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solicitada en Ruopaiia a favor de Irs lMernando uagquero Kochie
lea y Cariop Asensio uretonsu, de naclonulidad espatiola do
wiciliados en fadrid, Ardemans, 64 y Capitdn siaya, 34 res-
pectivamente, por "srocedimiento do obtencidn de pustan~

clas fmhivddoras del crecimianto bacteriend'y = = « = « «

HELOSTA ___ DESCRIPEIVA

ia presente invencidn, conforme imdica su enuncia~-
do, se refiere a un procediriento de obtencidn de sustun-
cias inhibidoras del crecimioato bactsriano, que en la prg

sente memoria se denominan con la expresidn “microcinagy,.-

Lve na encontrado que la flora dol tracto intesti-
nal numano sufre unas occilaciones recurrentes cuali y -
cuantitativas, de cardeter uormal o patoldgico, gue se cu~
racverisan yor wu rapidez y espocificidad bLioldgica. ¥Fu-
tos cambios poblacionales son particulayzente dcuswios en
los recien nacidos y aidos pequefivs, en los que dicho fe

ndueno e ha estudiale prineipalmente en las bacuerias a0ro,



5e

1n,

15.

“De

bias facultativas, mds espocificamente en las Tuterobac—

toridesas, - = = - - - .-, - - . .- .- --

se ha invoeado hasia el presente vardios tipos de
faotores que podrian eatar implicudos en los citados deu-
plazapientos vacterianos, pere se acepia de aecho que nin
auno de ellos, de forma aiulada o couverpente con otron,
puaden dar cusnta da lac caracterfoticas del proceso, par
tieularpents de su alta especificidad, que peruite, poy -
ejemplo, una rdpida vuceoidn ecoldiica do variuntos my -
similarco de una miuma especie baeteriana. Ta ocaviones
80 ha protendido quo las coliecinas, en el caso do las Tne
torobacterideceas, podriun wer los principales factores ag
tugonizanies espacificos de tales desplazamientos. Tusa
pretensidn, sin embargo, 1o ka podido demostrarce de forw

Dada la importancia del problenma y ante las posi~
bles implicaciones torapéutiocns que podfan derivarse del
eastudio del mimmw, a los efactos de la invencidn oo ha -
iniciado wa exploracidn sivtendtica de posibles efecto-
rog antagonizantea entre la flora integtinal infantil, -
wliilizando organiomos aislados dol contenido faecul do ni-
fos lactantes. UDicka Ldsqueds se ha polarizado intencio-
nadamente sobre pouibles agoantes de .ajo peoso tnlaculay -
para elininar otroo compusstos ya concocidos que poseen =
una intensa actividad antibidtvicn como las Jacteriocinas
(p.sj. viridinas) y, oupnecinlmente, luy Colieinas cuya -
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utilizacidn en verapdustica ve ha demostrado inaficasz. Awm
bas geriea de compuestos poscen un elevado peso mleqy-
lar miontras que la sustancia obtenida seglu la mveﬁcién,
denominada en lo sucesivo “icrocinag™ se euracterigs, en-
tre otras propiedades, por posesr uoa elevada getividai -
antinicrobiana y un bajo peso molecular gue taato on la -
"iicrocina 15" como ¢n otrau dicroecinas estudiadas, es in

iingta el presente 6 aa hecho una prospeccidn y es
tudio sobre aproximadaments 400 mlocvoorganiscos aislados -
de lag heces de nifios lacvantas, que uns vegz identificados
a nivel de especie, fusron snsayados como productores po-
tenciales de antibidticoe activos soiwre varias especies de
Yacherichia coli (capas K 12); cepa o (CT¥ 191); cepa He
beod (CECL 405), copa ¥ (CRCE 99). (CBCS = Coleceidn kspa—
fiola de Cultivos tipo (511lb80))e = = = c = = = «w = = =

