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INTRODUCCION

El objeto de este trabajo es demostrar que se puede encontrar y desarrollar
diferentes formulaciones de medios de cultivo para Hevar a cabo una fermen-
tacion, Ademds del enfoque gue tiene, que es principalmente préctico, es de-
cir, mas que bases altamente técnicas, se trata de sequir caminos por el méto-
do de "“Prueba y Error”

Partiendo de que se dispone de una gran variedad de materias primas
ricas en Carbono, Nitrdgeno o bien Vitaminas, se pueden intentar combina-
ciones con el nimero de componentes que se quiera. En la actualidad se
tienen formulaciones optimizadas (1), (2}, (3), (4}, para microorganismos
especificos que se pueden obtener facilmente en el mercado.

En el presente trabajo primero se hace mencién de lo que es un medio
de cultivo, de sus constituyentes y en que forma intervienen, y ademads ai-
gunos criterios para prepararlos, Enseglida se habla de su inoculacion, algu-
nos pardametros tmportantes que son necesarios controlar. Posterjormente
se tratan las técnicas conocidas para determinar el antibidtico, generalida-
des sobre la espectroscopia, téenicas aplicédas para cuantificar los antibio-
ticos y técnica aplicada para el presente antibiotico.

En si, lo gque se gquiere es proponer cualyuier otra y estudiar el compor-
tamiento de slgdn microorganismo en la misna.
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GENERALIDADES

El tipo de fermentacion que nos ocupa es del tipo no alcohdlica a nivel de
laboratorio, donde trabajando a esta escala, hoy en dia, es muy comdn en-
contrar excelentes medios de cultive ya preparados (1), (2), (3); para aislar
un microoiganismo o procurar su crecimiento en tubos de cultivo, el alto
costo de estos medios queda mas que compensado por la reproducibilidad
v fécil uso de los mismos. Sin embargo, cuando las fermentaciones son lie-
vadas a cabo a nivel industrial, el querer usar los medios de cultivo antes
mencionados, resulta antiecondmico. Consecuentemente, cuando se re-
quieren grandes cantidades de medio de cultivo, es necesario encontrar
alternativas a las fuentes nutrientes de que se disponen, obviamente tales
materiales serdn mucho mas baratos pero no seran tan puros u homoge-
neizables como los de! laboratorio (5).

La inflacion, recesion y barreras comerciales, problemas de crédito
o efectivos, originan una serie de dificultades para las compafifas produc-
toras. Una compafiia de fermentacior debe trabajar intensamente en la
optimizacién de sus costos v economia de sus substratos.

Siempre hay presiones para encantrar un substrato mas barato o mgjor,
pero, ¢Qué significa mds barato? El nuevo-substrato o materia prima pue-
de presentar problemas de almacenamiento, puede ser dificil su esteriliza-
cién, 0 puede fener alguna wvariscidon no deseada en su composicion. Y,
{Qué significa mejor? El gue incremente la productividad no es suficiente
argumento para ser usado, {Tendrd el substrato algin residiio que causard
preblemas después de terminurio el proceso de fermentacion? La formula-
cion y desarrollo de medios de cultivo es una de las etapas mas imporian-
tes en los programas de fermentacion; en esencia, se trata de encontrar y
optimizar los paramoetros metabolicos del microorganismo en estudio, pero
va que los conocim:entos actualmente pueden ser muy fimrtados, segiin ¢l
microorganismo de yue se traie, el desarrollo de la optimizacidon de esus
pardmetros, se hace con bases ad hog; aunqgue los principios o teorias yue
constantemente aparecen pueden incorporarse a [os trabajos paralelamen-

te.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Medios de Cultivo.- Como consecuencia de ésta revision, se debe estar con-
ciente de que gran cantidad de informacion acerca de los medios de cultivo
o substratos por considerar, sus formulaciones y combinaciones sen guarda-
das celosamente por las compaiilas como secretos; lo publicado es una pobre
referencia para citarse. Una lectura a Ia literatura refuerza este punto de vista
asi como las muchas referencias o patentes que normalmente son de U.S.A.
o +le Europa Occidental. Quizas, si bien, esto refleja la nueva forma de pen-
sar, la cual viene de aquellos paises donde Jos conceptos de tiempo-honora-
rios, pueden ser un desafio y que cualquier innovacion {o descubrimiento)
se pruebe experimentalmente con rapidez. Sin embargo, una serie de pasos
generales y por demds obvios, pueden ser Hlevados a cabo para abtener un me-
dio adecuado (5},

Disponibilidad de un Medio de Cultivo.- Un substrato debe estar disponible
el mavyor tiempo posible en el afio. Los productos que se cosechan por tem-
porada de los cuales, los praductos de’desecho son frecuentemente usados,
no se recomienda si la época de cosecha o abundancia es corta y 1os materia-
les para ser usados estdn sujetos a contamingciones y pudieran hecharse a per-
der. Asi, las tndustrias deben tener un subsirato el cual sea realmente esta-
hle vy pueda ser almacenado sin problemas por un tiempo razonable, de sets
a nueve meses st se hace necesario. Sin embargo, alqunos procesos de fermen-
tacion estan concebidos como dependientes de otras industrias y la fermen-
tacion no es por o tanto un mmedio de exentatse de dificultades, el producio
de la fermentacitn es generalmiente una levaudra de gracks alimenticio o un
microhongo {6}. Muchos de essos productos de deshecho pueden ser usasios
de una manera mas productivd, pero su variabilidad en composicion y la dis-
punibilidad incierta hacen sus usus en otros procesos fermentativos en cierto
modo problematicos.

