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de microorganismos. Mfs especificamente, esta invencién se

refiere a la potenciacin o activacién de microorganismos

dades gon desarrollados como cultivos en _un laboratorio

médico. Ias mayores cantidades producidas son utilizadas

antibidticos, algunos de los cusles son productos naturales

cidn de enziuas we son exeresados en grandes cantidades
3

-2 o
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—

Esta invencién se refiere al crecimiento y cultivo

en medios de cultivo . .

El cultivo de micrdbrganismos se realiza actualmen-
te en muchas formas comerciales y para varios fines y pro;
ducfos de gran importancia. El resultado descado puede-ser
un aumento rdpido o grande en el nimero de organismos, como

-

es el ceso frecuente cuando los organismos de las enferme-

con frecuengia para diagnoéisio para realizar otros estu-
dios relativos a la enfermedad. El cultivo puede realigzar-
se simplemente para’cambiar-ia forma‘de loé\medios, por equ
plo, el caéo muy comtin de realizar un cultivo para purifi-
car';as'aguas residuales y otros désberdicios mediante micrg
organismos. .
. Se obtienen numcrosos e importantes producsos como

subproductos del crecimiento controlado de microorganismos.

Entre los ejemplos tipicos se encuentran la produccién de
del metebolismo de microorganismos especificos; la proeduo-

por ciertos microorganismos; la produdéién de dcido léctico
a partir del suero y la produccién del alcohol etilico a par
tir de hidratos de carbono.

7 En el caso de muchas.de estas actividades de produc
cién , més que 1a compensacibn econbmica, ha sido el cono-
cimimto el factor limitativo en cuanto a la realizacidn de

adiciones a los medios de cultivo de agentes nutritivos,




i fertilizantes u otras.gustanciaS'proﬁotorasrael crecimien-
to y en cuanto a la suflementaéién del proceso con otras
~etapas con objeto de aumentar la produccidén. Las razounes
econémicas no limitarian estas adiciones y suplementos en
5 el caso de muchos procesos en los que el coste adicional
constituiria una pequefia parte del gasto global y, por lo
tanto, seria reembolsado por el mayor rendimiento de pro-
ducto. En ciertas aplicaciones médicas, por.ejemplo diagno-
313, ‘el coste no debe con31derarue una limitacidn bdsica.
10 En otras apllcaclone», como la elaboraclon de cerveza, el
" coste del materisl afiadido de la nueva etapa del proceso
adicional puede ser con més frecuencisa un faqtbr limitati-~
vo, pero en circunéfancias en que se aumentara éuficientemen~
te la pro@ucéién mediante una mejoré dadé, esta adicidn '
15 tendria el correspondiente valor para el proceso.
Los microorgemismos son cultivados actualmente-en
medios estériles, muy controlados, que contienen cantidades
ginimas de impuyezas y que ‘habitualmente contienen cantida-|
'des totalmente suficientes de agentes'nutritiVOS'y fertili-
20 zantes deseables conocidos, que pueden comprender, por

ejemplo, licor de infusidén de maiz, azicar y otras sustan-

cias en formas asequibles para los organismos. También es
_corriente airear bien muchas de estas mezclas con gases

conteniendo oxigeno.En otras aplicaciones, como el tratae-
25 miento de sguas residuales, el medio no es muy controlado,
pero el crecimiento de los organismos purificadores es es-
‘timulado mediante varias técnicas conocidas.

Uﬁ objeto general de,esta invencidn es proporcionar
medios para mejorar el proceso de crecimiento ée los mi-

80 croorganismos.,
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. menos nutrientes bien equilibfados y totalmente suficien-

A  od [
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Otro objeto de esta invencidn és probbrcionar medios
para aumentar el qreciﬁiento Yy la prodﬁctividad de los cul-
tivos de microorganismos.'

Un objeto mds especifico de esta invencidn es pro-
porcionar un aditivo paré dichos cultivos para conseguir
una economia global mayor. '

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

De acuerdo con esia iﬁvencién, un medio de cultivo
conteniendo microorganismos; que en muchas aplicaciones
puede ser estéril, especialmente mdecuado pera.el creci-
miento de los microorganismos y de.codteni§o adecuado en
nutrientes y otros factores de crecimiento, se pone en cbn~
tacto con uno o mds Sxidos de nitrdgeno gaseosos. Los pro-
cesos metabdlicos son significativamente incrementados. Fid
nalmente, los'pro&uctos deseados resultantes del cultivode
los microorgenismos pueden ser separados del medio. En' sus as-~
pectos mds especificos, esta invenciép incluye la opera-

cidn sobre los cultivos que inicialmente contienen por lo

tes y otros factores de crecimiento.

No se conoce ningin mecanismo satisfactorio de la
forma en gue ocurre la potenciacidn o activacidn o de la
forma en que los compuestos adicionados actuan realrente
durante el cultivo y crecimiento. La confirmacidén de esta
invencién se ha realizado fundamentalmente por observacidn
y por dperaciones efectivas .y ensayos. Muchoé de los proce-
dimientos de leboratoric que sirven como resuitados de los

ensayos mas tangibles se describen con detalle més adelan-
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con esita invencidn son aplicables a lag bacterias, hon-

te, Puede decirse -con certeza que-las mejoras de acuerdo

gos y otros microorganismos en general,

Los resultados conseguidos no indican claramente gque
el nitrdgeno afladido actie como un alimento ordinario. No
ha podido encontrarse nada que relacione directamente. las
cantluades de nitrdgeno metabolizado con 1as cantidades
aplicadas en forma gasecsa de acuerdo con esta invencidn.
Los nedios de cultlvo wtilizados con cada organismo espe-
clflcamente ensayado fueron obtenldos de fuentes comercla~
les y recome ndados por estas fuentes cono adecuados para
consesulr un nivel de cre01m1ento por lo. menos tan alto
como el normalmente consegulble. Fstos medlos contienen ni-
trogeno tgtalmente adecuado en una forma asequlble para el
organismo ¥ también contienen todos los nutrientes necesa~
riog para un buen crecimiento- en cantidades y proporciones
apropiadas., Pero adn el tratamiento de estos medios duran—
te el cultivo con el aire activado produce unos resultados
significativamente mejorados.- |

' Con fines de confirmacidn, un organismo que fue cul-
tivado con uno dé los mayores grados de éxito de acuerdo
con esta invencidn, fue cultivado también de forma esen—
cislmente idéntica con la excepcién'de que se introdujo
ién nitrato (en un grupo de ensayos) y idén nitrito (en un
segundo grupo de ensayo) en solucidn, enrcantidades este~
quiométricamente equivalentes a otras remesas que habian
sido'dosificadas con 6xidos de nitrdgeno gaseosos. Los en-
sayos éstaban adaptados para establecer si podian obtenerse
1os mismos resultados por introduccién del nitrdgeno en

forma de sales y los resultados indicaren claramente que

TR
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_ iavencidn se pondrdn-en evidencia en ls siguiente descrip-

con las sales de nitrdgeno no se¢ producia ninguna poten—
ciacién o activacidn correspondiente a la observada con
log gases.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de esta

cidn de los ejemplos de la invencidn.

Ias Figuras 1-29 son répresentaciones graficas de
1os'iesultados cdnseguidos de geuerdo éon los siguientes
ejemplos. .
| Tas Figuraé 1-3 se refierén-al Ejémplo 1.