Para ello se procedid sistemiticamente de la pi-

a) Lus copus & ensayar se inocularon en forma de
*totones” soure una pelicula de celofin adheri
da sobre la superficie de placus de agar, en -
ias que se habim sembraje previamente cada una

de las capan indicadores moncionadas. = = = -

b) sichas placas contenian un msdfo minimo (gluco

ca al 0,2/ y sales ninerales). = = = = = « =
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e) $8lo se consideraron como cepas potencialren=
te productoras aguellas que provocaron un cla
ro halo de inhibieidn pobre sl crociuiento de
las cepas indicudoras, con un Jifwetro neta-

nante payor que el corronopondiente a los “"bo-

tonGB". M A e e e WA S W s el B M e G G B e e G

Con este tipo de ensayo, se elimind vistooltica~
mante la poaible inkibiotdn dobida a colieinas y otrss bag
toriocinas que como hemos diclw anteriormente son de olo-
vado peso molecular (mayor de 40,000} y por tanto gon ze-
tonidas por el eeloffn. iambidn se olimind de forma sen~
gible la interferoncia de posibles elfectorss do inhibi-
eidn insspoeificos (ocanmbios de pi, competencis nutricio-:
nal, ete.) ya que doips producen, si acaso halos de manor

%1l resultado de este estudio preliminar condujo a
la sorprendente conclusidn de que alrededor del 154 de =

las copas enpayadas eran notamento pooiltivas, = « « « - -

ins copss nds actives fueron sutoiguientemente -
ereaidas on medios 1iquidos, tambidn on medio ninimo. Los
sobrenadantes de estos ecultivos que mostraban tacbidn an-
tiblosis positiva, Puoron concentrados a vacfo hasta 1/20
del volumen original, y lusgo tratados con 5 vol. de meta
nol. Con este procedimiento oo consiguieron, en la genag=-
ralidad de los cazos, preparaciones de gran potencia anti
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bidtica y exentas de la mayor parts de ley uules y maoro-
woléoulae (deidow nucleicos, proveinas, polisacdridog, -
gte.) del Gobronzdanta original, = = = = = - = = = w - -

Corr las prepuraciones anterdores conceniradas de
nuevo a preeids reducida hasta wa 1/500 del voluuwsn origd
nal y purcislmente purificadas segin ce ha desorito, so -
procedid & wia caracterizacidn prelimiar de iu “idorocina
15 emploande varios parduetros fisico-gulisicos y ensimo-
18gicon (ospecificidad de accidn). sa iabla I que viens
s continuaeidn resurs los reoultados obienidos con la "L

omcmlg“. W AL ey NB e W A @S AR MR WS Wy S GR e Ep A S A e A

P N

AP SR

"BICRGCINA 15" (concentrade del calde al 1/3500)
Propiedates

Yos0 ROleoUlar sseesscecvasscscese SO0
sermorresistoncia (08 C - 30 min)Resiste
Lkotencidn por carvdn R0%ivo «eseee HO 5@ retians
ficatetenein o pil 1 (Qurante 3 L.) Nesictente
Nesistencia z m! 12 {(durante 3 h.) Leaistonte
feoistencia a Fronass T .eecescess HOSiztente
nesistencia a Uubtilisina *®* ,.... nesisiente

x’tf&ﬁﬁow F0X ssevsecenssssnnens Bationina (10(.&{{/‘31)
{ apinndeddon, Luves y Yitominan)

g 3 uozss 10 ug/ml
2 3 hores 10 ug/ml
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Tl espectro antilidtico de la "Kicrocina 15* mos-
traia en la Tabla II es de tipo gendrico, o incluye la -
respuosta sobre unos vesen.d microorganismos pertonacien-
tes @ 13 génercs distinios, en su payords de la Lamilin
“nterotacterinceas. &l ensayp se realizd con 0,01 gl de
la preparacidn de microocina concentrada (1 x 500) y par-
cialmente purificada. ia concluzidn general es gue posee
un amplio sopectyo de acecidn, si bien muestra olerto grao-
do de especificidad entre lus oopacies filogondticamenve
mds prdximas a las capas productoras. = — = = = = w = -

DARL

ESPECIFICIDAL DF ANTISIOSIS DR LA “MIGROCLVA 15" SOURE Fli-

ISHOBACTERIAS ¥ OTROS MICROORGANISKOS.

kdoroorgantumos onsayaias  compibles
Tacuerichia 20 0
Proteus i1 il
Fntexvhacter 7 5
Kleboislla 3 3
Ssrratia 3 3
Yalwonella 3 2
Pssudomonas 3 3
Levinea 2 2
Shigella 2 2
Citrobaster 2 2
Acingtobacter 2 2
Streptococcus 2 ]
Staphylococcus 5 it
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Uns propiedad de sxtraordivario inverds, explora
da en esta cepa productora da la “Wicrocima 15" es el cg
réoter do trasmisibilided gendtica do la capacidad de pro

