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ta 1nven016n se reriere al crecisiento ¥y cultivo

de microorganlsmos. s especificamente, esta invencién se

‘refiere 2 la potenciacibn o activacibn de mieroosrganismos

en medios de cdftivo .

El cultivo de microorganismos se reaiize actunlmen~—
te en muchas formey cowsrciales ¥ para varios fiues y pro-
ductos ue gran iwport .cin. el resultaco was rdo puede we
un aumento rdpido o grrnde en el ndmero de orgnnismnos, como
es el crso fr-cusnte cuando los orgnulsmos ue las enfurme-
dades son desarrollados como cultivos en un laboratorio
médico. Las wayores cauiiusades producidas son utilizadas
con frecuencia pera diagnosis o para realizer obtros estu—
dios relativos a la enferuedad, El cultivo pueie realigzir-
8¢ simplemente pera cowbiar la ~orma de los medios, por ejem
plo, el caso muy comin de realizar un cultivo pafa purifi-
car las aguas residuales y oIiros uesperd.cios w.die.te micrg
organismog.,

Se obtienen nun rowos e inportantes Proilic;08 Como
éubprcductos»1e1 croeliznto controlade de wicroor;anismos.
Entre los cjemplos tisicos s- encueniren 1n orivuceidn e
antibifticos, algunos de los cusles son prodﬁctos naturales
Gel metaboulismo ue wicroorganisicos espwelficos; "la prouuo-
cidén de enziucs, que So. Lxerecados en grinues cantiundes
por ciertes microorgsnismos; la produccidn de deido 1fetico

s

a prrtir del su:ro y le nroduccién del aleohcol etilico a pnr

tir,ge'hidrﬁbos dz .arbonc,

Eu el easo ae muchas ue ¢sifs sciiviamues d. proudug
cibn , nfs que 1la cowLwngreib:, cconbulicn, ha sido el cono-
eiminto ol Loctor lim-unhivo-rn cuni-ba a la rea.igacién Jde

adicion:s n los medios uo cultivo Ge g.ntes nuurltlvos,
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fertilizantes u otras .sustancias prdﬁotoras del crecimien—'
to y en cuanto a 1la suplementacidn del procesorconrotras
etapas con objeto de aumentar la produccidn, Las razones
econdmicas no limitarian estas adiciones y éuplementos en

el caso de muchos procesos en los que el coste adicional

tanto, seria reembolsadc por el mayor rendimiento de pro=-
ducto. En ciertas aplicaciones médicas, porrejempld-diagno-
sis, el coste no debe considerarse una limitacidn bésica.
En otras aplicaciones, como la elaboracidn de cerveza, el
coste del material afiadido de la nueva etapa del proceso
adicional puede ser con mds frecuencia un factor limitati-
Vo, pero eh circunstancias en que se aumentara suficienteme
te la produccidn mediante una mejora dada, esta adicidn
tendria el correspondiente valor para el proceso,

Los microorgamismos son cultivados actualmente en
medios estériles, muy controlados; que contienen cantidades
minimes de impurezas y que habitualmente contienen qantida—
des totalmente suficientes de agentes nutritivos y fertili-
zantes deseables conocidos, que'pueden comprender, por
ejemplo, licor de infusidén de maiz, azdcar y otrgsrsustan-
cius en formas asequibles para los organismos, También es
corciente airear bien muchas de estas mezeclas c&n gases
contenieﬂdo oxigeno.En otras eaplicaciones, como el trata-
miento de aguas residuales, el medio no es muy cbhfrélado,
pero el crecimiento de los organismos purificadores és eg—
timuludo medisnte variss téenicas conocidas,

Un objeto general de esta iavencidn es proporcionar
medios para me jorar el proceso de crecimiento Qe los mi-

|
. ¥
eraorgant smos, T
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Otro objeto Je esta iuvencidén as proporcionar medios

para aumentar el crecimiento y la productivided de los cul-

tivos de microorganismos,

Un objeto mas especifico de esta invencidn es pr.

. porcionar un aditivo para dichos cultivos para conseguir

una economfia global mayor.

Otro objeto mds especifico de esta in&encién es pro-
porcionar.un.sistema que opere sobre estos cultivos para
conseguir una economia global mayor. .

De acuerdo con esta invencidn, un medio de cultivo

" conteniendo microorganismos, que en muchas aplicacliones

puede ser estéril, especialmente adecuado para el creci-—
miento de los microorganismos y de contenido adecuado en
nutrientes y otros factores de crecimiento, se pone en cou-

tacto con uno o mds 6xidos de nitrdgeno gaseosos. Los pro-

cesos metabllicos son significativamente incrementados. Fi-

nalmente, 1los productos deseados resultantes del cultivode
los microorgenismos pueden ser seperados del medio. En sus as-

pectos mas especificos, esta invencidn incluye la opera-

cidn sobre los cultivos que inicialmente contienen por lo

menos nutrientes bien equilibrados y totalmentc suficien-

tes y otros factores de crecimiento.

No se conoce ningun mecanisumo satisfactorio de la

forma en que ocurre la poteuciacién o activacidn o de la

forma en que los compuestos adicionados actian realreute
durante el cultivo y crecimiento. La confirmacidn de esta
inverclon se ha rezslizado fundamentalmente por observaclon

y por operac1ones efectlvas y ensayos. Muchos de los proce-

rdlmlentos de 1aboratorlo que sirven como resultados de los

enseyos an'tauglbles g describen con Jeual1e mis adelan—
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" Los medios de cultive utilizados con cada organismo espe-
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te, Puede decirse con certeza que las mejoras de acuerdo
con esta invencidn son aplicables a las bacterias, hon-
gos y otros microorganismos en general.

Los resultados conseguidos no indican claramente e

el nitrdgeno afiadido actie como un alimento ordinario. No

cantidades de nitrdgenc wetabolizado con las cantidades

aplicedas en forma gaseosa de acuerdo con esta invencidn.

cificamente ensayado fueron obtenidos de fuentes comercia-
les y recomendados por estas.fuentes como adecuados para
conseguir un nivel de crecimiento pdr lo menos tan alto
como el normalmente ccnseguible.,EstOS'medios contienen nid
trégeno totalmente adecuado en una forma asequible para elr
organismo ¥y también contienen todos los nutrientés necesa~
rios para un buen crecimiento en cantidades y proporciones
apropiadas, Pero atin el tratamiento de estos medios duran-—
te el cultivo con el aire activado produce unos resultados
significativamente me jorados.

Con fines de confirmecidn, un organismo que fue cul-
tivado con uno de los mayofes grados de éxito de acuerdo
con esta invencidn, fue cultivado también'de'fprha esen-
cialmente idéntica con la excepcidn de que se introdujo'
ién nitrato (en un grupo de ensayos) y idn nitrito (en un
segundo grupo de ensayé) en solucidn, en cantidades este~
quiomé tricamente equivelentes a otras remesas que habian
sido dosificadas con éxidos de nitrégeno gaseosos., Los en-
sayos estaban adsptados pura establecer si podian obtenersj
los mnsmoa resultados por 1ntrodu001on del nltro"eno en

forma de sales y los resultados 1ndioaron clarahente que

'
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cidn de los ejemplos de la invencidn.

Las Piguras 1-29 =on representaciones graficas de

los resultados conseguidos de acuerdo con los siguientes

ejemplos,

Las figuras 1-3 se refieren al Ejemplo 1.