Fermentabilidad de un Cultivo.- El substrato debe ser fermentable, pero
el proceso puede ser cambiado para acomodarse a un nuevo substrato, Por
ejemplo, la venida de hidrocarburos baratos en [os afios de laos 1960° s llevé
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a muchas compafifas a cambiar a estos tipos de substratos. La produccion
de Acido Citrico es un ejemplo obvio de esto. El microorganismo tradicional,
Aspergillus Niger, no puede crecer en presencia de alcanos pero una variedad
de levaduras pueden hacerlo y algunas acumulan dcido citrico lo bastante
para procesos industriales como para ser usada (7). La aparente no fermenta-
bilidad es por io tanto no necesariamente una restriccion, si los microorga-
nismos alternativamente pueden ser encontrados,

Factores de Costo de un Substrato.- El precio de un substrato es ¢ritico. La
cantidad de carbon disponible, sin embargo, debe ser tomada en considera-
cidn y estas diferencias estar de acuerdo con el substrato que se estd usando,
La Tabla | enlista 10s contenidos relativos de carbon de un ndmero de substra-
10s y se puede observar gue si el cambio de un substrato no esta restringido
v la productividad no cambia apreciablemente, el costo de un carbohidrato,
por ejemplo: 0.10 Délares por libra o sea 200.00 Dolares por Tonelada Corta,
puede ser reemplazado por algin alcano a 400.00 Dolares por Tonelads; si el
crecimiento promedio del microorganismo es el doble con el alcano que
con el carbohidrato. Otros factores tienen que ser tomados en consideracion
antes de que el cambio propuesto sea aceptado, &l incremento en la airea-
cién y/é grado de agitacion puede ser necesario con el substrato reducido y
ese incremento debe ser confrontado con el ahorro en el cambio del substra-
to.

Los costos de transporte deben ser considerados, ellos pueden llegar a
ser significativamente caros y entonces practicamente prohibitivos, si por
ejemplo algin material de desecho se puede usar contiene mucha agua y cau-
sa problemas de estabilidad al removerlos de su lugar de produccidn, Un subs-
trato puede ser mas atractivo para usarse gue Oiro simplemente, porque este
cause menos problemas a los equipos de fermentacion antes y después del
proceso. Un substrato gque es consumido enteramente es preferido a aguel
que lo es sdlo parcialmente, asi como también aquél que cause menos proble-
mas en fos procesos posteriorss al de fermentacion Uno de los problemas
principales que conciernen a todas las industrias de fermentacion es el
control sobre el suministro (la oferta) de substratos. Pocas companiias tienen
un substrato cautivo ¢ acaparado; 1a mayoria tienen que comprar em el merca-
do abierto, El incremento de los precios no puede ser controlado y aconteci-
mientos lefanos y ajenos a la compariia pueden provacar mayores revisiones a
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las politicas de las mismas. El mayor incremento en el precio de los productos
del petrdles en 1973 tipifica el problema; compariias que habian cambiado
&l uso de alcanos posiblemente ahora estén echando atras su decisidn. La cues-
tion de la oferta y la demanda frecuentemente ha sido discutida en la Indus-
tria de la Fermentacion (8)}. Nada es gratis; todo tiene un valor, Algunas com-
pafifas empezaron a usar substratos 6 materias primas con valor cero hasta en-
tonces y que desde ese momento empezaba a tener un valor. El precio para
ser pagado, debe por lo tanto ser negociado, v, si es necesario, garantizar su
surtunistro con un largo tiempo de anticipacion entre el productor v la Com-
pafiia de Fermentacion.

Finalmente cada Comparifa de Fermentacidén es danica. Cada una ve sus
solucianes para sus problemas en sus propios camings, asi cada unidad de pro-
duccion existe O sale de su propic medio econdmico donde el costo del trans-
porte, del combustible vy de la corriente eléctrica, la disponibilidad de agua,
la habilidad de aprovechar productos secundarios pueden ser apreciablemen-
te diferentes en companifas similares yue laboren en estados o paises difecen-
tes. Por lo tanto, el substratu que 8s mejor para una compania no tiene gue
ser riecesariamente el mejor para otra, dbieniendo ambas ¢l mismo producto.

Los sucesos de los Gltimos afios han mostrado que las e¢conomids son
capaces de tener cambios practicamente instantdneos y asi si la inflacién wmun-
dial no cae a niveles razonabiles, todas las in'dustrias van a tener que estar pre-
paradas para lo peor, Muchs mas investigacion se deberd hacer en base a:
£{Qué vamos a hacer si el precio de tal 6 cudl cosa subid? Esto, de seguro se
aplica al costo de los substratos de fermentacion asi tanmibién cOmo a cusas
comunes gue normalmenty 1as consideramos sequras, Parece ser que cada in-
dustria superard la crisis dependiendo de 1o prevenida que haya estado.