dueir este antibidiico, por via plasmfdics, a ovras cepas

Eagayade la aceidn antibidtica del oompuesto, so-
bre distintas especies deol zénero Candida que se menejo-
nan, a continuacidyu, los resultados obtounidos se indican

en 1a tabla Ille = = = = = v = v v o v« - - - .-

AL I1T

ACCION Al IUIOLICA OF LA “HICROCINA 157 JO8HE BIFEGRICDLS

EuPRCIBG IRy GRABKD CailiXiie

ke de

ensayos actividad
Candida alviocuns 6 0
Candida tropicaiis 5 G
Candidgs para krucei Z 0
Candida krusei 1 0

wo resultados obtenidos hucen suponsr que ol con
puesto gue denoninamos “licrocina 1%" carece de actividad
gobre las especies de dichn gdnero de levaduras, -« « = -

ia informaeidn obtenida hasta el presenie sugiere
a) Txisten muchas mds entidades anvividticus simi-

lares a la "ulerocinag 157 qus son distintuas en-
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tre of y tambidn distintas de las identifica-

dan haota ol presentige = « = « = o = w = - -

b) Bl mdtodo de seleccidn y procedimientos utili

zados en ol referido estudio, han demostrado

sar apropisdos para conseguir una oxploracidn

general de este tipo de sustanciag. = « = =« -

¢) Tl compussto antibidiico hastia ahora caractari

zado es diferente de los antibidticos conooi~-

dos, log cusles en conjunte pusdan agruparss -

en dos grandes grupos con caracteristicas cla-

rarpente diferenciadas disvintisas de las gque ~

tipifican el grupo del citado estudio, asf, -

los antibidticoo convencionales pueden englo='

barse ansg

A e W G M GE e N S NS e G b e e e ae b

1) los producidos por bLacterias micela~

i1)

dag, particularmente ictinonicetow,

y dentro de dstos mayormente por dig
tintus espscles de Streplonyces, Hou
de sutructuras quimicas wuy neteropd
naag, ¥y en general de amplio ewpec-—

tro de accidn antibidiied, - - - -

lot producidos per bacterias esporo-
génioas del género sacillus, tales -
coro la bacitracina, polimixina y ti
rotricine, %stdn constituidos por -
oligopdptidos cfclicos y no o excre



-ng-r

tan en los mwedios de cultivo. on taue

bidn en genersl de amplio ecpects de ac

0151'}. M M M G G e WP W G OB TR WR W we R A e

For el condurio, los antividticos abora identifica

5e dos, para log que se propone el nombre genérico de Hicroci-
nas counstituyen una sorie nueva do 1la que forma parte la de
noninada como "Hicrocine 15%. ¥stas dicrocinas son produci
dae par uns ceps de¢ Tscherichia coll denoninada en los sueg
sivo "B, coli 15" aislada dol contenido fecal del tracto in

10, ° teatingl de un nifio lactanta. n estos nigroorganismos ze
desconocia hasta ¢l presente la capaeidad de antibiogdnesis
(excepto la de producir colicina, que de hecho n» sc consi-
doran antibidticos en ol sentido convencional), lLas Licro-

cinas son excretadas al medio de cultive y actian de forma

15, relativamente especifica sobre especies de mioroorganismos
filogendticamente aiiues y posscen un bajo peeo molecular, -

myy inferior al de las Colicinag, = = » = w w o = w = o «

" A continuacidn se describe el proccdimieto de obten
cidn y purificacidn de Hierocinas, en un ejemplo en el que
20, se detalla la técuica seguide en la preparacidn de este com -

Zlemplo 1

los cultivos Ge la cepa “B. coli 15" se yealdzan en

medio minimo con glucowa" que contiene por litro: 50,4 (M),
25 2 @i “zum4 92,06 g3 iﬁ‘4m4 4,53 a; &304 ) ﬁ20 00,0005 g



ugsod 0,2 g ¥y Gluoosa 2 g« odo ajustado o P 7, con una
agitacidn de 200 rpn y a una tenperavura do 3780, = » = =

los cultivos se llavan a cabo sn natrages de 2 li-
tros en loo gus se coloca 1 1itro de medio de cultivo. Ca-
Se da matraz se inocula con 0,1 nml de preindoulo con una densf
dad dptica de 0,9 unidades de Absorbancia medida a 660um con
un espoctrofotdmetro "SPECIRONIC® on una cubeta conutituida
por un tubo de 1 om de difmetro. Cusndo 1os matraces asf -
inooulados aleanzan una densidad dptioa de 0,9 a 660 mm e
10, recogen loz cultivos y se reinen pars ou tratamianto posto-