Las Figuras 4-6 se refieren al Ejemplo 2.

La
| La
La
La
La
1la
Las
las
Las
Las
Las
Las

Las

Fizura 7 se refiere al Ejemplo 3.
Figura 8 se refiere al Bjemplo 4.

Pigura 9 se refiere al Ejemplo 5.
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con las sales de nitrdgeno no se producia ninguna poten-

invencidn se pondran en evidencia en la siguiente descrip-

Figuré 10 se refiere al Ejemplo

Pigura 11 se refiere al Ejemplo

Figura 12 se refiere al Bjemplo

Figuras
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al
al
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La Figura 28 ge refiere al Ejemplo

La Pigura 29 se refiere al Ejemplo

Bn cada uno de los siguientes ejemplos, se seleccion4
ere01f1camente un medic de cultivo 1nd1v1dual conocido por

rrodu01r un buen crecimiento del mlcroorganlsmo individual

GENERALIDADES

6.

Te

8.

Ejemplo 3.
Ejemplo 10,
Ejemplo 11.
Ejemplo 12,
Ejemﬁlo 13,
Ejemplo 14,
Xjemplo 15,
16+

17.
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que estd siendo cultivado, Todos los medios de oultivo se
obtlenen por adquisicidén normal en fuentes comerciales y
son recomendados por estas fuentes como adecuados para con-

geguir un nivel de crecimiento por lo menos tan alto couo

el normalmente conseguible. Se siguen estrictamente las

mismos. Todos los organismos utilizados en'los'siguienfes
ejemplos son confirmados por una agencia estatal'califiéa—
da.

" Unos tubos de ensayo de 15 ml y adecuados pars uso
en un turbidimetro, se esterilizan g 118-121°C en un auto-
clavﬁ. Los medios son sembrados o inoculedos con los cul-
tivos mediante técnicas ﬁormales.

Segin los requisitos de los ensayos, se introducen
en cada tubo 6 ¢ 7 ml del medio conteniendo el microorga=-
nismo, Cuando se realizan recuentos ipiciales en placa, noy
malmente se hacen en este momento, Los tubos se cierran hex
méticamente con tapones de lftex de goma, En todos los
e jemplos, los gases inoculados se expresan en partes por

milldn de los gases separadamente aplicados. En todos los

casog, este valor es dilufdo de nuevo por los guses atmos-

féricos contenidos en los tubos de ensgyo.

Los guses agregados se introducen utilizando una je~
ringa hermética a los gyases o travds del tapdn de.goma. Se
saca de los tubos una cantidad de los gages contenidos en
los mismos igual a la cantidad de los, gases de ensayo y a
continuacién_se introducen estos Ultimos, Para cada gas de
ensayo y tubo de cultivo -se utiliza una nueva aguja estéril
¥y la jeringa propiamente digha es‘lavgda-con gapa.gas'de

ensayo nuevo cn una zona bien ventilada, durante varios
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minutos, antes de su aplicacidn. Los tubos de control sonm
sometidos a una aplicacidn de gas esencialmente iddutica,
a excepcidn de que los gases aplicados no contienen un dxid
do de nitrdgeno gaseoso,

Los gases y las mezclas utilizados son de la cali-
dad mds pura asequible y todos ellos son analizados después
de la preparacidn para couprobar le pureza y la concentra—
cidn de los 6xidos de nitrdgenc. Todos los tubos se colo-
can en un aparato mecanio que los voltea continuamente du-
rante los periodos pertinentes de cultivo. La turbidez, lad
cuentas en placa o ambos valores, segin el ensayo, se re-
gistran a intervalos seleccionados antes y después de la
dosificacidn, para observar el efecto de los zases sobre el
crecimiento., E1 crecimiento de los microorganismos se pro-
duce en forma de tamailo mayor de los organismos individua-~
les o en forma de reproduccidén de los organismos o como am+
bos efectos.,

En muchos ejemplos en los que se agrega un 6xido de
nitrdgeno, los zases se diluyen con helio, El helio se
selecciona para proporcionar una atmdésfera no reactiva pa-
ra los dxidos de nitrdgeno (como el NO), expuestos a descom-

posicidn cuando son dilufdos con oxigeno o aire normal. En

(como‘N20 y NOZ) son diluidos andlogamente con helio en
muchos casos, con objeto de asegurarse de que los results-

dos son correspondientes y pueden ser sometidos jnmedia-

El helio no realiza ninguna funcidn activa en la mesz-
cla y se utiliza solamente pars preservar los dxidos de ni-

trégeno especificos. De hecho, en muchos casos, el helic
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f !
aparentemente disminuye el crecimiento en un medio en el
grado en que desplaza al oxigeno. Se observard que la com=
binacidn con helio es una alternativa que puede ser evita-

da, por ejemplo, mediznte un sistema de aplicacidn Que dim

rectamente suministre los dxidos de nitrdgeno procedentes

La mayor turbidez que se produce én los ejemplos esta
estrechamente relacionzida con el nayor tamaiio de lds orga-—
nismos individuales y también estd influenciada por la cand
tidad de reproduccidn. Fl turbidfmetro opera por medida de
la luz transmitida a través de los tubos de ensayo. Las me+
didas se fealizan en un aparato conveﬁcional comercial,

El aumento en las cuentas en flacé estd directamente
relacionado con el mayor nimero de organismos producido pox
reproduccidn, Para realizar el recuento en placa, se in-
troduce 1 wl del medio en agar dextrosa de Babouraud, en
el caso de loé mohos y hongos, y en un medio de agar extrag
to de glucosa tripticasa en los otros casos. .

Todos los recuentos‘en placa se realizan de acuerdo
con procedimientos aprobados por é1 Servicio de Salud Pi-
blica de Estados Unidos.

EJEVPLO 1

El organismo Streptococcus sp (alfa-hemolitico) se

siembra en un medio de tioglicolato especifico para el
Streptococcus. El medio se divide en porciones de Tmly
cada porcidn se deposita en un tubo de ensayo individual.
Las lecturas turbidimétricas se realizan a intervalos, de
la forma siguiente: '

Columng 1 infrg - antﬁs de la inocplacién del zas;

Columne 2 - 4 horas después de la inoculacidns
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Columna 3 - 24 horas después de la inoculacidn;
Columna 4 - 34 horas después de la inoculacidn;y
Columna § - 52 horas despuds de la inoculacidun.