Caracteristicas Quimicas de las Materias Primas para los Medios de Cultivo &
Substrato Fermentativo.- Ademds de las cunsideraciones anterturmente he-
chas, es necesarto tensr £n cuenta la composicion en porcentaje de carhono
y nitrégeno disponible en la materia prima. Las materias primas que contie-
nen una gran proporcidon de celulosa tienen poco uso industrial, porque es
muy raro encontrar sucroorganismos capaces de utitivar la celulosa

Se pueden considerar dos fases en la produ cion de suhstancias por
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fermentacion, la fase de crecimiento del microorganismo v la fase de forma-
cidn del producto por las célutas maduras. Rara vez ocurre que el medioc y el
ambiente sean los mismos para estas dos fases, si bien, puede ocurrir que &l
prop:o microorganismo altere las condiciones durante la fase de crecimiento,
pata producir un ambiente favorable para la formaciaon del producto.,

Todas las fermentaciones discontinuadas estdn sujetas @ una serie de
factores de control. Durante el periodo de crecimiento & desarrolio del or-
ganismo, el medio proporciona suficiente nitrégeno y carbono, pero el volu-
men de células producido viene determinado, en gran medida, por la agita-
¢cion v la aireacion, Durante la fase de formacion del producto pueden inter-
venir gran niimero de factores que afectan al rendimiento, En la fermenta-
LiGn de Griseo Fulvina el rendimiento puede aumentar si ¢l aporte de nitré-
geno es limitado, en la fermentacidn para la produccién de etanol, para ob-
tener alto rendimiento es preciso gue el aporte de aire sea muy reducido vy
en la fermentacion para la produccion de estreptomicina es posible aumen-
tar el rendimiento si se afiade fosfato en exceso (9).

De la misma manera el pH del calgio ejerce una profunda influencia so-
bre el rendimiento del producto. Los Actinomicetos y en particular €l Stre-
ptomices Griseus prefieren valores de pH comprendidos entre 6 v 8 tanto
para el crecimiento como para la produccidon de antibidticos, pero los Hon-
gos Superiores, tales como el Penicillium Crysogenum, aunque pueden cre-
cer bien a pH 5.0, prefieren valores de pH entre 6.5 v 7.5 para la produc-
citn de la mayor parte de los antibioticos.

También la aireaci(m‘y la agitacion intervienen haciendo sentir su in-
fluencia sobre las concentraciones optimas de los ingredientes. En una fer-
mentacion en la que el mitrégeno estd limitado, el nivel dptimo del mismo a
veces depende linealmente del grado de aireacidon o agitacion, mientras este
Gitimo estd limitado a su vez, por el aumento en la naturaleza Tixotropica del
caldo producido por el aumento en el volumen de las células. Por ello las fer-
mentaciones estan gobernadas por relaciones complejas entre factores, tales
como la concentracion de nitrégenc en el medio, el disefto del fermentador, el
grado de aireacion ¢ agitacion y el nimero de células producidas por unidad
de volumen.

t os medios para las fermentaciones industriales, qeneralmente son com-
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plejos. Su composicion se formula vy se controla tan cuidadosamente, que a
menudo, entra en el terrenc de o confidencial v hasta puede ocurrir que el
secreto solamente encubra la profunda ignorancia imperante, en lo que se
refiere a a bioqu imica fundamental de las fermentaciones.

Liguido de Macerar Maiz {Cornsteep Liguor).- Durante mucho tiempo el
liguido de macerar maiz ha constituido un aditivo muy Otil para conseguir
mejorar el crecimiento de los microorganismos o para aumentar los rendi-
mientos de los productos buscados en los medios sintéticos. Se da la circuns-
tancia de que constituye una fuente equilibrada de carbono, nitrégeno,
azufre y sales minerales.

El liguido de macerar majz constituye un producto secundario en Ja
produccion de almiddn y aztcar a partir del maiz. Se extrae del maiz median-
te una infusién {steeping) o por flujo a contracornente de una solucion di-
luida de dibxido de azufre que ejerce las tos funciones paralelas de establecer
un pH dcido vy de impedir la putrefaccion, al controlar la poblacidn bacteriana
del maiz. Esta extraccidn disuelve las substancias ricas en nitrdgeno vy sales
minerales El maiz macerado se escurrg y se filtra antes de que el filtrado
se concentre mediante aplicacion de calor hasta que contiene cerca de 50 ofo
p/v de solidos. Asi se consigue un preducto que se vende por su contenido en
solidos o en nitrdgeno, el cual generalmente contiene aliededor de 4 ofo de
nitrogeno p/v; el carbono se encuentra presente en forma de acido lactico v
de polisacdridos complejos; ademds contiene 1 o/o de calcio, 2.5 o/o de fosfo-
ro y de potasio el 1.5 o/o de su peso seco. De todas formas la composicion
exacta del producto depend'e de las condiciones en que se cultivo la planta y
de la manera en que se Hevd a cabo el proceso de extraccion, La naturaleza
dcida det liquido de macerar maiz hace necesario introducir en el medio, has-
ta 1 ofo p/v de carbonato de calcio para conseguir un pH adecuado para el or-
ganismo fermentador.