uﬂr.—l:-*ﬁnnnumnﬁwq-undnwnu*dﬁn-

ios cultivos anteriorss se cantrifugun a 18060 g'du
rante 10 minutos, recogidndoss los sobvenadantes quo se prs

saninn 1inrg da DacteriaS. « w = o o« " .- ow .- " o- - -

15, El sobreandonte procedente de la eitgpa anterdor sa
concontra a vacfo a 45¢ C hasia un volumsn final 1/20 del
inlocial, oon lo gue nos gueda un volumen de 500 wl de una
solucddn de eolor anarillento y mmy ocargado de 5ales, = « -

Al concentrado anterior so le afiade metanol en la
20. proporeidn 511, So obtiens asf un precipitado calino pric-
ticavente inactivo que 5o elimina por centrifugacidn o filw
tracidn, obtenidniose una polucidn acuccometandlica prioti~
camente exonta de sales. Tata nolucidn se concentra g vaw
efo hastas oequadad, redisolviéndoss on 1,0 destilada hauta
25, un volumen equivalente a 1/500 el volumen del cultivo, con
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lo qus queda un volumen final de 20 ml con una actividad an
tividtica ds 2000 U. A/ml. e R

ios 20 ml 4o producto aotivo se filtran a través de
uns oembrans de Pellicon 2340 02510 o aquivalents utilizane
do una oflula de Amicdn de 10 ml con una presidn de nitrSge-
no de 4 Kg/ema, con Io cual se eliminan productos de un peso
wlecular superior a 1000, ¥l filtraso coutione el producto
activo y el rendimiento es pricticamenta cuantitative, habidn
dose comprobado su acoidn antibasteriama frente a cepas da -

E.colii{lg, --suuu--»--u-‘-.~----u-b-“-m

A 13 solucidn conteniendo al producto active obtoniw
do an la etapa materior we lo siade carbdn activo al S peso/
volumen. U8 agitan durente 15 minutos centrifugindose o £il
trdndose para eliminar el earbdn. Tl cedimento de carbdn se
reguspande en i1,0 y so olimina de nuevo el carbdn por centri
fugacidn 0 filtragidne ~w m e *r e e c e m c v v - - - -

Is solueidn que se obBens libre ya do carddn se conw
centra a vacfe a 20 ml, preseaténiose como una solucidn inecg
lora conteniends sl producto agtive. Tsia solucidu se ca-
licnta a 1099C duraste 30 minutos para inactivar impurosas -
tormogensibles sin pérdida de su activided sutimicrobiana.-

Fl procaso de purificaeidn se inicia a partir del -
conecentrado 5% veces, previamente tratade como BSe describe
agteriormente. Tate coneentrads ss ha analizado en cuanto

& 3u comtenido an aminodolios con ol siguisnte rasultado.— -
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ARALISIS I'% 10U AKINOACISOS CONTRNILOS PR Rl SORFVRALANTS

JFL DALDO DB QULTIVO DRL "F. COLY 15w,

(Ue emplean concentrados x $00 tratadon por carbén

aostivoe)
5. BE/L
ana I'-'.cct_ovoo'ooév 1'44
1BuCing cscencsscvcoccne 0,823
Is0lBuLIna seveveervsson OQVB
listioning l..i...lil’..ﬁ’ 4‘.),30
10. TEYOBANG sevevscessnves Q,QB !
Fenilalaning secesecvese 0,20

Iniicios dep Ulicina, Alanina, Ttamoleuwina, Lisina.

So propara uta colwme de vidris 40 x 4 om de a1
natro, rollena con Dowex 50Vi4 forma u", de 200 a 400 ma-~

Primeraments vesjuilibra 1 resina en forma ﬁ* po-
sdndose 1.500 ml de 014 zilimolar, ¥y a oontinuaoidn ce pa-
san los 20 ml de ls musstra, la cual previamente ha aido ~
puesta a pd con CIH concentrado. 3Je contimda pasande 1000

20, ml del mismo eluyente con qus fus equilibrads la colwuma y
ooguidamente 4 1a velocldad aproximsia de unas 12 sotas por
minuto 82 pasa H,0 destilada recogidndose fraceiones de 20
gle Lo actividad ontividuica se fija o la columa no sa-
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liendo con el primoy eluyente (ClH 1 m¥), pero of con el
i 0, comenzando a salir despuds de pasar 300 ml de dsta y
saliendo pricticamente en ou totalidad en los 250 ml mi-