TURBIDIMETRO

Mezcle de inoculacidn 1 2 3 4 5

0,5 ml 65 ppm N02, bal. He 136 136 152 222 340
0,5 ml 22 ppm NO,, al, He 136 138 156 228 340
0,5 ml 15 ppm NO,, bal, He 137 136 266 300 355
0,5 ml 9 ppm NO,, bal. He 135 139 270 305 -375
0,5 m14,9 ppm NO,, bal. He 135 136 264 298 360
0,5 ml 0,9 ppm NOp, bal., He 137 137 154 197 315
0,5 ml helio solamente

{control) 136 . 136 146 183 296
En lo que antecede, por inadvertencia se ggregaron
otros 0,5 ml de helio puro en lugar de la misma cantidad
del gasra aquellos tubos dosificados con dxidos de nitrdge+
no, Esta adicidén, naturalmente, privé al organismo contenid
db en los tubos de la correspondiente cantidad de ox{geno
molecﬁlar. No obstante, los resultados indican un creci-
miento.significativamente mayor en comparacidén con el del
control, aunque la cantidad de oxigeno era relativamente
menor.,

La Figura 1 es una representacidn grafica de estos

.resultados,

La Figura 2 es un gréfico de la turbidez en funcidn
del tiempo, comparando la mezcla a 9 ppm con el control y
mostrando la considerablemente mayor velocidad de creci-
miento resultante del Sxido de nitrdgeno gaseoso.
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CUENTAS EN PLACA , '

Cuentas ini Cuentas en

ciales en placa des- Rendi-|

Mezcla de inoculacién placa pués de 24h, miento
A 0,5 wl 65 ppm NO5, bal. He 180,000 79.600.000 - 53
B 0,5 ml 22 ppm NO,, bal, He . 120,000 7.800.000 65
€ 0,5ml 15 ppm N0z, bal. He 160.000 12,000,000 75

D 0,5ml 9 ppm KOy, bal. lie 180,000  13.000.000 72
£ 0,5 ml4,9 ppm NO,, bal. He 190,000  13.000,000 68
F 0,51l0,9 ppm NO,, bal. He 190.000  6.600.000 35

G 0,5 ml helio solamente
(control) 130.000  5,400.000 42

Las diversas muestras son sustancialmente idénticas

a las utilizadas en la medida de la turbides, incluids Ia~

sobredosis de 0,5 ml de helio. ' . B

La Figura 3 es una representacidn grafica de estos

resultados,
EJEMPLO 2

El organismo Parzcolon se siembra en un medio de
peptona coloide, especifico para el Bacillus. El medio se di
vide en porciones de 7 ml ¥y cada porecidn se deposita en tu-
bos de ensayo individuales., Se realizan lecturas turbidimé-
trices a intervalos, de la siguiente forma: .

Columna 1 infra - antes de la inoculacidn del gaé;

Columna 2 - 24 horas después de la inoculacidn;
Columna 3 -~ - 36 horas despu€s de la inoculacién;'y
Columna 4 - 52 horas después de la inoculacidn. s
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' E 0,5 ml4,9 ppm NO,, bal. He 81 172 197 214
F 0,5 mlG9 ppm NOy, bal., He 82 250 260 260

miento significativamente mayor en comparacidn con el del
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Mezcla de inoculscidn 1 2 3 4

TURBIDIKMETRO

A 0,5 ml 65 ppm N02, bal, He 79 204 202 210
B 0,5 ml 22 ppm NO,, bal. e 80 188 198 208

D0,5ml 9 ppm NO,, bel. He 78 170 190 210

G 0,5 ml nelio solamente : .
(control) 82 150 185 200

En lo gue antecede, por inadvertencia se agregaron
otros 0,5 ml de helio puro en lugar de la misma cantidad
del zas a los tubos dosificados con dxidos de nitrdgeno.
Esta adicion, naturalmente, priva al organismo contenido
en los tubos de una cantidad correspondiente de ox{geno

moleculer. No obstante, los resultados indican un creci-
control, incluso aunque la cantidad de oxfgeno es relativad]

~la Pigura 4 es una representacidn grifica de estos
resultados.
N La Figura 5 es un gréfico del tiempo y la turbidez
en los.dos ejes, comparando la mezcla a 0,9 ppm con el
control y wostrando la considerablewente mayor velocided dg
crecimiento de la mezcla que contiene el Sxido de nitrdge-

RO Ze8e0S0.
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Cuentas ini Cuentas en

CUENTAS EN PLACA

, ciales en placa des- Rendi-

Mezcla de inoculacidn placa pues de 24 h, mientd
A 0,5 ml 65 ppm NOy, bal. He 150.000 6.600.000 44
B 0,5 ml 22 ppm NOp, bal. He 80,000 5.400,000 67
C 0,5 ml 15 ppm NO,, bal, He = 200,000 6.600,000 33
D0,5ml 9 ppm NO,, bal. He  90.000 5,400,000 60
E 0,5 m14,9 ppm NO,, bal. He 100,000 5.400.000 54

0,5 ml0,9 ppm NG,, bal, He 180.000 10.000,000 55,5

G 0,5 ml helio solamente _
(control) 150.000 5.400,000 , 36

Las diversas musstras son sustancialmente idénticas
a las empleadas pars observaf la turbidesz, incluidarla S0-
bredosis de helio,

La Figura 6 es una representacidn grafica de estos
resultados.

EJEMPLO 3

El organismo Stuphilococcus aureus (hemol{tico) se

siembra en caldo de soja tribticasa. El caldo se divide en
porcicnes de T ml y cada una de ellues se introduce en tuboa
individuales adecuados para lecturas turbldimétricas, Las
lecturas se realizan a intervalos durénte 30 horés, de la

forma siguiente:

Columna 1 infra ~ antes de la inoculacidn del gasj

Columns 2 - 20 horas después de 1la inoéulaciSn; N

Columna 3 ~ 30 horas después de la inoculacidn,
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TURBIDIMETRO
Mezcla de inoculacidn 1 2 3
A 0,5 ml 65 ppm NOp, bul, He 130 138 148
B 0,5 ml 22 ppm N02, bal, He 133 145 152
C 0,5 ml 15 ppm NOZ’ bal, He 132 143 158
DO,5ml 9 ppm NO,, bal, He 132 140 150
1E 0,5 ml 4,9 ppm NO,, bal, He 133 138 140
F 0,5 ml 0,9 ppm NO2’ bal, He 132 143 144

G 0,5 ml helio solamente (con-
trol) 133 141 141

La Pigura 7 es una representacidn grdfica de estos
resultados al finasl del periodo de 30 horas.
EJEMPLO 4

El organismo Streptococcus sp (alfaéhemolitico)

(un estreptococo gram-positivo) se siembra en caldo de tio-

glicolato, especifico para el Streptococcus. E1 caldo se

divide en porciones de 7 ml y cada una de ellas se introduce
en tubos individuales adecuados para lecturas turbidimétri-
cas, Las lecturas se realizan durante un periodo de 30 horas
a intervalos, de la forma siguiente:

Columna 1 infra - antes de 1a inoculaéién del gas;

Columna'2 -~ 20 horss después de la inoculacidn; y

Columna 3 - 30 horas después de la inoculacidn.
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TURBIDIMETRO

Mezcla de inoculacidn 1. 2 3

A 0,5 ml 65 ppm NO,, bal, He 158 160 166
B 0,5 ml 22 ppm NO5, bal. He 156 156 162
C 0,5 ml 15 ppm NO,, bal. He 155 160 164
DO,5ml 9 oppm NO,, bal, He 157 175 186
E 0,5 ml 4,9 ppm NO,, bal. He 155 166 168
FO0,5ml 0,9 ppm N02, bal, He 157 164 165
G 0,5 ml helio solamente (control) 157 158 162

La Pigura 8 es una representacidn grafica de estos

resultados al final del periodo de 30 horas.

EJEMPLO 5

El organismo Staphilococeus aureus (heholitico) sé
siembra en caldo de soja tripficasa. £l caldo serdivide en
porciones de 7 ml y cada una de ellas Se introduce en tubos
individuales adecuados pafa lecturas turbidimétricas, Las
lecturas se realizan duranfe un pericdo de 48 horas, de la
fqrma siguiente:

Columna 1 infra - antes de la inoculamcidn del gas;
Columna 2 - 24 horas después de la inoculacidn; y
Columna 3 ~ 48 horas después de la inoculacidn.