Las Figuras 4~6 se refieien al Ejemplo 2,

" La Figura 7 se refiere'al Ejemplé 3. '

La Figura 8 éé refiere al Ejemplo 4.

Is Rigura 9 se refiere sl Ejemplo 5. . -

La, ﬁigura 10 se refiere sl Ejemplo 6. -

la Figura 11 se refiere al Ejemplo 7.

Ia Figura 12 se refiere al Ejemplo 8.

Las Figuras 13 14 se refieren al Ejemplc 9,
las Figuras 15 i6 se fefieren_al Ejemplo 10.
Las Figuras 17 18 se refieren al Ejemplo 11,
Las Figuras 19 20 se refieren al Ejemplo 12,

Las Figuras 21 22 se refieren al Ejemplo 13.

M " e g e

ias-Figuras 23 a 25 se refieren al Ejemplo 14.
Las Figuras 26 y 27 se refieren al Ejemplo 15,
Ia Figura 28 se refiere al Ejemplo 16.
Ia Pigura 29 se refiere al Ejemplo i7.

GENERALIDADES

En cada uno de los siguientes ejemplos, se selecciona

especificamente-un medio de cultivo individual conocido pon

producir un buen crscimiento del microorganismo individual
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‘millén de los gases separadamente aplicados. En todos los

ringa hermética & los gases a través del tapdén de goma. Se

415410  «ai

que esgtd siendo cultivado, Todos'losjmedioé de cultivo se
obtienen por ad@uisicién normal en fuentes comerciales y
son recomendados por estas fuentes como adecuados para cong
seguif un nivel de crecimiento por lo menos tan alto como
el normalmente conseguibie. Se siguen estrictamente las

instrucciones de uso de los medios proporcionadas con los
mismos. Todos 1lbs organismos utilizados en los siguientes

ejémplos son confirmados por una agencia estatal califica-

-1

da. - .

Unos tubog de ensayo de 15 ml Yy édecuados para.uso
en.ﬁn turbidimetro, se esterilizan a 118—12100 en un auto-
clave. Los medios son sembrados o inoculados con los cul-
tivoé mediante téenicas normales.

Segin los rqquisitos'de los énsayos,~se introducen
en cada_tﬁbo 6 67 ml del,medio oonteniendb el microorga—
nismo. Cuando se realizan recuentos iniciales en placa, nox
malmente se hacen en este momento, Los tubos se clerran hex
méticamente con tapones de létex de gomwa. En todos los

e jemplos, los gases inoculados se expresan en partes por

casog, este valor es diluido de nuevo por los gases atmos~
féricos contenidos en los tubos de ensayo. '

Los gases agregados se introducen utilizando una Jje-
saca de 1los tubos una cantidad de los gases contenidos en
los mismos igual a la cantidad de los gases de ensayo ¥y &
continuacién se introducen estos §ltimos, Para cada gas de
ensayo y tubo de cultivo se utiliza una nueva aguja estéril
y la jeringa propismente dicha esrlavada con cada gas de

ensayo nuevo en una zona bien ventilada, durante varios
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mlnuﬁos, antes de ‘80 apllcaolon. Los tubcs de control son

'creclmiento. Bl oreclmlento de los mlcroorganlsmos se pro-

‘les .o en forma de reproduccidn de los organismos o come am

*

el - 8 -
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sometidos 2 una aplicacidn de gas esenclalmente idéntica,
a excepecidn de que los gases eplicados no contienen un Oxi
do de nitrdgeno gaseoso. )

Los gases y las mezelss utilizados son de,larcali-
dad mds pura asequible y todos ellos son analizados después
della-preparacién pars comprobar la'pureza y la concentra-
cidn de los éxidos de nitrégeﬂo. Todos los- tubos se colo-
can en un aparato mecdnio que los voltea contlnuamente du-
rante 1os perlodos pertlnentes de cultlvo. La turbldez, lad
cuentas en placa 0 ambos valqres,,segun el ensayo, se re-
gistran a’intervalos selecciénéaoslan%eé’y deépﬁés de la
6051f10a01on, para observar el efecto de los gaaes sobre e

duce en forms de tamafio mayor de los organismos individua~

bos efectos.

En muchos ejemplos en los que se agrega un 6xido de
nitrégeno, los gases se dlluyen con hello. El helio se
selecciona para proporclonar una atmosfera no reactiva pa~
ra los dxidos de nitrogeno (como el NO), expuestos a descom-
posicidn cuando son diluidosrcon oxigeno o aire normal. En
la misma serie de ensayos, los 6xidos-de nitrdgeno estables
(como W,0 y NOZ) son dilufdos anadlogameunte con helio en
muchos césos, con objeto de asegurarse de que los resulta-~
dos son correspondientesry pueden ser soﬁeti&os inmedia~-
tamente a una comparacidn directa. .

El helio no realiza ninguna funcién activa en la mez-
cla y se ﬁtiliza solémente‘para preservar los dxidos de ni-

trégeno especificos, De hecho, en muchos casos, el helio
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" estrechamente rela01cnada con el mayor tamano de los orga-

' 1a luz transmitida a través de los tubos de ensayo. Las met

‘Streptococcus. El medio se divide en porciones de 7 nl y

-9 -
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aparentemente disminuye el cre01m1ento en un medio en el

grado en que desplaza él cxigeco. Se observara que la com-

binacidn con helic es una alternativa gue puede ser evita—.
da, por ejemplo, medianie un gistema de aplicacién que di-
rectamente suministre los 8xidos de nitrdgeno procedentes

de un depdsito sin diluir.

La mayor turbidez gque se produce en los ejemplos estd

nismbs individuales y también estd influenciada por la can-

tidad de reproduccién. El turbidimetro opera por medida de

didas se realizan en un aparato convencional comercial.

El aumento eﬁ las cuentas en placa estd directamente
relacionado con el mayor numero de organlsmos producldo po:
reproducclon. Para realizar el recuento en placa, se in-
troduce 1 ml del medlo en agar dextrosa de Sabouraud, en
el caso de los mchos y hongos, y en un medlo de agar-éxtra¢
to de .glucosa tripticasa en los otros cas08s.

Todos 1los recuentos en placa se.realizan de acuerdo
con procedimientos aprobados por el Servicio de Salud Pi~
blica de Estados Unidos.

EJEUPLO 1

El organlsmo Streptococcus sp (alfa—hemolltlco) se

siembra en un medlo de tioglicolato espe01flco para el .

cads porcidn se deﬁosita en un tubo de ensayo individual.
Las lecturas turbidimétricas se realizan a intervalos, de
la forma siguiente:

Columna 1 infra - antes de la inoculacidn del gas;

Columna 2 ~ 4 horas después de la inoculacidn;

o iy e SR

T
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Columng 3 - - 24 horas aéspﬁés de 1a ihoculacién;
' 'éolumna 4 -'34 horés'desppéé de la inoculaciln;y
Columna 5 : ~ 52 horas deépuéé de la inoculacidn.
' TURBIDIMETRO | '
. Mezcla de inoeulacidn . 1 2 3 4 5

N

- 10~- -

QR H H O a W b

" resultados.