Carbonate Cdlcico.- Existe una incertidumbre en la accion del carbonato de
calcio sobre los procesos de fermentacion por los efectos que se derivan de
que sea un alcali. En ocasiones el carbonato dr calcio se usa para neutralizar
la acidez del Iiquido de macerar maiz en algunos procesos fermentativos, y no
obstante, el mismo efecto no se logra usando en su lugar hidréxido de potasio
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o de sodio.

El carbonato. de calcio tiene dos formas cristalinas, la Calcita 6 Caliza y
el Aragonito, Cada una de estas formas influencia diferente en los procesos
fermentativos. La caliza con una gran drea y un tamafio de particula muy
pequefio puede dar un pH excesivamente alto bajo las mismas condiciones en
que una forma cristalagréfica andloga, pero de tamafio de particula mucho
mayor, puede aceptar un pH ldgico. Lo mismo ocurre si se aumenta Ja agita-
cidn durante la esterilizacién porgue al hacerlo se acelera la reaccion entre la
caliza y los diferentes constituyentes del medio, de manera que un medio que
se esteriliza sin agitacion de pH 7.0 y con agitacion de un pH de 8.0 (9).

Soya.- La semilla de Soya tiene normalmente la siguiente composicion: {10)

Proteina 40 ofo p/p
Aceite 18.5a 22 o/o p/p
Hidratos de Carbono 15 ofo p/p
Cenizas y Agua 5 ofo plp

{Potasio, Fosforo,
Azufre, Magnesio y
Fierro)

La semilla se muele y se le extrae e} aceite; el residuo se puede emplear
como forraje para animales, como fertilizante, o bien como un ingrediente en
los medios de fermentacion:

Substancias Solubles de las Destilerfas.- Los residucs que se obtienen después
de la destilacion del alcohol procedente de cereales o mafz fermentado contie-
ne de un 6 a 8 ofo de sélidos totales, siendo rico en proteina y en el complejo
vitaminico B, Los sélidos, una vez suspendidos, se eliminan por Cribado y el
efluyente se concentra hasta que tenga un contenido del 35 o/o p/v de sblidos
y constituya un ‘“Jarabe de Evaporador" que se seca entonces sobre un tam-
bor dando como resultado la preparacién de lo que se denomina *’Substancias
Solubles de Destiler{a”. Estas se emplean como ingredientes de medios de fer-
mentacién a los que proporciona nitrdgeno en forma de proteina junto con
muchos factores accesorios de {a alimentacién (9),
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Aceites.- Los aceites vegetales comerciales (por ejemplo: el aceite de maiz,
de soya, etc.) son generalmente mezcladas de ésteres glicéricos de los dcidos
grasos. Pueden desempefiar dos cometidos en las ferementaciones industriales.
Se pueden utilizar junto con agentes surfactantes como antiespumantes, o
bien, ellos solos como fuente de carbono,

Los aceites tienen una proporcion mas alta de carbono e hidrogeno que
los hidratos de carbono. Las grasas proporcionan aproximadamente el deble
de energia v de agua metabdlica, que una cantidad equivalente de hidrato de
carbone, cuando son oxidadas por completo.

Los aceites minerales, con frecuencia constituidos por hidrocarburos
de peso molecular alto, se pueden usar a veces COMO antiespumantes, pero
en general no son metabolizados por fos microorganismos, los aceites mine-
rales tienden & acumularse, por eso mismo, en los caldos de cultivo, vy su adi-
cian se debe regular para que no pueda interferir con las etapas subsiguientes
de extraccion,

Pharmamedia.- Es un polvo fino, limpie vy finamente dividido, preparado a
partir del embridn de la semilla de algoddn; contiene un 56 ofo p/p de pro-
teina; 24 o/o de hidratos de carbono; 5 o/o de sceite, vy 5 o/o de cenizas
(que contienen caicio, hierro, cloruro, fosforo y sulfato). Se utiliza comer-
cialmente en la produccion de tetraciclinas y en la de las nuevas penicilinas,

Cebada.- Es la principal matgria prima en la produccion de cerveza. La cebada
tiene un alto contenido en carbono, principalmente como almidoén, pero la
cantidad de nitrdgeno es relativamente pequefia; la cebada de calidad adecua-
da para hacer malfta no rontione mas de 1.5 u/u Jde titdgeno. i el contenido
fuera mayor se producirfa una turbidez ligera debido a la formacién de un
depdsito de protefnas en la cerveza.

Uvas.- Se produce vine por medio de la fermentacion de las uvas. Las uvas
completamente maduras se vendimian y se obtiene el mosto o jugo de las
mismas por prensado. El mosto se hace fermentar can las levaduras, ya pre-
sentes en |a piel de los granos de uva 6 bien afiadiendo una cepa seleccionada
de levadura, para producir vino, El mosto contiene: 17 of/o p/p de azicar
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{glucosa mas fructosa), v un 1 ofo de édcido (principalmente el 4cido D-tarta-
rico con algy de acido Mdlico) v un 0.3 o/o de cenizas que predominante-
mente cgntienen potasio y fosforo,

El azGcar de la uva se fermenta a alcohol casi por completo, mientiras
algo de pectina residual se supone que confiere suavidad al vino. Se cumple
que Ias mejores uvas son aguellas que tienen un bajo contenido en nitrégeno,
porgue un exceso puede conducir a fermentaciones indeseables.,

Lactosa.- La Lactosa & Azdcar de la leche, constituye un valioso hidrato de
carbono derivado de los animales. Este azlcar se metaboliza lentamente, de
alll que aunqgue se halle en exceso no haga bajar el pH del medio, Por eso
Lactosa sin purificar, en forma de polvo de suero de leche {gue ademads
contiere un 4 o/o p/de nitrogenoc), se puede utilizar para reemplazar la lacto-
sa pura, A pesar de todo esto y debido a su precio vy disponibilidad limitada,
no se puede conseguir normalmente que compita con los hidratos de carbo-
no producidos mediante fotosintesis.