TURBIDINLTRO

Mezcla de inoculscidn 1 2 3
40,5 ml 75 ppm ¥,0, bal, He 78 - 75 250

B 0,5 ml 60 ppm Ny0, bal. He 78 110 230

€ 0,5 ml 31 ppm N,0, bal. He 76 74 254
D0,5ml 12 ppm N,0, bal. He 75 73 240

E 0,5 ml 5,1 ppn N,0, bal. He % 71 228

F 0,5 ml 1,5 ppm N,0, bal, He =~ 75 70 200

G 0,5 ml helio solamente (control) 77 74 T8




—~

10 -

18

20

25

30

- 16 =

387044

la Figura 9 es una representacidn grifica de estos
resultados. Obsérvese el intenso efecto durante el segun-
do periodo de crecimiento de 24 horas.
BJEMPLO 6

El organismo Staphilococcus aureus (hemolitico) se

siembra en agar extracto de glucosa tripticasa. Las cuen—

tzs en placa se registran 2ntes de la dosificacidn con gas
Yy después de 48 horas, en la forma siguiente:

CUENTAS BN PLACA

Antes del 48’h. des- Hendi-

Mezcls de inoculacidn £as pués del zas miento
A 0,5ml 75 ppm NEO’ bal., He 400 11,400,000 28,500
B 0,5 ml 60 ppm N,0, bal, He 200 6.600.000 33.000
€ 0,5ml 31 ppm N,0, bal. He 500 12.600,000 25.200
D 0,5 ml 12 ppm NEO’ bal. He 200 - 12.000.000 6C.0CO
E 0,5 nl 5,1 ppm N20, bal, He 200 - 900.000 4,500
F 0,5 ml 1,5 ppm K50, val, He 100 720,000  7.200

G 0,5 ml helio solamente (con-
trol) 300 8.400 28]

Los rendimientos se calculan s partir de las cuen-
tas en placa después de 48 horas para las diversas nmusstrasg
esencialmente idénticas a las del BEjemplo 5,

La Figura 10 es una representacién grafica de cstos

- resultados.

BJIPLO T

E1l organismo Micrococcus albus se siembra en caldo

de soja tfipticasa. Bl caldo se divide en porcioneés de T ml
y cada una de ellas se introduce en tubos individuales ade-
cuudoarpnru lecturas turbidimétiricas. Las lecturas se rea-
lizan durante un periodo de 48 horas, de la lorma siguien-

te:
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Columna 1 infra - antes de la inoculacidn del gas;

Columna 2 - 24 horas después de la inoculacidn; y

Columna 3 - 48 horas despuds de la inoculacidn.

TURBIDIMETRO

Mezcla de_inoculacidn g2 2 3

A 0,5 ml 75 ‘ppm N0, bal, He 80 80 99
"B 0,5 ml 60 ppm N0, bal., He 81 77 100

C 0,5 ml 31 ppm N20, bal, He 79 19 95

D 0,5 ml 12 ppm N,0, bal, He 82 80 93

E 0,5 ml 5,1 ppm NZO’ bal, le 83 78 %

F 0,5 ml 1,5 ppm'Nzo, bal. He .85 80 97 |

G 0,5 ml helio solamente (control) 83 81 90

La Figura 11 e¢s una representacidn gréfica de los
resultados.,
BEJEMPLO 8

Un cultivo de reserva de Staphilococcus aureus (he-

molitico, coagulasa positiva) se siembra en caldo de 80 ja
tripticasa. En unos tubos individuales sge pipetean unas ponq
diones de 7 ml, Los tubos se tapan y se refrigeran durante
la noche para interrumpir el crecimiento., A continuacidn
se sacan los tubos del refrigerador y se aplican 0,5 ml de
mezclas de Oxidos de nitrdgeno en aire previamente purifica
do de composicién sustancialmente atmosférica. %1 recuento
se realiza antes de zasificar y despuds de transcurridas
24 horas de acuerdo con el método de recuento de rlacas nonm
mal U.S.F.H., utilizando agar eitraoto de glucosa tripticas
Las muestras que llevan la misma letra de prefijo

proceden de la misra reresa de cultivo.
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Cuentas en Cuentas en
placa an- placa des- Rendi-

Mezela de inoculacidn tes del gas puésdel gas miento
A-1 70,4 ppm N20 + 65 ppm
NO, (aire) 60/m1 6.600.000 110.000
C-1 70,4 ppm NsC + 65 ppm 7
NO, (aire) 40/m1 2.100.00C 52,500
A-2 40,6 ppm T,0 + 40 ppm
NOZ'(aire) 40/ml 4,200,000 105.000
C-2 40,6 ppm 50 + 40 prm
NO, (aire) 40/ml 3.300.000  82.5006
A-3 32 ppm N,O + 21 ppm .
NO, (airg) 60/ml 360.0C0 6,000
B-3 32 ppm N,0 + 21 ppm
NO, (aire) 80/ml 740.000 9.250
C-3 32 ppm NoO + 21 ppm
. N0, (eire) 20/ml 6.200.000 310.000
A-4 7,5 ppm No0 + 10 ppm
. NOs aire% 80/m1 210.000 2.625
B-4 7,5 ppm N5O + 10 ppm
NO, (aire]. 40/m1 4.800.000 120.000
C-4 7,5 prm N,0 + 10 ppm :
NO, (aire 40/ml 3.400,000  85.0C0
A=5 4,4 ppm N0 + 3,3 ppm
- NO, (aire] - 40/m1 5.400.000 135,000
B-5 4,4 ppm N,0 ¢+ 3,3 prm
NO, (aire 40/ml 2.400.000  60.0C0
C-5 4,4 ppm N0 + 3,3 ppm :
NO, (aire 40/ml 3.300.000  B2.500
C-6 1/2 ml aire solamente
(control) 40/ml 240,000 6.0CC

La Fizura 12 es una representacidn grdfica de los
resultados, realizeda en escala logaritmica para cubrir la
amplia gama de resultados.

EJSMPLO 9

Se cultiva Staphilococcus aureus y se observan los

resultados en la forma descrita en el Ejemplo 8, a excep-

flcidn de que se aplica NO en helio, Tas muestras que llevan
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la misma letra de prefijo proceden de la misma remesa de

cultiva,
Cuentas en Cuentas en
placa an~ placa des- Rendi-
Mezcla de inoculacidn tes del gas puésdel gas miento
A=1 75 ppm NO, bal. He 40/m1 3.000.000 75.000
B-1 75 ppm KO, bal, He 60/ml 420,000 7.000
©-1 75 ppm NO, bal. He 40/ml 2.400.000 60,000
A-2 50 ppm NO, bal. He 60/ml 3.000.000 50.000
B-2 50 ppm NO, bal. He 40/ml 2,400,000 60.000
C-2 50 ppm NO, bal, He 20/ml 370.000 18.500
A-3 25 ppm NO, bal, He 40/ml1 270.000 6,750
B-~3 25 ppm NO, bal. He 40/ml 130.000 3.250
C-3 25 pym NO, bal., He 40/m1 260,000 6.500
A-4 1/2 ml helio solamen- :
. te (control) 40/ml 60,000 1.500
B-4 1/2 ml helio solamen- :
- . te (control) 60/ml - 110,000 1.833

La Pigura 13 es una representacidn grifica de los
rendimientos resultantes,

La Pigura 14 es un grdfico del rendimiento en fun-
cién de la cantidad relativa de NO para las muestras de dos
remesas diferentes: la remesa A y la remesa C, Obsérvese el
aumento de rendimiento al aumentar la concentraciéq.