0,5.ul 65 ppm NO,, bal. He 136 136 152 222 340
0,5 ul 22 ppm NO,, bel. He 136 138 156 228 340
'0,5 ml 15 ppm NO,, bal. He 137 136, 266 300 355
6,5 ul 9 ppm NO,, bel. He 135 139 270, 305 375
0,5 ul4,9 ppm NO,, bals He 135 136, 264 298 360
10,5 ml 0,9 ppm NOp, bal. He 137 137, 154 197 315

0,5 ml helio solamente . S
(control) . -136 136 1460 183 296

~ En 1o que antecede, por inad&értencia se égregaron
ofros O,éiml de helio buro eﬁ'lugar de la misma cantidad
del gas a squellos tubos dosificados con éxidos de nitrdges
noJ“Esta adicidn, natqraymente,rpri;é al organismo contenit
dO'enrlos tubos de la cdrrgspondiente cantidad de oxigenb
molecular. No 6bstanfé, los resultados indican un creci-
miento significativamente mayor en comparaciéh con el del
control, aunque la qantidad‘de oxigeno era relativamente
menor, "

Ia Figura 1 es una representacidn grafica de estos

"Ta Tigura 2 es un grifico de la turbidez en funcidn
del tiempo, comparando. 1la mezela & 9 ppm con el control y
mostrando la considersblemente mayor velocidad de creci-

miento resultante del dxido de nitrdgeno gaseoso.




10

15

20

25

30

CUERTAS EN PLACA

Cuen'taé ind - Cuentas en
ciales en place des-  Rendi-

Mezcla de inoculacidn placa pués de 24h., miento
A 0,5 ml 65 ppm Noé, bal, He 180.000°  9.600,000 ~* 53
B 0,5 mwl 22 ppm NOp, bal. He 120,000 7.800.,000 65
¢ 0,5 ml 15 ppm NOp, bal. He 160.000  12.000,000 75
D 0,5 ml 9 ppu NO,, bal, He 180,000 ' 43.000.000 72

E 0,5 14,9 ppm NO,, bal, He 190,000  13.000.000 68
F 0,5/m10,9 ppm NO,, bal., He 190.000 6.600,000 35

16 0,5 wl helio solamente

(control) 130,000 " 5,400,000 42
‘Las diversas muestras son sustancialmente idénticas
a las utlllzadas en la medlda de la turbldez, 1nclu1da la

sobred031s de 0,5 ml de hello.

La Flgura 3 €s una- representae1on graflca de esios

resultados,

-

EJEMPLO 2

El organismo Paracolon se éiembré en un medio de'
peptona coloide,-especffico'para el Bacillus. E1 medio se di;
v1de en porciones de 7 ml y cada porcidn se dep031ta en tu-

bos de egnsayo 1nd1v1duales. Se reallzan lecturas turbidimé-

tricas a intervalos, de la 51gu1ente forma:

Columna 1 infra - antes de la inoculacidn del gas;

Columna 2 - 24 horas después de la inoculacidn;
Columna 3 ~ 36 horas después de la inoculacidn; y
Columna 4 - 52 horas despuds de la inoculacidn.
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TURBIDIMETRO

Mezcla de inoculacidn 1 2 3 4

40,5 ml 65 ppm NO,, bal. He 79 204 202 210
B 0,5 ml 22 ppm NO,, bal, He 80 188 198 208
€ 0,5 ml 15 ppm NOp, bal, He 82 190 196 206

D-0,5 wl 9 ppm NO,, bal. He 178 170 190 210
E 0,5 nl4,9 ppn NO,, bal. He 81 172 197 214
F 0,5 ul 0,9 ppm NO,, bal. He 82 250 260 260

G 0,5 wl helio solamente )
(control) - - 82 150 185 200

Ed lo que antecede, por inadvertencia se agregaron
otros 0,5 ml de helio puro en lugar de la misma cantidad
del gas a los tubos dosificados con Gxidos de nitrégeno.

Esta adicidn, naturalmente, priva al organismo contenido.

‘en los tubos de una cantidad COrrespondienfe de oxigeno

molecular, No obstante, los resultados 1ndlcan un creci-
miento significativamente mayor en comparaclon con él del
control, incluso aungue la cantidad de oxigeno es relativa-
mente menor.. ' l

La Figura 4 es una representacién grafica de estos

resultados.

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 mostrando la considerablemente mayor velocidad de
crecimiento de la mezcla que contiene el éxido de nitrdge-

no gaseoso,.
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G 0,5 ml helio solamente

porclones de 7 ml y cada una de ellas se 1ntroduce en tubos

1 lecturas se realizan a intervalos durante 30 horas, de la

forma siguiente:

‘Columna 1 infra - antes de la inoculacidn del gas;

415410

Cuentss ini - Cuentas en

CUENTAS EN_PLACA

, ciales en placa des- Rendi-

Mezcla de inoculacion placa pués de 24 h, mientd
A 0,5 ul 65 ppm NO,, bal, He 150,000  6.600.000 - 44
B 0,5 ml 22 ppm NOo, bal. He - 80.000 5.400.000 67
¢ 0,5 ml 15 ppm NO,, bal., He 200,000 6.600.000 33
D 0,5uml 9 ppm KO, bal. He  90.000 5,400,000 60
E 0,5 mnl4,9 ppm NOZ’ bal, He 100,000 5.400.000 54

F 0,5./m1 0,9 ppm NOo, bal. He 180.000 10.000.000 55,5

(control) " 150,000 " 5.400.000 36
Ias diversas muestras son sustanelalmente idénticas
a las empleadas para observar la- turbldez, 1nc1u1da la so~
bredosis de hello. '
. Ta Pigura 6 es ﬁha repfeséntacién gréfica de estos
resultados. | .
EJEMPIO 3

El organismo Staphildcoccus aureus (hemolitico) se

sienbra en oaldo de soja tripticasa. El caldo se divide en

individuales adecuados para lecturas turbldlmetrlcas. Las

Columna 2 , - 20 horas después de la inoculacidn; y

Columna 3 — 30 horas ‘después de la inoculacién.
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140,5m 65 ppm NO,, bal. He 130 138 148
B 0,5 ml 22 ppm NOZ’ bal. He 133 145 152
¢ 0,5 ml 15 ppm NO,, bal. He 132 143 158
D 0,5ul 9 ppm NO,, bal; He 132 140 150
E 0,5 ul 4,9 ppm NO,, bal. He 133 138 140
F 0,5 ul 0,9 ppm NO,, bal. He - 132 143 144

‘16 0,5/ml helio solamente (con~-

, glicolatp, especifico para el Streptococcus, Bl caldo se

len tubos individuales adecuados para lecturas turbidimé tri-

JColumna 2 - 20 horas después de la inoculacidng y

TURBIDIMETRO

Mezela de inoculacidn

trol) - - 133 - 141 1M1

Ia Figura 7 es una representacidn grifica de estos
resultados al final del periodo de 30 horas.

EJEMPLO 4 .