Las fracciones activan se jumtan y se lleven a so-
guedad por liofilizacidn. Wn este primer paso ceo recusera
aproximadamente un 95 de 18 sotividad antibiStico. = ~ - -

So continds ia purificaeidn utilisando una columoa
do menores dimsnuioungu, 50 x 2,9 em cargadas con roesina o
wex 1 x 8 forma C1” utiliszando un voluwen de resing de 120
als La renina oe equilibra ea forma CL” con Cli WM. A coa
tinusoidn se pasa i ;0 bavts que el i dsl eluyente que sale
de la columna sea 5. Entoness se pasa por la columna al 1ig
filigado del paso anterior redisuelto en .0 y a pi 6. S8

La nuestra as{ tratada gqueds retenida en la columa,
comenzando a aluirse de la misma despuds do habor pasado 250
nl de 011 10 mé y rocuverdndose completamanto en los 100 ml

ﬂimientea. e G WA W S WR S R WD AW e R WR W W W DR R e we e e

Los 100 ml de sluyentes con actividad antibidtica no

coneantyan a 10 nl en vacio y a4 baja temperatur@e = « = - -

A continuacidn el concentrads se trata con Amberlita
Inp=58 forua (0H) utilizdndoss wna colwma 46 las mismas di-

mansiones que €1 el o250 Znterior. = = - m e e v e - - oo



Se

10,

15.

20.

25.

*M”

La recing se equilivra en la forma 05 madiants el
paso de 500 ml de NH,ON rii. Lespudn de habor pasado enta
ocantidad, se pasa la muenira {a uwuas 12 gotan poxr minubto ~
aproximadamente) que previazente ha sido puesta o 1 10 con
88,0H. Se continda pasando 530 ol de i, X0 mi. Fn eute
caso la getividad no 98 ratenida por la yesina salisndo con
los 500 ml ltimos. Fatos 500 ml en los cuales se encuenira
la asotividad so llovan a sequedsd por liofilizacidn, con lo

MB631MMelfm4ﬁrz. R e W BN WS SR am W WE e N e ew e o

A contirunesdn se prepara una eoluma de 70 X 3 om
eon 300 ml de Siliocsgel Merck dHpo 60, equilibrando con Hue
tanol~Acético~Agua en 13 proporeidn 12=3ief, « = = w « = =

ia mueatra del paso anterior licfilizada pe redisuel
ve en 10 ml de la mezels de Butanol~-icético-Agua 12-3-5. So
afiade ests solucidn de la muestra a la columna y se pasa a
continuncidn el eluyente (Butanol-Aoétioo-Agu@). recogiéndo
¢o fracoiones de 10 ml., De cada 5 f{raccionss se lleva una
& sequadad y una vez redisualta su agua se onsaya la activi~
dad antibidtica. Esta sals eatrs las fraocionas 60 y 79, o
gea, en 100 ul. Se refnan estas fracciones llevdndolas a -
sequedad por liofilizacidn obtenidndose un residuo aflido -~
que coatiens la substancia activa, denominada “Hicrocins 157
y ouye espectro antinmigrobiano se ha expuesto anteriormento.

Para ver el gralo de purificacién que se va obtenien
do por los distintos pasos, se realizan cromatogratias bidi-
mensionales ascendentes en caps fina con Silicagel H¥F,., uty
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lizendo como eluyentea: Sutanol-l2-Acético-3-igua-9 para -
la prizera y Btanol-75-Amonisco-2-Agua~25 para la segunda.-

£l residuo sdlido obtenido despuds del Ultimo paso
de purificacidn, presenta una sola mancha cromatogrifics -~
puestz de manifieato con los vapores de yodo y mediante la
luz ultravioleta (254 y 380 nm). Aeimismo, con ninhidrina
se pone de manifiesto la gusencia de asmhwfcides y/o compues
tos aminados primarics contaninantaS. « « = = = - = w w « -

Tata Gnica mancha eromatogridfica, eluida del 3ilica-
gel, presenta unu intensa actividad, designfndose la substan

eia activa con la denouminacidn de "iicrocina 157, =~ - - =

#étodo_semicuantitativo de valoraoidn del poder antibidtico

3e preparan placas de Petri de 10 cm de didnetro econ
teniendo upa capa base de wadio mfnims solidificaio con sl
17 /00 3e agar bacterioldgico y una eapa siembra de 3 ml del
mismo medio nutritive solidifiesdo con el 7°/co de agar y
sembrado con el germen de ensayo, 0,1 ml de un cultivo de =