EJEMFLO 10

El organiswo Streptococcus sp (alfa=- hemolitico) se

siembra en un medio de tioglicolato especifico para Strepto-

| o ias .
coccus, E1l medio se divide en porciones de 7 ml y cada una

de ellas se pipetea en tubos estériles adecuados para lectu-

rag turbidimétricas, Se realiza un recuento antes y después




.- =20 =
1 de gasificar de acuesrdo con el método de recusnto en placa
normal U.S.P.H,, utilizando agar extracto de glucosa tripti-
casa. Las lecturas se realizan a periodos de 22 y 26 horas,
de la forma siguiente:
5 Columna 1 infra - lectura turbidimétrica antes de la inocu~
lacion del gasg
Columna 2 - lectura turbidimétrica 22 horas después de
gasiTicar;
|| Columna 3 = lectura turbidimétrica 26 horas despuéc de
, gasificar;
Columna 4 - cuentas en placa antes de la inoculacidn
10 7 del gas;
Columna 5 * - cuentas en placa 22 horas después de ga-
. sificar; y
Columna 6 - cuentas en placa 26 horas después de za~
sificar.
Mezcla de ino Turbidimetro Cuentas en placa Rendi-
culacion 1 2 3 4 5 [ miento
15
A 0,5 ml 75 ppm
N,0 + He 50 75 720 780,000 . 1082
B 0,5 ml 75 ppm
N0 + He A9 70 760 780.000 1025
C 0,5 ml 75 ppm
NO + He 50 T7 780 810,000 1030
20 |D0,5ml 75 ppm | . )
NO + He 51 75 760 66G,000 869
E 0,5 ml 15 ppm . '
NOp + He 50 76 780 660,000 . 8417
P 0,5 ml 15 ppm
NO, + He 52 72 840 780,000 939
G 0,5 ml helio
28 solamente (con
' trol) 50 72 840 720,000 856
H 0,5 ml helio
solamente (con
trol) 52 65 760 - 660.000 869
I 70,4 ppm NO, + '
65 ppm N0 © 52 78 660 1,080,000 1635
; 30 a '

——— vt
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La Figura 15 es una representacidn grdfica de las
turbideces relativas observadas.

La Figura 16 es un grafico de los rendimientos ob-
sarvados en las cuentss en placa. Obseérvese que al caho de
22 horas, la aplicacién de 15 ppm de NO, todavia no presen-~
fa ningin efecto.

' EJEMPLO 11

El organismo Escherichia coli (un organismo gram-

ne gativo) se siembra en un medio de peptoua coloide y des-~
pués se pipetea en unas porciones de 7 ml en tubos estéri-
les adecuados para lecturas turbidimdtricas., Se realiza un
recusnto antes y después de gasificar de scuerdo con el mé-
todo de recuento en placa normal U,S,P.H., utilizando agar
extracto de glucosa tripticasa. Las lecturas se realizan a
periodos de 22 y 26 horas, de la forma siguiente:

Columna 1 infra - lectura turbidimétrica antes de la inocu-
lacion del gas;

Columna 2 - lectura turbidimétrica 22 horas después
' de gasificar;

Columna 3 - lectura turbidimétrica 26 horas después
de gasificar; '

Columna 4 - cuentas en placa antes de la inoculacidn
del gas; 7

Columna 5 - cuentas an placa 22 horas después de ga-
gificar; y

Columna 6 - cuentas en placa 26 horas después de ga~-
sificar., : v

S e ———
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Mezcla dq ing Turbidime tro Cuentas en placa Rendi

culacion 1 2 3 4 5 ) mientc
A 0,5 ml 75 ppm

N-0 + He 46 60 780 770.000 988
B 0,5 ml 75 ppm

N20 + He 49 66 760 480,000 tr_
C 0,5 mwl 75 ppm

NO 4 He 48 66 780 690,000 385

1D 0,5 ml 75 ppm

NO 4 He 50 &8 1080 660,000 612
E 0,5 ml 15 ppm

NOo + He . 51 75 960 280,000 . 292
F 0,5 ml 15 ppm

N02

+ He 49 70 840 7 660.000 775

G 0,5 ml helio
solamente (con

trol) 50 - 63 900 210,000 231

H 0,5 ml helio
solamente (con

“trol) 50 60 880 7 370.000 420
I 70,4 ppm NO |
+ 65 ppm Np6 50 68 960 480.000 500

la Figura 17 es una representacidn gréfica de las
turbideces relativas observadus.

la Figura 18 es un grafico de los rendimientos obte-
nidos por cuentas en placu.

EJEMPLO 12

El organismo Neisseria (un organismo grém-positivo)
se siembra en un medio de tioglicolato y después se_pipetean
unas porciones de 7 ml en tubos estériles adecuados para lec
furas turbidimétriéaa. Se realiza un recuento antes ¥y des-
pués de gasificar, de acuerdo con el método de recuento en
placa normal U.3.P.H. utilizando apgar extracto de glucosa
tripticasa, lus lecturas se realizan a periodos de 22 y 26

lioras, de la Torma siguiente:
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lectura turbidimétrica antes de la inocu-
lacion del gasy '

lectura furbidimétrica 22 horas despuds
de gasificar; '

lectura turbidimétrica 26 horas después
de gasificar;

cuentas en placa antes de la inoculacidn
del gas;

cuentas en placa 22 horas despuds de ga~
sificar; y a ,

cuentas en placa 26 horas después de gasi |
ficar.
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Mezcla de inoculacidn

0,5 m1 75 ppm NZO + He
0,5 ml 75 ppm K,0 + He
0,5 ml 75 ppm NO + He
0,5 ml 757ppm NO 4+ He
0,5 ml 15 ppm NO, + He
0,5 ml 15 ppm NO, + He

0,5 ml helio solamente
(control)

0,5 ml helio solamente
(control)

70,4 pom KO, + 65 ppm N,0

387044

Turbidimetro

7

2 3

51
52
51
53

59

52
55

56
55

200

212
230

234
222

228

212

214
226

24 -
I
760 1
840 '
760 1
760
800 . . 1
760 :
720 {
880

760

B L (T




)65

yidimetro

2 3
200

212
230

234
222

228
212

214
226

—24 -

Cusntes en placa

387044

I S 5 5

760 126,000,000

840 ' 114,000,000

760 108.000.000

760 | 138,000,000

800 120.000.000 | .

760 ’ " 120,000,000

720 84.000.000

880 96.000.000
- 760 114.,000.000

- 135.800

" 150.000

- 108,900

Rendimiento

166,000

142,000
181,500

157,900

116.800

150.000
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La Figura 19 es una representacidén grdfica de las
turbideces relativas observadas,

La Figura 20 es un grifico de los rendimientos cal-
culados por cuentas en placa.