El.organismo Streptococcus sp-(alfa-hemolitico)

(un estreptbcoco gram—positivo)”éé siembra eu caldo de tio-

divide en porciones de 7 ml y cada una de cllas se introduce
cas, Las lecturas se realizan durante un periodo de 30 horas
a intervalos, de la forma siguiente:

Columna 1 infra - antes de la inoculacidn del gas;

Columna 3 -~ 30 horas después de la inoculacidn,
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TURBIDIMETRO

Mezcla de inoculacidn | ' 1 2 3

A 0,5 ml 65 ppum NO,, bal. He 158 160 166
B 0,5 ml 22 ppm NOp, bal. He - 156 156 162
¢ 0,5ul 15 ppm NO,, bal. He ‘ 155 160 164
D 0,5 ml 9 ppa NO,, bal, He 157 175 186

1E 0,5 ml 4,9 ppm sz, bal. He _ .155_ 166 168 -

F 0,5 ml 0,9 ppm NO,, bal. He 157 . 164 165
G 0,5 ml helio solamente (control) 15% 158- 162

Le Figura 8 es una representacidn gréfica de estos
resultados al final del periodo de 30 horas.
EJEMPLO 5

El organismo Staphilococcus aureus (hemolitico) se

siembra en.caldo de soja tripticasa.‘El caldo se divide en
porciones de 7 ml.y cada una de ellas se introduce en tubos
individuales adecuados para lecturas turbidimétricas,.- Las
lecturas se realizan durante un periodo de 48 horas, de la
fqrma siguiente: '

Columna 1 infra - antes de la inoculacidn del gas;

Columna 2 - 24 horas.deépués de la inoculacidnj y
Columna 3 - 48 horas despuésrde 1a inoculacidn.
.| TURBIDIMETRO |

Mezela de inoculacidn : 1 - 2 3
£0,5ml 75 ppm N0, bal, He 78 75 250
B 0,5 ml 60 ppm NoO; bal. He - 78 110 230
¢ 0,5 ml 31 ppm N0, bal. He 6 14 254
D 0,5ml 12 ppm N0, bal, He - 75 73 240
E 0,5 ml 5,1 ppm N,0, bal. He - 76 71 228
F 0,5 ml 1,5 ppm. N,0, bal. He - 175 70 200

G 0,5 ml helio solamente (confrol) 11 74 - 78

[P RRTAPS SOV RS




10

15

20

25

30

resultados, Obsérvese el intenso efecto. durante el segun-

. Mezcla de inoculacidn ga.s pués delgas miento

B 0,5 ml 60 ppm N,0, bal, He - 200 © 6.600.000 33.000
¢ 0,5 ml 31 ppm N,0, bal.’ﬁe 500. 12,600,000 25,200
D 0,5 ul 2 ppm N0, bel, He 200 12,000.000 60,000
E 0,5 ml 5,1 ppm N,0, bal. He 200 900,000 4.500
F 0;5 ml 1,5 ppm Kz0, bal. He 100 720,000 7.20¢
G 0,5 ml helio solamente (con— ' '

resultados,.

- 16 -
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Le Pigura 9 es una representacién grifica de estos

do periodo de crecimiento de 24 horas.
EJEMPILO 6 °

Bl organismo Staphilococcus aureus (hemolitico) se.

giembra en agar extracto de glucosa tripticasa., las cuen-
tas en placa se registran antes de la dosificacidn con gas

y despuds de 48 horas, en la forma siguieﬁte:

CUERTAS EN PLACA
Antes del 48 h, des- Rengdi-

4 0,5 ml 75 ppm N,0, bal{rHe . 400 - 11.400.000 28,500

trol) 300 - 8.400 28
Los rendimientos se caloulan a partir de las cuen-
tas en placa después de 48 horas parajlas diversas muestras
esencialmente idénticas a las del Ejemplo 5,

La Figura 10 es una representacidén grafica de estos

EJEMPIO 7

El organismo Micrococcus albus se siembra en caldo

de soja tripticasa. E1 caldo se divide en porciones de 7 ml
y cada uné de éllas se introduce en tubos ibdividuales ade-
cuados bara lecturas tu:bidimétricas. Las lécturas se rea-
lizan durante un periodo de 48 horaé, de la forme siguien-

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

Columna 2 ~ 24 horas desﬁués de Ia inoculacidn; ¥

Columna 3 - A8 horas después de la inoculacidu. '

TURBIDIMETRO

théla:de inoculacidn - A 2 3

A 0,5 ml 75 ppu N,0, bal, He 80 80 99

B 0,5 ml 60 ppm NpO, bal. He ' Bi m 100
¢ 0,5ml 31 ppm N,0, bal. He 79 79 95

D 0,5 ml 12 ppm N0, bal, He 82 .80 93

E 0,5 ml 5,1 ppu NZO,.bal;:ﬁe 83 78 94 -

F 0,5 ml 1,5 ppm N0, bal. He 85 . 80 97

G 0,5 ml helio solamente (conf:oi) 83’:5 81 90

La Figura 11 es una represenﬁacién grafica de los
resultados. : '

EJEMPIO 8

Un cultivo de reserva de Staphilococcus aureus (he-

molftico, coagulasa positiva) se siembra en caldo de soja
tripticasa. En unos tubos individuales se pipetean unas por
ciones de 7 ml. Los tubos se tapan y se refrigeran durante

la noche para interrumpir el crecimiento. A continuacidn

se sacan los tubos del reffigerador y se aplican 0,5 ml de

mezelas de Oxidos de nitrdgeno en aire previamente purificy

do de composicidn sustancialmente atmosférica, E1 recuento

se realiza éntes_de gasificar y después de transcurridas

24 horas de acuerdo con el método de recuento deAplacas nor

mal U.S.P.H,, utilizendo ager extracto.de-glucosa tripticas
Tas muestras que llevan la misma letra de prefijo

proceden de la misua remesa de cultivo,

t

|y
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Cuentas en Cuentas en

' , placa ah- placa des- Rendi-
Mezela de inoculaciodn tes del gas puésdel gas miento
A-1 70,4 ppn N20 + 65 PPm
N02 (aire) 60/ml 6.600.000 110.000
C-1 70,4 ppm NZO + 65 ppm : ‘
, N02 (aire) 40/ml 2.100.000 52,500
A-2 40,6 ppm NZO + 40 ppm
h02 (aire) 40/ml. 4,200.000 105.000
C-2 40,6 ppm N,0 + 40 ppm '
NO, ‘(aire) 40/ml 3.300.000 82.500
A-3 32 ppm N0 + 21 ppm - - '
NO, (air€) - 60/ml ' 360,000  6.000
1B-3 32 ppm N,0 + 21 ppm , ) ’
%alre 80/ml " 740,000 9.250
¢-3 32 ppm NoQ + 21 ppa- . .
NO, (aire) - - 20/ml 6.200.000 310,000
A-4 7,5 ppm Wo0 + 10 ppm N - : ,
KO (aire 80/ml 210,000 2,625
B-4 7,5 .pm.N 0+ 10 ppm :
NO, (aire ' 40/ml 4,800,000 120,000
C-4 7,5 ppm §,0 + 10 ppm '
N0, (aire o - 40/ml 3.400,000  85.000
A-5 4,4 ppm K00 + 3,3 ppm )
- WO, (aire] - 40/m1. 5.400,000 135,000
B-5 4,4 ppm E,0 + 3,3 ppm : ,
NO, (aire - 40/ml 2.400,000 60.000
C-5 4,4 ppm X,0 + 3,3 ppm
NO, {aire 40/m1 3.300.000  82.500
lc-6 1/2 ml aire solamente .
(control) 40/ml 240.000 6.000

Ia Pigura 12 es una representacidn grafica Qe los

resultados, realizada en escala 1ogar1tmﬂca para cubrir la

amplia gems Qe resultados.

