
Org 1sm0 . .

“Dscherichla coli, Juhl
- Klebsiella pneumoniae

}Salmonella enterltldls
' Salmonella typhlmurlum
Shlgella sonnei v
.Proteus vulgaris . -, -
Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruganSa BMN

Pseudomonas aeruginosa BMH 5
Pseudomonaa aeruginosa 10145
| Pasteurella-multooida - -

Baclllus ‘subtilis G

Clostridium sporogenes

Dlplocooous pneumonlae
. Lactobasillus casei o
- Saroine lutea . o

* Stephylococeous aureus 209P
. Staphylococcus -aureus Smith ™ 7"
Staphylococcus aureus Treaster s
Staphylocooous aureus Wise 391
‘Staphylococcus albus - - :
~ Streptococcus faecalis
Streptococcus Dyogenes. -
.Candida albicans -~ S
Saccharomyces cerevisiae -
Actinomyces bovis '

- Aspergillus niger -
Chaetomium globosum

El agente antlmlcrobiano Mb141 en forma de sus’ sales de adlclonf

' resultado propor01onar un dghas de 5000 mg/kg. bl agente antiml-

l

ﬂ»w‘En operaoiones rapresentativas, se ha desoubzerto qua cuando el agen-

aczda tlene un baJo qrden de tox101dad ¥ puede emplearse por v1a qral—

o) endovenosa. La toxloidad del hidrocloruro de M=141, empleado por

egemplo vor-via endovenosa, ha resultado tener un Lp50 de 1000 mg/kg

| aproxlmadamente. Oralmente, la toxicidad del hldrocloruro de 1-141 ha e

Oroblano M—141 es- extremadamente-utll en el control de la coccidlosis

te antimlcroblano de hidrocloruro de M~141 g0’ incorpora en el alimen-if
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;* to de los pollos a una ooncentraeioa de 0,9 a1, 8 gramos por 1,5 kg.

I lobre las reivindiqaciones siguientesc

__joomprende el oultlvo del organismo Strepjomyces flav;persicug
"‘.oondiciones aerobicas sumergidas en un medio de ou tivo que conti

'V,fuentes asimllables d3 hidrato de oarbono, nitrogeno organico'y males

' 7biana pon dicho organismo en’ al oitado medio de oultlvo, ¥ la recupe—

: f'racion del agente antimicrobiano del referldo medio de cultivo.;fff

'f.oiones de clarifioar ‘el medio de oultivo, absorber el agente antlmi-v

E y efeotuar la elucion del materlal absorbido.l “ ;'u"

30 - periodo de 1 a 5 dias.’

de alimento,y se admlnistra a: pollos intensamente infectados de oooi-';' 4

. dicais debldo & la presenoia dsl organismo protomoario Bimeria tenellu f1a
| resultaba un excelente conirol de dioha enfermedad.Aii -
N 0 T A :

En resuman: La Patente de Invenoion que ae solicita, reoaera

T e

~b§57

:inorganicos hasta qua sa produce una sustanoial aotividad antimiero-“

e, ; p

v,

3‘.- Método aegun 1a reivindicacion 2, en el que el organiamo'

s el Straptomyoee flavopersioua ERRL 2820. ”:~¢f,¢.15j,fi;i

45 = Método segun la. remvindioaoion 2, que incluye 1&5 opera-"'l

b

crobiano del medio de oultlvo clarificado oon un absorbente aolldo

tivo se mantiene a una temperatura oomprendida entre 24 ¥ 3290 eproxi

madamente ¥y el desarrollo del organismo se lleva 8. cabo durante w

5' - Mbtodo segun 1a raivindicaoion 2, en el que el medio de cul .“7,5



o 69.- Se reivindica por ultimo, oomo objetc sob::e el que ha de reoaer
' la Patente de InVencion que se solicita ”METODO DE PROﬂUCGION DE UNA
SUbTM'CIA ANTIMICROBIAI\A"

ta de ouabenta ¥ una. hojas eaoritae a maquina y‘dibujos que se acom-'

— .   “,'7'41".”

- RN

Todo conforme 8o reivindioa en la presente memoria, que oons~
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