12 horas de un Feohericihla coli ¢opa 405 = = = = = «w = = =

fa muestra a valorar se prepara realizando dilucio-
nes sucesivas 4 1/2 y con 20 ul de cada una do elias se car
gan disces de papel que =8 cdocan sobre la superficie de -
153 placas de Fotrie == v = c m mc v w o« v v - - - -

Pras 18 goras de incubgoidn, la apavieidn de aalos
de innibiecidn derd una idea agroxinada 42 la actividad del
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Producto G0 BNBAYD. = = o = = « @ - - .- - .- - -

Se edmiten por definicidn que la méxima Gilucidn -
que preseniy halo de inhibicidn apreciable contiens uns uni
dad arbitraria (U.A.) de metividad bioldgtea. Por tanto el
factor de dilucidn correapondiente a aoa mnsira expresard
sl n? de unidades arbitrarias por ml de solucidn probloma.-

Habiendo deacrito convanientemenie un ejeuwplo de ren
lizacidn de la invencidn, deve hacorse coustar que el mieno
tiene cardcter ilustrative y no limltativo y gue se podrén
introdueir suantas variantes de detalle la ogperisveia y la
prictica puedan aconse jar, sizsupre gue con ello no se desvir
tde la esencialidad de la presanie invencidn, que o9 la qua

g8 vesume y concreta on la SiZuionte, w = o = = e o = .- -

A log efenton consiguienten se dselaran do novedad
y propiedad para Eapafin, sus territorios y plazas de sobera-

ufa, 123 reivindienciones que Siguen. o « o = = = m = = « »
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BEIVINDICACIONSES

l.~ Procediwmiento de obiencidn de sustancias inhi-
bidoras del crecimiento tscteriano (microcinas), caracteri
zado porque se sfslan productos del metabolismo de nmicroor
ganisuo gran negativos, de peso molscular inferior a 1.000,
obtenidos medisnte el cultivo dn un wmedio mfnimo comutituf-

do por glucosa y sales minergleSe = = w = = « = = = = = -

2.~ Frocedimiento seglin la reivindicacidn 1, carae
terizado porque dichas sustaneias inhibidoras del crecimien
to bacterianc se aislan del caldo de cultivo al que son ex-
cretedas durante la fermentacidn y no a pariir de las célu-

3«= Procedimiento segin las reivindicacionss ante-
riores, caracterizado porque el caldo de cultivo se Piltra
o centrifuga para climinar las bacterias, ce concentra y se
trata con metanol, obieniénjose unza solucidn acuoso-metand=
liea qua se filtrs para oliminar las sustancias de poso mo-
lecular superior a 1000, se trata econ cerbdn activo que re-
tiene lae impurezas y se calienta para eliminar impurezas -
termosensibles, conservédndose la actividad de luy sustanocias

antibidticas wantenidas en la disolucifn. - = = = = = = =

4o~ Procedimiento segin la reivindicacidn 3, carac-
terizado porque la concentracidn del ecaldo de cultivo £il-
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trado y cantrifugado se hace a 1/20 de su volumon original.

.= Procedimiento segin la reivindicacidn 3, caractg
risado porque el tratamiento con metanol se reali.m con cin-

co vaees ol volumen (8 MetaNole = = = = = = - w v w - - -

6= Procedimiento segds la reivindicacidn 3, carac-
terigado porqus el filtrado de 1la solucifn acwoso-matandli-
03 Se realiza con una membrana Pellicon PEAC D2510 o de si-

Te= Procedimiente sagln la reivindicaeidn 3, osvace
terizado porque el tratamionto con carbdn activo ss realiza

con carbdn activo entre X ¥y 107 9/We = = = = =« = = w - <

B.~ Procedimiento negdn la reivindicacidn 3, caran-
terizado porque vl calentamiento para eliminar impurezas ter
mzenaibles ge ejecuta g 10020 durante 30 minuloS, = = = -

Go= "PROCTEDILIENIO LR QB ERCION O SUSITANCIAS INiI-~

BICORAS DEL CRECIZITHI0 BACITRIAROY: w w o = v = =« w .-

lodo ello conforms se describe y reivindica en la
preassnto momoria gue consia de disciocho Lo jaw, foliadas y

wacanografisdas por una sola de sus caras.

o |



	Bibliographic data
	Description
	Claims