EJEKPLO 9

Se cultiva Staphilococcus aureus y se observan los

resultados en la forma, descrita en el

Ejemplo 8, a excep-

cion de que se aplica NO en helio, Las muestras que llevan
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la misma letra de'prefijo proceden de la misma remesa de

cultivo.

Cuentas en Cuentas en -

, placa an- placa des- Rendi~
Mezcla de inoculacion tes del gas puésdel gas miento i

A-1 ?5 ppm NO, bal. He ' 40/ml 3.000.000 75.000
B-1 75 ppm NO, bal. He 60/ml 420.000  7.000
¢-1 75 ppm NO, bal. He "40/ml 2.400.000 60.000
4-2 50 ppm NO, bal. He 60/m1 3,000,000 50.000
B-2 56 ppu NO, bal. He . 40/ml - 2,400,000 60.000
¢-2 5 ppm NO, bal, He - 20/ml  ~  370.000 18,500
A-3 25 ppu NO, bal. He  40/ml ;. 270.000 6.750
B-3 25 ppm NO, bal, He ~  40/ml - 130.000  3.250
¢-3 25 ppm NO, bal. He o 40/md 260,000 6.500

A-4 1/2 ml helio solamen~ S :
te (control) 40/ml 60.000 . 1.500

B-4 5/2'm1 helio solamen~ o -
te (control) 60/ml 110,000  1.833

La Figura 13 es una representacidn grifica de los

rendimientos resultantes.

La Figura 14 es un grafico del rendimiento en fun-

cidn de la cantidad rélativa de NO para las muestras de dos

remesas diferentes: la remesa A y la remesa C. Obsérvese el

aumento de rendimiento al aumentar la concentracidn.

BEJEMPLO 10

El organismo Streptococcus sp (alfa=hemolitico) se

siembra en un medio de tioglicolato especifico para Strepto-

coccus. Bl medio se divide en porciones de 7 ml y cada una

de ellas se pipetea en tubos estériles adecuados para lectu-

ras turbidimétricas. Se realiza un recuento antes y despugs

e



de gasificar de acuerdo con el nétodo de recuento en placa
normal'U.S.P.H.,.utilizéndo agaf'extréctg de glucosa tripti-
casa. Las lecturas se realizan a periodos de 22 y 26 horas,
de la forma siguiente:

lectura turbidimétrica antes de la inocu~
lacidn del gas;

Columns 1 infra

Columna 2 - lectura turbldlmetrlca 22 horas despues de
’ ' gasificar;
Columna 3 = lecturs turbidimétrica 26,horas después de
. gasificar; .
Columﬁa 4 ~ cuentas en placa antes de la 1nocula01on
' del gas;
Columna 5 - cuentas en pléca 22 horas después de ga-
B sificar; y
Columna 6 - cuentas én placa 26'horés:déspués de ga~
’ sificar. . :

Mezcla de ino Turbid{metro Cuentas en placa Rendi-

culacidn’ -1 2 3 4 5 - b miento

1A 0,5 ml 75 ppm ' ' : ' .

N0 + He 50 715 , 720 780.000 _ _ 1082
B 0,5 ml 75 ppin - o

N,0 + He 49 70 760 - 780.000 1025
¢ .0,5 ml 75 ppm - :

RO + He 50 T7. 780 810,000 7 1030
D 0,5 ml 75 ppn S ' .

'NO + He 51 75 760 . 660,000 869

E 0,5 ml 15 ppn : ‘
NOo, + He - 50 76 - 780 660.000 8417

1 F 0,5 m1 15 ppm : .
- NOp + He 52 72 840 760.000 . 939

G 0,5 ml hélio
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 N02+ : _
65 ppm NQO 52 78 660 . 1,080,000 1635

Y
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La Figura 15 es una representa01on graflca de las
turbldeces relativas observadas.

La Tigura 16 es wn graflco de los rendimientos ob-
sarvados en las cuentas en placa. Obsérvese que al cabo de
22 horas, la aplicacidn de 15 ppm de NO, todavia no presen-

ta ningun efecto.
BJEMPLO 11

El organismo Escherichia coli (un organismo gramr

ne gativo) se siembra en un medzo de peptona coloide y des-
pués se pipetea en unas por01ones de 7 ml en tubos esterl—
les adecuados para lecturas turbldlmetrlcas. Se realiza un
recuento antes y después de ga51flcar de acuerdo con el mé~
todo de recuento en placa normsl U.S.P.H., utlllzando agar-
extracto dg glucosa ﬁripticasa. Las iectgré;_ée realizan a

periodos de 22 y 26 horas, de la forms siguiente:

lectura turbidimétrice antes de la inocu-

Columna 1 infra . x
- lacion del gas;

Columna 2 - lectura turbidimétrica 22 horas despues
- de gasificar; ,
Columna 3 - lectura turbldimetrlca 26 horas después
de gasificar;
Columna 4 - cuentas en placa antes de 1a 1noculac10n
: del gas;
1 Columna 5 - - cuentas en placa 22 horas después de ga~
~gificar; y
“|-columna 6 ~ cuentas en placa 26 noras despues de ga-
51f1car.
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Mezcla de ino  Turbidimetro - -Cuenfas eh'placa Rendi

‘culacidn 1 2° 3 L 5 6 mientq
A 0,5 ml 75 ppm i '

NoO + He 46 60 780 770,000 988
B 0,5 ml 75 ppm :

NoO + He 49 66 760 480,000 633
¢ 0,5 nl 75 ppm ’

NO + He 48 66 780 690,000 885
D 0,5 mul 75 ppm .

NG + He 50 68 . 1080 660,000 612
E 0,5 ml 15 ppm |

NOQ;f He 51 715 960 280.000 292
P 0,5 ml 15 ppm ) ' :

NO5 + He 49 70 840 v 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 . 60 880 370.000 420
I 70,4 ppm NO : - )

: 5 0 68 960 480.000. 500

+ 65 ppn Ny

Ia Figara 17 es.una representacidn gréfica de las
turbideces relativas observadas,

Ia Figura 18 es un grafico de los rendimientos obte-
nidos por cuentas en placaf

| EJEMPLO 12

El organismo Neisseria (un organismo gram-positivo)
se siembra en un medio de tioglicolato y despuds se‘pip tean
unas porciones de 7 ml en tubos estériles adecuados para léc
turas turbidimétricas. Se realiza un recuento antes y des-
pués 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 realizan a periodos de 22 y 26

horas, de la forma siguiente:

[}
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Columna 1 infra

Columna 2

Columna 3

Columna 4
Columna 5

Columnz 6

?
v

~23 -
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lectura turbldlmetrlca antes de lz inocu-~

. lacidn del gas;

lectura turbldlmetrlca 22 horas después
de gasificar;

lectura turbidimétrica 26 horas después
de gasificar-

cuentas en placa antes de la 1noculaclon
del gas;

cuentas en ﬁlaca 22 horas despuds de ga-
sificar; ¥y

cuentas en placa 26 horas después de gesi

ficar.