Por ello 1a lactosa es una fuente de hiratos de carbono, Otil para fermen-
taciones de laboratorio, pero la tendencia actual es hacia reemplazarla en las
fermentaciones industriales, por glucosa o sacarosa administrada de forma

semi-continua.

Sacarosa.- La Sacarosa es el Azdcar dulce comiln, que se encuentra en la cafia
de azicar (saccharum officinarum) v en la remolacha {beta alba). Muchas ¢a
lidades de sacarusa sun adeduadas para la inclusidn en los medios fermentati-

VOS.

1).- Aztcar Blanca Pura & AzGcar de Mesa.

2).- Azicar Morena que normalmente es mas barata gue la blan-
ca. El azdicar morena resulia, por lo general, como producto
de las fabricas de azdcar crudo, y cuando se refina éste se
tiene azdcar blanco,

3).- Las Melazas constituyen la forma mds cruda de la sacarosa
Yy no son otra cosa que las aguas madres que resultan de la
cristalizacidon del azlcar, a partir de sus soluciones:. Las Me-
fazas de remolacha tienen la composicibn aproximada si-
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guiente: 48.5 o/o p/v de sucrosa; 1.0 o/o de rafinosa; 1.0 o/o
de azacar invertido; 10.8 o/o de cenizas; 20.7 o/o de subs-
tancias organicas que no son azucares; 18.4 o/o de agua y de
1.5a 2.0 o/o de nitrogeno.

Las Melazas de cafia difieren de las Melazas de remolacha en
su contenido de azGcar invertido, su composicién es:
334 ofo plv de sacarosa; 21.2 o/o de azdcar invertido;
10.8 ofo de cemizas; 19.6 o/o de substancias organicas que
no son azdcvares; 18.0 ofo de agua y carecen de rafinosa,

Alridén.- El almidon constituye la principal reserva de hidratos de carbono
en las plantas, y por ello estd ampliamente distribuido en el reino vegetal. El
hidrato de carbono presente en harina de soya, en harina de frutos secos, en
harina de avena, harina de centena, de maiz, de trigo y de cebada, es en su
mayor parte almidon. La mayor parte del aliiddn comercial se prepara a par-
tir de maiz ii.dio, y de su preparacién resulta como producto secundario Ii-
quido de macerar maiz (agua de cocimiento de maiz). Son fuentes menos
importantes de almidoén, la planta Casava de la gue proviene el almiddn
de Tapioca, vy la Patata, de la que procede el almiddn de Patata. Estos dos
almidones son dificiles de preparar, debido al alto contenido de humedad
de los materiales de partida y su tendencia a éeteriorarse.

El almiddn es dificil de manejar detndo a su insolubilidad en el agua,
pero se le puede hidrolizar facilmente con 4cidos diluidos 6 empleando en-
Zimas, para producir con alto rendimiento, glucosa soluble en agua, muy ade-
cuada para medios de fermentacion.

Es comun esterilizar 1a glucosa por separado, y no en presencia de los
demds componentes del medio, porque posee una marcada tendencia a reac-
cionar con fos iones amonio v muchos aminodcidos para formar compuestos
pardos que contienen nitrdgeno, Otros azicares corrientes como la Sucrosa
no sufren esta limitacion.

Las Dextrinas (ue poseen un peso molecular intermedio entre el del al-
midén v el de la glucosa, se pueden preparar mediante hidrdlisis incompleta y
bien controlada, del almiddn, catalizada por dcidos & por enzimas. Para fer-
mentaciones en pequefia escala las dextrinas pueden hacer el papel de olmi-
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tl&n soluble.

Agua.- Para preparar {0s medios de fermentacion es esencial disponer de agua
limpia y de composicion bien establecida en grandes cantidades (350 000 !i-
tros al menos por semana para ias plantas industriales}. Los factores que se
han de normalizar son, entre otros, el pH, la dureza temporal &6 permanente,
los sélidos totales disueltos, el color, la limpidez v el contenido en cloruros y

acidos organicos.

Ingredientes Sintéticos que incluyen Oligoelementos.- Por lo comiin, ya se
gncuentiran presentes fos Oligoelementos en cantidades adecuadas, cuando los
caldos se preparan a partir de ingredientes naturales complejos, pero si se em-
plean medios sintéticos, es preciso afadirlos.