EJEMPLO 13

El organismo Listeria se siembra en un medio de tio-
glicqlato y después se pipetea en unas porciones de 7 wl
en tubos.estériles adecuados para lecturas turbidimétricas.
El cultivo se realiza en condiciones anaerobias. Se realiza
un recuento antes y después de gasificar, de acuerdo con el
método de recuento en placa normal U,S.P.H,, utilizando
agar extracto de glucosa tripticasa. Las lecturas se reali-
zan a periodos de 22 y 26'horas,rde la forma siguiente:

Columna 1 infra - lecturq turbidimétrica antes de la ino-
culacion del gas;

Columna 2 ~ lectura turbidimétrica 22 horas después
de gasificar;

Columna 3 - lectura turbidimétrica 26 horas despuds
de gagificar;

Columna 4 - cuentas en placa antes de la inoculacidn
del gas;

Columna 5 - cuentas en placa 22 horas después de za-

‘ sificar; y
Columna 6 - cuentas en placa 26 horas despuds de ga-
, sificar, )
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. Turbidime tro
Kezcla de inoculacion . 1 2 3
A 0,5 ml 75 ppm N,O + He 60 160
B 0,5 =l 75 ppm KNoO + He 62 166
C 0,5 ml 75 ppm ﬁO + He Sé 150
D 0,5 =1 75 ppm NO + Ee - 65 155
E 0,5 =l 15 ppm NO, + He 65 146
F 0,5 nl 15 ppm N02‘+ He 66 153
¢ 0,5 ml helio solamente |
‘ (control) - .. 65 132
H 0,5 ml helio solamente . .
(control) 67 152
I 70,4 ppm NOp + 65 ppm N0 68 160

La Figura 21 es une representacidn grifica de las -

72
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540
720"
600
540
720
540

660

&';"

600

Ta Figurs 22 es un grafico de los rendimientos cal
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Cuentas en placa : ]
_}_ = .v‘.s """'6"';’2"'“'"-”""
540 11.000.000
720 12.,600.000
600 12.600.000  ~
540 14.800.000
720 10.800.000
540 19,600,000
660 9.000.000
720 11.400.000
600

13,200.000

Dresent301on graflca de les turbideces relativas observadas.,

fico de los rendimientos calculados por las cuentas en placa.

. Rendimiento

21.100
17.500
21.000
27.400
15.000
36,250

13.680

£

15.830
30.350
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_bada'por le formacidn de grumos o colonias. Sin embargo, ha

| ra 1a propagacidn de mohos y levaduras), A continuacidn la
: por'ei.gas éplicado o por el tubo utilizado.

"sembrado.,Estos,recuentps de pretratamiento fueron los si-

| guientes:

1
2

'iRecuenforprevibi3' -~ Cuentas én'placa 300
4

~Recuento previo

- 27 -

%JEMPLO 14 38 76 '%’4?

7 El orgenismo Penicillium sp se siembra en 600 ml de
un medio 1iquido de Sabouraud, utilizando un alambre de pla
tino ﬁuy pequefio insertado en el medio en posicidn inclina-
da; El medio es especialmente adecua@o para la deteccidn

de mohos y levaduras contaminantes de los productos farma-
La observacidén del crecimiento de Penicillium es estor-

sido pogible’ la obtencidn de resultados generalmente concord
dantes y dtiles mediante la dilucién libé_ral del cultivo du-
fante lésrleCturés de las cuentas en placa por métodos por
lo demés'nérmales. Para todos los recuentos,:se depositd
1 ml del medio de cultivo en un diséorPetri-estéril y des-
pués se vertieron sobre el medio 9 ml de agar dextrosa de

Sabouraud en tubos y se mezcld., (Este medio es excelente pat

mezcla se diluy6 hasta 1:100, Todos'ios recuentos en placa

se realizaron al azar con objeto de no estar influenciados

‘Inicialmente se realizaron cinco recuentos en placa

de muéétranseléccionadas al azar de los 600 ml de medios

Recuento breyio' Cuentas en placa 270

Recuento previo ‘Cuentas en placa 240
Cuentas en placa 270
Recqutq previo 5 Cuentas en placa 240

Esto da un promedio -de 264/ml, que puede ser consi-

St
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defadéfel estado inicial o de partida.'

' Se sembraron asépticamente cada uno,der36,tﬁbos de -
ensayo con 6 ml de los 600 ml de medio sembfado inicial,
Los tubos se csrraron hermetlcamente con tapones de goema
estériles., Cuando mis adelante se indica tratamlento con
aire, el tratamiento se realiza con aire previaménte puri-
ficado de composicidn sustancialmente atmosférica.

' Los tubos se dividen en tres series, A, B y G, ¥ se
numeran del 1 al 12, Cada uno de los tubos se trata de acue]

do con el ndmero atribufdo al mismo, en la forma siguiente:

1-1/2ml 75 ppm N,0 - bal, He
2 - 1/2 m 75 ppm N,0 bal, He
3-1/2m 75 ppm NO bal. He
4 - 1/2 ml 75 ppm NO bal, He
5 - 1/2 ml 65 ppm NO, bal.' He
6 - 1/2 ml 65 ppm'NOa"bal. He
7- 1 m Zg;g rpm NOo + 65 ppm Néo bal.
8- 1 m , 72r: ppm N02 * 65 Ppm N20 bal.
9 <1 ml .
- Aire (control)
10.- 1. ml |

Aire (control)
1/2 0l He (control)
1/2 ml He (control)

11
12

Las muestras son despues volteadas durante 1os pe-

riodos 1nd1cados a continuacidn, Los resultados observadoé

"8on los siguientes:

l -
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GRUPO A — 70 HORAS

Cuentas en placa

" a1 4600
a2 - . 4800
A=3 4800
A4 5200
A5 4800
A6 ¥ 4600
A=T 5600
 A-8 e 6700
A-9 2100
4-10 B | 2300
A=11 ' 2100
12 | 2400

- Los resultados estdn ilustrados gréficamente en 1a

Figura 23,
- GRUPO B = 96_HORAS
7 Cuentas en placa
B-1 - - 5700
B-2 4300
B-3 , o 3700
B-4 - 5900
B-5 | | 5200
B-6 | 6100
B-7 - - 4700
B-8 - 4800
B-9 - S 2700
B-10 2600
B-11. | - 2900

B-12 2700

it

g
i
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Los resultados estan ilustrados gréficamente en 1a

Pigura 24.-
GRUPO C - 118 HORAS
Cuentas en jlaca
C~1 6700
c-2 : | 6700
C-3 | 5200
C-4 - 4800
C-5 4200
c-6 _ 6100
c-7 ' : 5600
Cc-8 ' 5200
c-9 ' 2900
c-10 2700
C-11 ' 1900
C~-12 2200

Los resultados estan ilustrados grificamente en la

Figursa 25,
ZJEMPIO 15

El organismec F. Mucor, un noho de lento crecimiento,

se siembra en un medio 1iquido de Sabouraud y despuds se pit

Petean unas porciones de 7 ml en tubos'estériles adecuados
para lecturas turbidimétricas, Se realiza un récuento antes
Y después de gasificar, de acuerdo con el método de recuen-
to en placa normsl U.8.P.H., utilizando agar dextross de
Sabouraud. Las lecturas se realizan a periodos de 22 y 26
horus, de la forma siguiente:

Columna 1 infmm - lecturg turbidimétrica'antes de la ino-
culneton del pas;

Columna 2 = lectura turbidimdtrica #2 horas despuds
de gasifiQar;
H

&

“00R
“UALITY
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sigqificativo.