B e ran L e L b ha

S
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Mezele de inoculacidn

0,5 m1 75 ppm N,0 + He
0,5 ml 75 ppm N,0 + He
0,5 ml1 75 ppm RO + Hé
0,5 ml 75 ppm NO + He
0,5 ml 15 ppm NO, + He
0,5 ml 15 ppm NOp + He

0,5 ml helio solamente
( control)

0,5 ml helio solamente
(control)

70,4 ppm NO, + 65 ppm Np0

i

415410

Turbidimetre

.

51
52
51
53

59
52

55

56
55

=

200

230

222

212

=

21¢

23¢

22t

21
22



e .

Turbidimetro

i

2

3

51
52
51
53

59 .

52

55

56
55

200

230

222

212

212

234

228

214

226

éijlfs_l§'1 i) . v—24 -

T 5

760 126,000,000

840 | 114.000.000
760 108.,000.000 :

760 | | 138.000.000
800 - : 120.000.000 .

760 i 120,000,000
720 % 84.000.000

880 | 960003000
760

mrp po s 2

Cuentas en placa

166.000
135.800
142.000
181.500
150.000
157.900

116.800

108.900
150,000
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Ia Figura 19 es una representacién grdafica de las

turbideces relativas observadas.

La FiguraVZO,és un gréfico de los rendimlentos cal-

culados por cuentas en placa.
' BIEMPIO 13

El organismo Listeria se siembra en un medio de tio-
gliéolato y después se pipetea en unas porciones de 7 ml
en tubos estériles adecuados para’lecturas'turbidimétricés.
El ctltivo se realiza en condiciones anaerobias. Se realiza
un recuento-antes y despuds de gasificar, de acuerdo con el
método de recuento en placa normal U.S;P.H.,'utiliéando
agar exfracto de glucosa tripticasa., Las lecturas se reali-
zan a periodos de 22 y 26 ﬁoras, de. la forma siguiente:

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

Columna 2 .- lectura turbidimétrica 22 boras despues
. . de gasificar;
Columna 3 - lectura turbidimétrica 26 horas después
de gasmfloar' .
Columna 4 '~ cuentes en placa antes de la inoculacidn
- del gas;
Columna 5 - cuentas en placa 22 horas después de ga-—
sificar- y
Columna 6 - - -cuentas en-placa 26 horas despues de ga~
C sificar,
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Mezcla de inoculacidn

0,5 ml 75 ppn N20 + He
0,5 ml 75 ppm N0
0,5 m1 75 ppm NO

A

B He
c

D 0,5 ml 75 ppm NO

E

F

G

He

+

+

He

o4

0,5 ml 15 ppm NO, + He
He

o+

0,5 ml 15 ppm NO,

0,5 ml helio solamente
(control)

H 0,5 ml helio solamente
(control)

I 70,4 ppm NOo + 65 ppm N0

Turbidime tro

1

2

3

60
62
62
65
65
66

65

67
68

160

150

146

132

166

155

153

152

160

La Figura 21 es una representa

La Figura 22 es up grifico de




415410 41541

Turbidime tro %Cuentas en placa ' Rendimigito_'
T 2 3 | I 5 — 5

60 160 540 11.000.000 , 21.100
62 166 720 . 12.600,000 17.500
62 150 600 12.600.000 . 21,000
65 155 540 14,800,000 27,400
65 146 720 10.,800.000 ‘ 15,000
66 153 540 E 19,600,000 36.250
65 .132 660 9.000.000 13.680
67 152 720 ‘ 11,400,000 15.830
50 68 160 600 13.200.000 30.350

| :
2 21 es una representacidn grifica de las turbideces relativas observadas.

a 22 es uh gréfico de los rendimientos :calculados por las cuentas en\placa;
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un medio Ifquido de Sabouraud, utilizando un alambre de pla-
tino muy pequefio insertado en el medio en posicidn inclina~

da. Bl medio es especialmente adechado para la deteccidn

.Sabourau¢ en tubos y se mezclé. (Este medio es excelente pat

' por el gas aplicado o por el tubo utilizado.

sembrado. Estos recuentos de pretratamiento fueron los si-

Recuento previo

#5410

El organismo Penicillium‘sp se siembra en 600 ml de

de mohos y levaduras contaminantes de los productos farma-
céuticos. | |

La obserfacién del crecimiento de Penicillium es estor-
bads ‘por la formacidn de. grumos o colonias. Sin embargo, ha
sidd posible la obtencidn dé resultados generalmente concory
dantes y dtiles mediante la dilucidn liberal del cultivo dui
rante 153 lecturas de las cuentas en placa por métodos por
1o demds normales. Para todos los recuentos, se depositd
1 ml del medio de cultivo en un disco Petri_estéril y des~

pués se vertieron sobre ¢l medio 9 ml de agar dextrose de

ra la propagacidén de mohos y levaduras). A continuacidn la
mezcla se diluyd hasta 1:100, Todos los recuentos en placa

se realizaron al azar con objeto de no estar influenciados

Tnicialmente se realizaron cinco recuentos en placa

de muestras seléccionadas al azar de los GOO.ml de medios

guiehtes: - )
Recuento previo Cuentas en placa 270

Recuento previo Cuentas en placa 240

Cuentas- en placa 300

e ¥ e s R

Recuento previo Cuentas en placa 270

Recuento previo 5 _ Cuentas en placa 240
|

Esto da un promedio de 264/ul, que puedé ger consi-
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derado el estado 1n1c1a1 o de partlda.

Se sembraron aseptlcamente cada uno de 36 tubos de
ensayo con 6 ml deilos 600 ml de medio sembrado inicial.

Los tubos se cerraron herméticamente con tgpones de goma

- i V A\l - 0 ) 3
egtériles, Cuando mds adelante se indics tratamiento con

aire, el tratamiento se realiza con aire previamente puri-

ficado de composicidn sustancialmente atmosférica.
Los tubos se dividen en tres series, . Ay, By C, y se
numeran del 1 al 12, Cada uno de los tubos se trata de acuel

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

1 - 1/2 ml " 75 ppm N,0 bal. He
2 - 1/2 ml 75 ppm No0 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 N02 bals He.
6~-1/2ml 65 ppm NO, bal, He 3
7- 1 ml 70,4 ppm NOp + 65 ppm N20 bal.
) Alre
8- 1 m 70,4 ppm no2 + 65 ppm No0 bal,
: : , Alre
9- 1 ml o
Aire {control) -
10 - 1 omb
: ~ Aire (control)
11 - 1/2 nl He (control)
1214 1/2 ml He (control)

Tas muestras son después volteadas durante los pe-
riodos indicados a continuacidn. Los resultados observados

gson los siguientes:
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Figura

A-8
A-9

A-10

A-11
A-12

Los resultados estdn ilustrados grificamente en la

23..