Muchas fermentaciones necesitan un aporte continuoc de nitrégeno adi-
cional en forma de gas amoniaco, suifato de amonio, acetato de amonio, ni-
trato de amonio 0 urea, y se puede incluir carbono adicional en forma de glu-
cosa, lactato, acetato O alcohol. Pero es preciso tener cuidado con estas adi-
ciones. Todas ellas producen un marcado efecto sobre el pH El gas amomaco
se puede afadir como alcali para aumentar el pH, mientras las fuentes de car-
bono sencitlas, que se utilizan rdpidamente, se pueden emplear para bajar el
pH. El sulfato amoénico se puede emplear para proporcionar nitrogeno, sin
atectar casi el pH, s1 s¢ metabolizan a la vez tanto el amonio como el sulfato,
pero se producird un descenso en el pH, si el idn amonio se metaboliza prefe-
rentemente,

El idn acetato se metaboliza con gran rapides, pero en cambio el nitra-
10 se tiene que reducir primero @ amoniaco. De ah{ que el acetato amdnico
puede actuar como un dlcali, en tanto que el nitrato aménico puede compor-
tarse como adcido. El uso de urea se puede considerar como una manera neutra
de afadir amoniaco. Se metaboliza con suma facilidad por los microorganis-
mos, pero tiene el inconveniente de que durante la esterilizacion por vapor,

se convierte en amoniaco libre.

CO(NHgly + 2H,0 = (NH,),COq
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Fuentes de Factores accesorios de fa Alimentacion (Vitaminas).- En la Tabla
Numero |V se incluyen algunos de los factores accesorios de la alimentacion
mas imqortantes, cuya presencia se ha demostrado que es indispensable para
el crecimiento de ciertos microorganismos muy exigentes.

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE LA OXITETRACICLINA.

Estructura Quimica.- Los antibi6ticos del grupo de las Tetraciclinas, constitu-
yen ur conjunto de compuestos de amplio espectro que estdn estrechamente
emparentados y poseén una importancia comercial inmensa (@), Las tetraci-
clinas tienen la siguiente estructura general:

FIGURA 1.




Tetraciclina .. ... .. e (Ry= Ry= H)
Oxitetraciclina (Terramicina} . .............. (Ry= H; Ry=0H)
Clorotetraciclina (Aureomicina) . .. .......... (Ry= Cl;Ry=H)
Bromotetraciclina. ........... ... ... (Ry= Br,Ry=H)

El grupo carbozamida en 1a posicion 2, se halla presente en todas las tetraci-
clinas que tienen importancia comercial como antibi6ticos.

Una tabla comparativa de las propiedades fisicas de la familia de las te-
traciclinas se tiene en la Tabla V. {10).

La Oxitetracicling, que proviene del Streptomises rimosus, puede ser
aislada por varios métodos {I1). Uno de ellos comprende la extraccidon con
butanol, formacion de sales dcidas 6 bién por separacion cromatografica.
Una posterior purificacion produce unos cristales dihidratados de oxitetra-
ciclina, con un punto de fusion de  181° — 182° C: { cﬂ)g5 + 265°

{en alcohol metilico), con una solubilidad en el agua de alradedor de 0.5
mg/ml a 25° C. Esta base anfotérica forma sales muy bién definidas con aci-
dos & bases, ademas, a 23 ° C tiene un minigno de solubilidad a pH 5 como se
muestra en la tabla V.

TABLA V
TABLA DE SOLUBILIDAD DE OXITETRACICLINA EN
SOLUCIONES ACUOSAS A 23° C.

pH Solubilidad pH Solubilidad
{ mzgfml ) ( meg/mt )
1.2 31 400 6.0 700
2.0 4 600 7.0 1100
3.0 1400 8.0 28 Q00
4.0 850 9.0 38 000

5.0 500
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El clorhidrato de oxitetraciclina es una sustancia amarilla cristalina con un sa-
bor amargo, su punto de fusiénesde 190° a194° C:( « )025 —196.6°

(enHCI 01 N); pKa' = 35,7.6y9.2. Es faciimente soluble en agua, pe-
ro en soluciones a pH: 2.5 se precipita la base anfotérica. Las formas crista-
linas de la oxitetraciclina son de color amarillo, tanto las de sodio como las
de potasio. La sal de sodio se obtiene usando el alcohol metilico como deshi-
dratante. Ef antibiético también forma mezclas de sales insolubles con iones
metélicos divalenies, tales como el Bario y el Magnesio.

Las preparaciones secas de la base anfotérica 6 el clorhidrato son esta-
bles almacenadas largo tlempo. Las soluciones acidas a pH: 2.5 tienen una
vida media de 12 dias; las soluciones alcalinas a pH: 8.5 tienen una vida media
de 33 hrs. a 37 . La oxitetraciclina es ligeramente soluble en solventes orgé-
nicos comunes tales como el metanol, etanol, acetona o dioxano; pequefias
cantidades de agua decrecen la solubilidad. El clorhidrato es bastante soluble
en agua y en los solventes orgdnicos; en cambio la sal de sodio es menos solu-
ble en dichos solventaes.