1eimq

ficativo del crecimiento,

Columna 3 - lectura turbidimétrica 26 horas después
. de gasificar;
Columna 4 - cuentas en placa antes de la inoculacidn
- del gas;
Columna 5. - cuentas en placa 22 horas despuds de ga-
sificar; y
.Columna 6 - cuenlas en placa 26 horas después de ga-
: sificar.
Mezcla de ino Turbidimetro Cuentas en placa Rendi-
culacion : 1. 2 3 5 6__ miento
A 0,5 ml 75 ppm
Ng + He : 125 135 20 1560 .18
B 0,5 ml 75 ppu
NoO 4 He 125 135 30 1220 40,7
C 0,5 ml 75 ppm
NO + He 125 135 20 960 48,5
D 0,5 ml 75 ppm
NO + He 124 137 40 1320 33
E 0,5 ml 15 ppm NO»
| + He o 126 137 20 1200 60
P 0,5 ml 15 ppm '
NO, + He (muestra contaminada)
G 0,5 ml helio 80~ '
1ame nte( control) 126 130 40 960 24
H 0,5 ml hello 80
lamente(control) 126 132 20 800 40
I 70,4 ppm N02 *
65 ppm NZO 128 140 40 2200 55

La Figura 26 es una representacidn gréfica de las

turbideces relativas Observadas, que indica un aumento signi-

Ia Figura 27 es un gréfico de los rendimientos cale~
culaddsrpor cuentas en placa.'Se‘incluye este gréfico por-
que se disponen de los datos pertinentes, pero el orgenismo

.| 8e reproduce tan 1entamente que el rendiniento no puede ger

L Y
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EJEMPLO 16
El organismo Rhodotorula (una levadura) se siembra

en un medio liquido de Sabouraud. El medio se divide en
porciones de 7 ml y cada una de ellas se introduce en tu-

bos individuales adecuados para lecturas turbidinétricas.

intervalos, de la forma siguienta:

Columna 1 infra - antes de la inoculacidn del gasj

Columna 2 = 20 horas después de la inoculacidn; y
Columna 3 - 30 horas después de la inoculacidn,
, Turbidimetro
Mezcle de inoculuacidn 1
A 0,5 ml 65 ppm NO, bal, He 78 192 218
B 0,5 ml 22 ppm O, bal, He - 78 187 216
CO0,5ml 15 ppn NO, bal. He 79 208 220
D 0,5 ul 9 ppm NO, bal. He 74 218 230
E 0,5 m14,9 ppm NO, bal, He T 175 200
F 0,5 ml1 0,9 ppm NO, bal. He 78 173 200

G 045 ml helio solamente (con-
trol) 78 174 195

La Figura 28 es una representacidn grdfica de estos
resultados al final del periodo de 30 horas,
EJEMPTO 17

El organismo Staphilococcus aureus (hemolitico, coa-

gulasa positiva) se siembra €n caldo de soja tripticasa di-
luido, E1 caldo dilufdo se utiliza para mantener en un valo
bajo ias cuentas originales en placa, El caldo Se serara
en porciones de 6 ml y cada una de ellag se introduce en
48 tubos adecuados para lecturss turbidimétricas., Al mismo
tiempo se coloca 1 ml del caldo an cada uno de 48 discos

Petri para el recuento en placa antes de la aplicacidn del
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Para los recuentos en placa se utiliza extracto de

gas,

glucosa tripticasa., Se tratan 24 muestras con 15 ppm de
N02 £ase0s0 ¥y otras 24 se tratan como controles. Los «. ~trod
les se ponen en ocontacto con 0,5 ml de helio. Las muegsiras
ge ponen en contacto con el NO2 en helio para llevar el gas
aplicado a 0,5 ml, '

En los datos giguientes, las muestras de control se
designan por nimeros pares. Los ndmeros impares representan

las nuestras tratadas con N02.

Cuentas ini Cuentas finales
Muestra ciales en en Rendi-
n? placa Tiempo placa miento
1 600 1 hora 1.080 1,64
2 660 1 hora 996 1,45
3 720 2 horas 1,220 1,68
4 600 2 horas 1.040 1,73
5 600 3 horas 13.200 21,7
6 660 3 horas 10.800 15,3
7 780 4 horas 13.200 29,3
- 8 720 4 horas 19,200 26,5
9 480 5 horas 21.600 45,1
10 540 2 horas 19.200 35,6
11 660 _ 6 horas . 620,000 940
12 720 6 horas 480,000 667
13 570 7 horas - 540,000 945
14 540 7 horas 400.000 741
15 720 8 horas o 560.000 718
16 600 8 horas ' 420,000 700
17 690 9 hOtaS : 540,000 184
18 9 hbéas 680.000 944

720
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Cuentés finales

ne placa Tiempo pizca - Rendimiente
19 480 10 horas 540,000 1.125
20 600 10 horas 580,000 968
21 540 11 horas 540.000 1.000
22 660 11 horas 620,000 938
23 480- 12 horas 980,000 2.042
24 540 12 horas 1.020,000 1.890
25 720 13 horas 1.220.000 1.695
26 780 13 horas 1.500.000 1.920
27 660 14 horas 1,620,000 2,455
28 840 14 horas 2.600.000 13.098
29 660 15 horas 1.800,000 2.730
30 780 15 horas 2,400,000 13,070
31 720 16 horas  24.000.000 33.300
32 690 16 horas 18,000,000 26,020
33 600 17 horas - 18.000.000 30.000
34 660 17 horas 21,000,000 31,750
35 660 18 horas  126.000,000 190.800
36 720 18 horas  132,000.000 183.300
37 480 19 horas  174.000.000 © 363,000 -
38 540 19 horas  182,000.000" 337.000
39 570 20 horas  194.,000.000 340.500
40 840 20 horas 182,000,000 216,500
41 780 21 horas 1.860,000,000 2,382,000
42 720 21 horas 1.620,000.000 2,250,000
43 660 22 horas 1.980,000,000 3.000.000
44 600 22 horas 1.,820.000.000 -3.035.000
45 660 23 horas 2,340.000.000 3.550.000
46 540 23 horas 1.,980.000,000 3.670.000
Yoo S0 homns (ammaskeds leyad para sor
48 720 24 hovgs ?98%0?088?8081110n68)

2,730,000
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La Figura 29 es un gridfico de este estudio de tiem~
pos, Obsérvese que el primer aumento sustancial sobre el
control se produce al cabo de unas 24 horas ¥y el aumento
83 muy grande,

De lo que antecede resultars evidente que esta inven

"cidn tiene una amplia aplicacidn 8 diversos productos y or-

. 8anismos y probablemente a2 otros dxidos gaseosos distintos

de los ensayados especificamente, incluidos N203, N0y ¥
N205 ¥ que las realizaciones descritas, aungue significati-
vas por si mismas, no deben ser consideradas como limite
del alcance de la patente sino que la proteccidén debe estar
definida segin la ley teniendo en cuenta las reivindicacio-
nes del apéndice,

En resumen, la Fatente de Invencidn que se solicita

debersa recaer sobre las siguientes:
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‘que dichos microorganismos son bacterias.

. '-REIVINDICAC]’

_l,'fMeJoras introducidas en un’ procedimiento de’

(N

aceleraclén del crecimiento de microorganismos, que conais~'«F

ten ‘en poner en contacto un. medlo de- cultivo conteniendo dl‘ff{

chos microorganismos con un materlal selecclonado entre el: a;*7

grupo formado por bxidos de nltrégeno gaseosos y mezclas deﬁ}ff

los mismos, en’ cantldad suflclente para producir un aumento L

31gn1flcat1vo en el creclmiento de dlchos microorganlsmOQ. 1

2. Mejoras segun la Re1v1nd1cac16n l, ﬁn 1as
li - .

que dicho material comprende un 6x1do de nitrogeno.'