B-1

B-2

. B-3

B4

B-5
B-6
B-7
B-8
B-9

- B-10

B-11
B-12

GRUPO A ~ 70 HORAS

GRUPO B - 96 HORAS

Cuentas en placa

4600
4800 -
4800 .
5200
4800
4600
5600
6700
2100
2300
2100 -
2400

Cuentas en placa
5700
4300
3700
5900
5200
6100
4700
4800
2700
2600
‘2900
2700
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Los resultados esﬁan 11ustrados graflcamente en la

Figura 25. L .
- EJEMPIO 15

horas, de la forma siguiente:
culacidn del gas;

de gasificar;

Pigura 24.
| GRUPO C —~. 118 HORAS
. ' Cuentas en placa

-1 ‘ ' 6700
c-z- .- 6700
c-3 5200
c-4 4800
! 0-5 42007
-6 ) 6100
Cc-7 5600
C-8 5200
c-9 i 2900
c-10 ) . 2700
Cc-11 1900

VC—12 . 2200 -

Los resultados estan ilustrados graLlcamente en la

El organismo F. Mucor, un moho ae'lento creéimiento;
_se siembra en un med@o,i{quidp de Saﬁouraud y después se pif
petean unas‘borcionés de 7 ml en tuﬁds estériles‘adecuadosr
_para lecturas turbidimétricas. Se realiza un recuento antes
y después de gasificar, de acuerdo con el nétodo de recuen~
to‘en placa normal.U.S.P.H., utilizando agar dextrosa de

Sabouraud. Ias lecturas se realizan a periodos de 22 y 26

Columna 1 infra - lectura turbldlmetrlca antes de la lino=-

Columna 2 . '~ lechura turbidindtrica 22 horas despues

L2
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Columna 3 - lectura turbldlmetrlca 26 horas después
. de gasificar; .

| Columna 4 - cuentas en placa antes de la inoculacidn

del gas;
Columna 5 - cuentas en placa 22 horas despues de ga=-
' sificarj ¥y .
‘Columna 6 - - cuentas en placa 26 horas despues de ga-
: gificar.,
Mezcla, de 1n0 Purbidime tro Cuentas en placa Rendi-
’ culacidn 1T 2 3 4 5 6 miento
A 0,5 ®ml 75 ppm : 'le
. N20 + He 125 135 20 1560 78
B 0,5 ml 75 ppm : ) '
N50 + He ‘ 125 135 30 1220 40,7
¢ 0,5 ml 75 ppm | | ‘
- NO + He 125 135 : 20 960 48,5
D 0,5 ml 75 ppm | ‘ '
NO + He 124 137 - 40 o 1320 33
E 0,5 ml 15 ppm NOop ) .
* He 126 137 , 20 . 1200 - 60
O, 5 ml 15 ppm ~ ~ -
H02 2+ He . (muestra contaminada)

G 0,5 ml helio so= ° :
1amente(control) 126,130 40 960 24

,H 0,5 ml helio so=-

lamente(control) 126 132 20 - 800 40
I 70,4 ppm N02 + . _
65 ppm N0 128 . 140, 40 2200 55

Ta Figura 26 es una representacidn grafica de las

flcatlvo del crec1m1ento.
Ia PFigura 27 es un graflco de los rendimientos cal-
culades por cuentas en placa. Se incluye este grafico por-

que se disponen de los datos pertinentes, pero el organismo

'se reproduce tan lentamente que el rendimiento no puede ser

|

significativo.

turbideces relativas observadas, que indica un aumento signi.
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EJENMPLO 16

EL organismo Rhodotorula (una ievadura) se,siembra
en un medio liqﬁido de Saboursud. E1 medio se divide en
porciones de 7 ml y cada una de ellas se introduce en tu-
bos individuales adecuados paré lecturas turbidimétricas.
Las lecturas se realizan durante un periodo de730 horas, a
iantervalos, de la forma siguieﬁte: |

Columns 1 infra - antes de 1a inoculacidn del gas;

Columna 2 =~ = 20 horas despues de la 1nocu1aclon"j
Columna 37 - 30 horas-despues de 1g_inooulac1on.
" Turbidimetro
Mezcla de inoculscidn 7 2 3
A 0,5 ml 65 ppm NO, bal, He 78 192 72.18
B 0,5 ml 22 ppm NO, bal. He  ° 78 187 216
C 0,5 ml i5 ppm NO, bal. He 79 208 250
D 0,5 ml 9 ppm NO, bal. He T4 218 230
E 0,5 ul4,9 ppn NOp bal. He 77 175 200
P 0,5 ml 0,9 ppm NO, bal, He 78 173 200

& 0,5 ml helio solamente (6on-
trol) , - 18 174 195

_ "La Figura 28 es una represen%aéién gréafica de estos
resultados al final del periodo de 30 horas..
- EJEMPLO 17

El organismo Staphilococcus agureus (hgmolifico, coa-~

gulasa positiva) se siembra en caldo de soja tripticasa di-

1ufdo. E1l caldo dilufdo se utiliza para mantener en un valo!

bajo las cuentas originales en.placa. E1 caldo se separa-
en porciones de 6 ml y cada una de ellas se introduce en
48 tubos adecuados para lecturas turbidimétricas, Al mismo

iiempo se coloca 1 ml del caldo en cada uno de 48 discos

I Petri para el recuento en placa antes de la aplicacidn del

9
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Para 1os-recuenﬁ03 en pléca se utiliza extracto de

>g1ueosa tripticasa. Se tratan 24 muestras con 15 ppm de

NO, gaseoso y otras 24 se tratan como controles. Losg- controq

‘les se ponen en contacto con 0,5 ml de helio. Las muestras

ge ponen en contacto con gl NO2 en helio para llevar el gas
aplicado a 0,5 ml.
En. los datos siguientes; las muestras de.conirol se

designan por nimeros pares, Los nimerds impares representan

las muestras tratadas con Ndz. 7

Cuentas ini Cuentas finales
Muestra ciales en “en Rendi-
ne . plscsa - Tiempo placa miento
1 600 1 hora o 1.080 - 1,64
2 660 1 hora . . 996 1,45
3 o 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
K 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 5 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 T horas 400.000 T41
15 720 8 horas - 560.000 778
16 600 8 horas’ 420,000 700
17 69Q , 9 Loras 540.0QO 784
18 720 9 horas 680,000 944
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Cuentas ini

Cuentas finaie s

Muestra ciales en ‘en _

- n? placa Tiempo placa Rendimiento
19 480 10 horas 540,000 1125
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 C2.455
28 840 14 horas 2.600.000 3.098
29 660 15 horas  1.800,000 - 2.730
30 « 780 15 horas 2.400.000. 3,070
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 162,000,000 216.500
41 . 180 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 .
T OOl e o it
48 720 24 noras 5000 a 6000 millones)




10

15

- 20

25

_nes del apéndice.

—debera recaer sobre las 31gu1entes-

y después separar dicho producto de dicho medio.

7

Ia Pigura 29 es un grafico-de este estudio de tiem=
pos. Obsérvese Que el ﬁrimer aumento sustancial sobre el
control se produce al cabo de unas 24 horas y el aumento

es muy grande. .

De lo que antecede resultard evidente que esta inven
cidon tiene una amplia aplicacidn a di&ersos productos y or-
ganismoé y probablemente a otros dxidos gaseosoé distintos
de 1os ensa&ados especificamente, incluidos.N203, N>04 ¥
N205'y que las rea112301ones descritas, aunque significati-
vas por si mismas, no deben ser consideradas como 1imite
del'alcaﬁce de la patente sino que la proteccién.debe estar

definida segin la ley teniendo en cuenta ‘las reivindicacio-

-

En _resumen, la Patente Ge Invencidn gue se solicita

REIVINDICACIONES .-

1. Un procedimiento para obtener un productb forma-~
dp por el crecimiento de-microorganismqs en un medio de
cultivo que conﬁiene”dichos mibroorganismos, cuyo procedi-
miento comprende las etapas de poner en contacto dicho
medio con un material selecc1onado entre el grupo formado

por 6x1dos de nltrégeno gaseoeos ¥ mezclas de los mismos

2. Un procedimiento segin la'Reivindicacién 1, en
el que dicho material comprende un éxido de nitrégeno.

3. Un procedimiento'ségﬁn la Reivindicacidén 2, en
-el que dicho material comprende NOZ‘

4, TUn procedimiento segin la.Reivindicacién 2,
en el que dlChO .material comprende N2

5 Un procedimiento seglin la Reivindicacién 2,
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-en el que dicho material comprende NO.