La oxitetraciclina es la 4 dimetil amino, 14,4 ,5,5 .,6,11,12 octatudro,
3,6,6,10,12,12 hexahidroxi, 6 metil, 1711 dioxo, 2 naftacen carboxamida.
La formula estructural estd representada en la ﬁgufa 1, su fér.mula empirica
es: C 22 H2 4 N2 O9 , Su peso molecular: t.IEiG y fue desarrollada por esfuerzos
combinados tanto de Chas. Plizer & Co. comao de los Laboratorios de la Uni-
versidad de Harvard {11},

La determinacion de su estructura resulta de la aplicacion de muchas
técnicas analiticas como son: Espectroscopia en ultravioleta y en Infrarojo,
degradaciones dcidas v alcalinas, pruebas quimicas (pruebas positivas inclu-
vendo lg del cloruro férrico, Pauly, Friedel-Crafts, Fehling, v reacciones de
Molish), y otras sintesis. Los cuatro anilios hidronaftacénicos y los grupos
laterales, son comunes a los tres miembros de fa familia de las tetraciclinas,
La oxitetraciclina tiene un grupo hidroxilo en el carbono B, v 1a clortetraci-
clina tiene un dtomo de cloro en el carbono 7; en tanto la tetraciclina uene

un dtomo de hidrogeno en cada una de las dos posiciones,

La estructura de la oxitetraciclina, dada anteriormente, ha sido deter-
minada por varias degradaciones vy sintesis. Regna {12}, ha encontradeo que
ninguno de los productos de la degradacion poseé actividad biolagica, a
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menos que ellos contengan los anillos tetracilicos hidroarométicos que po-
demos encontrar en ja oxitetraciclina,

El grupo dimetil amino, es un constituyente esencial de otros produc-
tos farmacedticos, tales como varios de los anestésicos comunmente usados,
analgesicos y muchos de los antiestaminicos. La carboxamida o grupo amidi-
co, contiene el otro nitrégeno que estd presente también en los aminoécidos
contenidos en forma natural en la asparagina y glutamina, los.cuales son esen-
ciales en el metabolismo de las plantas y los animales,
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METODOS Y ANALISIS DE LA OXITETRACICLINA

Los principales métodos usados para ¢! anslisis de oxitetraciclina estdn ba-
sados en el grado de inhibicién de crecimiento en los microorganismos suscep-
tibles.

Un ndmero diverso de téecnicas han sido aplicadas basadas en éste prin-
cipioc por varios investigadores {13}, {14]. Generalmente se habla de tres mé-
todos microbioldgicos empleados: el método turbidimétrico, el método de
diluciones seriadas y el método de difusion usando cilindros en placas con
agar.

Ademds de los métodos microbijolégicos anteriores, se tiene el Método
Colorimétrico del Cloruro férrico adaptado de Monastero y colaboradores
{15) v el Método Espectrofotométrico al ultraviolets para oxitetraciclina,
Otro investigador, Perlman (16) ha empleado el arsenomolibdato como reac-
tivo para desarrollar color con oxitetraciclina vy medir la intensidad de color
a través de un filtro a 660 micras, Este método depende de la capacidad re-
ductora del antibiético. Hiscox (17), usa un métado espectroscopico de
absorcién en el ultravioleta a 249 y 312 micras pard cuantear la oxitetraci-
clina,

El método usado en el presente trabajo es semejante al de Hiscox,
cuanteandose la oxitetraciclina a 320 micras en soluciones acuosas, | impidas,
provenientes de la filtracion de! caldo fermentado.
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TRABAJO EXPERIMENTAL

Al comenzar a optimizar un medio de cultivo, partimos de la siguiente formu-
lacion de acuerdo a la propuesta por una patente de Pfizer, pero sustituyendo
el N-Z amina con Harina de carne de res y aceite de soya como el aceite ve-
getal indicado en la formula publicado en su articulo A. DI Marco y P.
Pennelia (12), La férmula usada es:

Constituyente o/o {p/v)
Aceite de soya 0.4
Harina de carne 0.1
Harina de maiz 0.5
Harina de soya 3.0
Nitrato de sodio R. A, 0.3
Carbonato de calcio 0.5
Agua c.b.p. 100 mli

Se empled, como cepa un Estreptomices Rimosus facilitado por ls Escuela de
Estudios Biomédicos de la UNAM vy en la misma fue llevado a cabo éste traba-
jo.

Se emple0 el sistema de Frascos Agitados, es decir, se usaron mairaces
Erlenmeyer de 250 ml con tapdn de algoddn sujetos con cinta adhesiva; estos
frascos van sujetos a una plataforma que a su ves es agitada circularmente con
una frecuencia de 50 ciclos/minuto. Esta plataforma a su vez se encuentra en
un cuarto al cual se le controla su temperatura a 27°C y su humedad al
50 o/o. La cantidad de medio de cultivo al iniciarse el experimento es de
100 mil,

La duracion de cada experimento fue de 120 hrs., el método y resulta-
dos son los siguientes detallados a continuacion.

Se probd originalmente fa farmula anteriormente descrita vy através de
las experiencias se fue modificando hasta llegar a la siguiente:
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Constituyente o/o {p/v)

A Aceite de soya 2.0

B Harina de Carne 1.1

C Harina de Maijz 1.5

D Harina de Soya 4.5

E  NaNOg 0.35

F  CoSO 4 0.0005
G Agua 100 ml.