3. Mejoras segin la ReiV1nd1ca¢16n 2, en las = | -

querdicho material comprende NOéL

4, Mejoras segin la Reivindicacién 2, en las = |

que dicho material comprende N,0.

5. Mejoras seglin la Reivindicadiéﬁ 23,en'1as--f

que dicho material comprende NO.

6. Mejoras segin la Re1v1nd1cac16n 1, en las -

que dicho material comprende una mezcla de 6x1dos de nitré-'

geno.

7. Mejoras segﬁn'lé Reivindicacidn 6; en las

que dicho material es una mezclarde NO, ¥ N,0.

8. Mejoras segﬁn la Reivindicaciénfl;:eﬁ las

3

9. Mejoras segun la Reivindicacién 8, en las

gque dicho material comprende un éxido de nltrogeno. §

104 . Mejoras segin la’ Relvlndlcaclén 8, eh las

que dicho material comprende una mezcla de 6xidos,deinitr6-

geno.

11. Mejoraa segin la Reivindlcavién 8, en ]aa

que dichos microorganismos estén constituidos esencialmente ffjf
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por
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que
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Streptococcus.
- 12, Mejoras seglin la Reivindicacién 11, en las
diého material es N02.

13, Mejoras segln la Reivindicacién 11, en las
dicho material es N20.

1%. Mejoras segln la Reivindicacidén 11, en las
dicho material es NO.

15. Mejorass segin la Reivindicacién 11, en las
diého material es una mezcla de N20 y NO2.

16, Mejoras segln la Reivindicacidén 8, en las
dichos micrdorganisﬁos estédn constituidos esencialmente
Paracolon. |

| ,17. Mejoras segun la Reivindicacién 16, en las
dicho material es NO2

18, Mejoras segln la Reivindicacién 8, en las

dichos microorganismos estan constltuldos esencialmente

_S+aph110coccus aureus (hemolftico).

.19. Mejoras segin la Re1v1ndlca016n 18, en las
dicho ‘material es NO,.

20. Mejoras segﬁn la Reivindiéaci6n 18, en las

-dicho material es NQO

21., Mejoras segun la Re1v1ndicac16n 18, en las
dlcho material es NO.
224 ’Mej ras :segin 1a Re1v1nd1cacién 18, en las
dlcho material es una mezcla dq_Nzo v N®2
: ,23h Mejoras segin la Reivindicacién 8, en las -
dichos'microorganismos;estén constitui{dos esencialmente

Micrococcus albus.

2 Meaoras segln La Re1v1nd1ca016n 23, en las

'dlcho materlal ‘es N20 L i
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25. Mejoras segun la Re1v1nd1cacién 8, en las -
dichos microorganismos estén constltuldos,esqncialmente_'

Escherichia-coli.

i

26. Mejoras segin la Reivlndicacién 25, en las

dicho material es N02 _ 7
27. Mejoras segin la Re1v1ndlcac16n 25, en las
dicho material es NZO
28, Mejoras segun la Re1v1ndlca016n 25, en lés
dicho material es NO. |
29, Mejoras segin l; Reivindicacibn 25, én las
dicho materlal es una mezcla de NEO ¥ N02
%20. . Mejoras segin la Relvlndlcacién B, en las

dichos microorganismos- estén constituidos esencialmente

Neisseria.

31. Mejoras seglin la Reivindicacidn 30, en las

‘dicho material es NOE‘

32, Mejoras segin la Reivindicacién 30, en_iés"
dicho material es ﬁzO.

3%, Mejoras segin la Reivindicacién 30, en las
dicho material es NO.

z4, Mejoras segin la Reivindicaéiép 30,'en_lé§—'
dicho material es una mezcla de N20 ¥y N02

35, Mejoras segin la Relv1ndlcac16n 8, én las
dichos microorganismos estén constituidos esencialmente
Listeria.

. 36, Mejoras seghn la Reivindicacién 35, -en las

dicho material es NOQ. 7-

27, ~Mejoras segin la Reivindicacl6n 35, en las
dicho material es N,0. '

%28, Mejoras segun la Reivindlcacién 35, en las-

L o7
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que dlcho material es NO,

‘if559 Mejoras segun la Reivindicacidén 35, en las
que dlcho materlal es una mezcla de NEO y NO2

','40 Megoras segin la Reivindicacidén 1, en las
que dlchos microorganismos son mohos.
7 77!' 34; Mejoras segln la Reivindicacién 40, en las
qué diéhﬁ material comprende un &xido de nitrdgeno.
~;42. Mejoras segfn la Reivindicacién 40, en las

que-dicho material comprende una mezcla de 6xidos de nitrd-
'geno.-4r”“ff'rrr
' ?143 Megoras segﬁn la Reivindicacién 40, en las

que dlchos microorganlsmos estin constituidos esencialmente

' por Peniclllium.ﬂ"

’4144 MeJoras segfin la Re1v1ndlcac16n 4%, en las
'que dicho materlal es NO2

' _":545 Mejoras segun la Re1v1ndlcacién 43, en las
,que dlcho ma*erial es N. 0 ' '

46, MeJoras segfln la Re1v1ndicac16n 4%, en las

: ,que dicho material es NO

"5'#7 Mejoras segun la Rexvxndlcac16n 43, en las

: que dlChO material es una mezcla de NO y N20

'Ff,,é Mejoras segﬁn 1

que dichos mlcroorganlsmos estan constltuidos esenclalmente

'por F. Hucor._

1’ 49 Mejoras segin la Re1V1nd1cac16n 48, en las

' que dicho material es N02

?50:: Neaoras segin la Reivindlca016n 48, en las

que dicho material es N? 7
. ','51 ' Mejoras segun la Reivindicacién 48, en las

que dicho material ‘es NO

"eiv1ndlcac16n 40 ‘en las

R T R I CRRL AN e T N S SRS EEN .

P
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52. Mejoras segin la Reivihdicaciéﬁ’#B,*en las |
que dicho material es una mezcla de N20 Yy N02 ' .
53. Mejoras segfin la Relv1ndlcac16n 1 en las

que dichos mlcroorganlsmos son levaduras. S

B4, Meaoras seglin la Re1v1nd1caci6n 53, en las

~que dicho material comprende un éxido de nltrégeno.

55. Mejoras segin la Reivindicacién 53, en,lészr
que dichos microorganismos estén cbnétituiﬁos eséncialménté R
por..Rhodotorula. -

56. Mejoras segfn la Reivindigacién 55;ten iés
que dicho materlal es NOQ. | -

57. - Se reivindica por ultlmo como obaeto sobre
Vel que ha de recaer la Patente de Invencidn que se sqlicita:"
MEJORAS INTRODUCIDAS EN UN PROCEDIMIENTO DE ACELERACION DEL .
CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS., -

Todo conforme queda descrito y reivindicado en 1 ,"
presente memoria descriptiva que consta de cuarent& pégiﬁéé

mecanografiadas y dibujos adjuntos.

Madrid, 5 de Enero de 1.971
BERNARDO UNGRIA
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