6. Un procedimiento segin la Reivindicacibn 1,

.en el que dicho material comprende uns mezcla de 6xidos

de nitrégeno.

7. Un procedimiento segin la Reivindicacién 6,
en el'que dicho material es una mezcla de N02 y N2O.
8. Un procedimiento segfn la Reivindicacién 1,

en el que dichos micarganismos son bacterias.

-2
s

9. Un procedimiento segln la Reivindicacién 8,

_en el que dicho material cdmprende un 6xido de nitrégeno.

10. Un procedimiento segln la reivindicacién 8,
en el qﬁé dicho material comprende una mezcla de -6xidos
de nitrdégeno. | .

1. Un procedimiento segin la Reivindicacién 8,

en el que dichos microorganismos estén constituidos esen-

‘cialmente por Streptococcus.

12. Un procedimiento segfn la Reivindicacién 11,

en el'éue dicho material eé'NOE. '
13. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1i,

en el que dicho material es N50.

14, Un procedimiento segin la Reivindicacién 11,
en el que dicho material es NO. |

15. 'Un procedimiento segin la Reivindicacién 11,
en el que dicho ﬁaterial es_una,mezdla de N20 y N02.

16. Un procedimiento segin la Reivindicacién -8,

en el gue dichos microorganismos eéstén constituidos esen-

" cialmente por Paracolon.

17. Un procedimiento segin la Reivindicacién 16,
en el que dicho material es NO,. -

(4

18. Un procedimiento segin la Reivindicgcién 8
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en el que dlchos mlcroorganlsmos ‘estén constituidos esen-

cialmente por Staphilococcus aureus (hemolitico).

19. Un procedimiento segiin la Reivindicacién 18,
en el que dicho material es NO,.
20, Un proceéimiénto segin la Reivindicacidn 18,
en el que dicho material es N20. '
21, Un procedimiento segin la Reivindicacién 18,
en el que dicho material es NO. T, '
7 22, Un procedimiento segin la Reivindicacién 18,
en el que dicho material es una mezcla de N20 y N02.
"' 23. Un procedimiento segfn la Reivindicacién 8,
en el que dichos microorganismos gstén_cohstituidos esen-

clalmente por Micrococcus albus.

243 Un procedlmlento segin la Re1v1nd1ca016n 23,
en el que dlchO mater1a1 es N,0. '
25. Un procedimiento segln lsa Re1v1nd1ca016n 8,

en el que dichos microorganismos estén constituidos esen-

cialmente por Escherichia coli.

26. -Un procedimiento segin la Reivindicacién 25,
en el que dicho material es N02. '
27. Un procedimiento segin la Reivindicacién 25,

en el que dicho material es N,0.

28, Un procedimientd segin la Reivindicacién 25,

en el que dicho mberial es NO.
29. Un procedimiento segin la Reivindicacién 25,
en el que dicho material es una mezcla de NEO ¥y NOE.-
30, Un procedimiento segin la Reivindicacién 8,

en el que dichos microorganismos estén constituidos esen-

_/9ialmenﬁe por Neisseria.

%31. Un procedimiento segin la Reivindicacién 30,
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en el que dicho materisl es NéO.

_cialmente por listeria.

en el que dicho material es NO2-. .

32, Un procedimiento segin la Reivindicacidén 30,
35. TUn procedimiento segiin la Reivindicacidén 30,
en el que dicho material es Nb. o
" 34, TUn procedimiento segin la Reivindicacidn 30,
en el gque dicho material es una mezcla de NQO y N02.
5. Un procedimiento segin la Reivindicacién 8,

-2

en ol que dichos microorganismos estén constituidos esen-
36, Un procedimiento segin la Reivindicacién 35,
en el que dicho material eé NO,. - '
37. Un procedimiento segin la Reivindicacién 35,
en el que “dichq material es N,0. B
%8. Un procedimiento 'segﬁni]:a -;Zei§indicacién 35,
en el qué' dicho material es NO. o
39. Un procedimiento segln la Rei.vindicacién'BB,
en el que dicho material es. una mezcla de N20 y NOZ'
40, TUn procedimiento segin la Reivindicacién 1,
en el que"dichOS microorganiémos son mohos.
41, Un proce:dimiento segin la Reivindicacidn 40,
en el que.dicho material comprende un 6xido de nitrégeno.
42, Un procédimiento segin la Reivindicacién 40,
en el que dicho material comprende una mezcla der 6xidos
de nitrégeno. . 7 | .
43 Tn procédimiento segfin la Reivindicacién 40,
en el que dichos microorganismos estén constituidos esen-
cialmente por Penicillium.
44,. Un p'rocedilmientq segln la Reiindicacién 43,

en el qﬁe dicho mat'grial es 1'102—.
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45, Un procedimiento segin'la Reivindicacién 43,
en el que dicho hateriai es N20;
| 46. Un prbcedimiento'segﬁn la Reivindicacibn 43,
en el gue dicho material es NO.

47, Un procedimiénto segin la Reivindicacién 43,
en el gque dicho material es una mezcla de NO2 y N20.

48, Un pfocedimiento segin la Reivindicacién 40,
en el que dichos microorganisﬁos estdn constituidos esen-
cialmente por F. Mucor. _

49, Un procedimientdrsegﬁn la Reivindicacidn 48,
“en el qne'didho material es NO,.

50. Un procedimiento seglin la Reivindicacién 48,
en el gue dicho matérial es NZO'

51, Un procedimienfo segin la Rei&indicacién 48,
en el gue aicho ma%erial es NO.

52. Uh procedimiento segin la Reivindicacibn 48,
en el ge dicho material es una mezcla de N2O ¥y NO2.

53. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,
en el que dichos microorganismos son levaduras,

54, Un prodedimignto segin la Reivindicacién 53,
en el gue dicho material comprende un 6xido de nitrégeno.

55. Un procedimiento segin la Reivindicacibn 53,
en el que dichos microorganiémos estén congtituidos esen--
cialﬁente por Rhodotorula.

56. Un procedimiento segin la Reivindicacién 55,
en el qué dicho material es NOE'

57. Se reivindica por ﬁitimo como objeto que ha
de recaer la Patente de Invencién que se solicita UN PROCE~
| DIMIENTO PARA OBTENER: UN FRODUCTC FORMADO POR EL CRECIMIENT
DE MIGROOﬁGANISMOS'EN UN MEDIO DE CULTIVO QUE CONTIENE DICH(

=

I
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MICROORGANISMOS.

415410 2
Todo conforme queda descrito y reivindicado en la

. presente Memoria descriptiva que consta de cuarenta péginas

mecanografiadas y dibujos adjuntos.

Madrid, 30 de Mayo de 1.973

BERNARDO UNGRIA
) op . ’
V4
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