Pero como para conocer mads rapidamente cual es la formulacion optima,
va que cada cambio ocacionaba un retroceso © un paso hacia adelante, se apli-
¢6 un metodo estadistico para avanzar mds rapido, Este método es el {Jlamado,
De Box y Willson (18).

De acuerdo a este método, debemaos de hacer {as siguientes variaciones a
{a dltima férmuta:

Considerando que los constituyentes A,B,C vy D tienen mayor influen-
cia en la formulacion tenemos los siguientes rearreglos en las cantidades de
los constituyentes del Medio de Cultivo,

Pardmetro  Nivel Base Nivel Inferior Nivel Superior  Unidad de
Variacion
A 3.38 1.88 4.88 1.5
B 1.10 0.35 1.85 0.756
C 2525 1.525 3.525 1.0
D 2.425 1.425 3.425 1.0

Se hacen por lo tanto, las pruebas de fermentacion con todas las combinacio-
nes posibles, y se prepara un esquema como el que sigue:



Pardmetro: A B C D

De este esqueéma resultan 16 nuevos medios a probar, 10s cuales, calculados
en la forma anterior nos permitirdn encontrar |a releciéon optima con mayor
rapidez. Las composiciones & férmulas de los 16 medios son las siguientes:
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Medio de Aceite  Harina Harina  Harina NaNC)3 CoSO 2 Agua
Cultivo deSoya deCarne deMaiz de Soya Soya

Control 3.38 1.10 2.525 2425 035 0.0005 100
i 1.88 0.35 1.626 1.425 035 0.0005 100

i 1.88 0.35 1.625 3425 0.35 0.0005 100

i 1.88 0.35 3.526 1.425 0.35 0.0005 100
v 1.88 0.35 3.525 3425 0356 0.0005 100
A 1.88 1.85 1.625 1425 035 0.0005 100
Vi 1.88 1.85 1.525 34256 0356 0.0005 100
Vi 1.88 1.85 3.525 1425 0.35 0.0005 100
Vil 1.88 1.85 3.526 3425 035 0.0005 100
IX 4.88 0.35 1.525 1.426 0.35 0.0005 100
X 488 0.35 1.626 34256 035 0.0005 100

X 4.88 0.35 3.526 1425 035 0.0005 100
X 4.88 1.85 35625 3425 035 0.0005 100
X1 4.88 1.85 1.525 1425 0.35 0.0005 100
XIV 488 1.85 1.525 3.426 035 0.0005 100
XV 488 1.85 3.525 1425 035 0.0006 100
XVI 4.88 1.85 3825 3.425 0.35 0.0005 100

Nota: Todas las cantidades son dadas en gramos excepto el agua, cuyas canti-

dades son mi.

Para cada medjo se hicieron 5 Erlenmeyer vy se obtuvieron los siguientes re-
sultados {cada uno de ellos gs el promedio de cinco matraces) los cuales se
analizaron estadisticamente obteniéndose las conciusiones que se exponen
mas adelante.

Para calcular el coeficiente de regresion, se indica con (-1} el cas0 en
que el componente se encuentre en el nivel inferior al control y con {+1),
cuando se encuentra en el nivel superior; en esta forma se tiene la siguiente
tabla:
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Medio de Cultivo COMPONENTES Potencias
Nimero A B Cc D u/ml
| —1 ~1 —i -1 163
H -1 -] —1 +1 171
i —1 —1 +1 -1 770
v —1 —1 +1 +1 793
v —3 +1 -1 -1 780
Vi —1 +1 —1 +1 886
Vil -1 +1 +1 —1 784
Vil —1 +1 +1 +1 620
IX +1 -1 ~1 —1 101
X +1 —1 -1 +1 637
Xl +1 —1 +1 —1 455
X1l +1 —1 +1 +1 580
X +1 +1 —1 -1 337
XV +1 +1 ot +1 671
XV +1 +1 +1 —1 612
XVI +1 41 -+1 “+1 455
Promedio ......... 588.4

Se calculan los coéficientes de regreston para cada componente haciendo
la suma algebriice de los rendimientos obtenidos correspondientes a los
niveles inferiores { -1 } vy de aguelios obtendios en los niveles superiores
{ + 1} dividiendo a su vez el resultado, por el nimero total de pruebas, es
decir, por 186.



Af=X,) B(=X,) C{=Xg) D (=X,)

(1) (+ 1) {(~1) (+1) {(~1) (+1) (-1} (+1)

163 - 101 163 780 163 770 163 7
771 637 77 886 M 793 770 793
770 455 770 784 780 784 780 886
793 580 793 620 886 620 784 620
780 337 101 337 101 4b5 101 637
886 671 637 671 637 580 455 580
784 612 455 612 337 612 337 671
620 455 580 455 671 455 612 455

—6567 43848 4270 5145 —4346 45069  —4002 +5413

+3848 +5145 +5068 45413
1719 +875 +723 +1411

—-1719/16=-107.4  875/16 =HB4.7 723/16=445.2 +1411/16=488.2

De estos Ultimos resultados se deduce que:

1o.- Ya que A y D tienen los coeficientes de regresion mas altos, son los que
influyen mayormente en el rendimiento.

20.- Ei coeficiente de regresion negativo de ‘A indica que éste pardmetro se
debe reducir para obtener un aumento en los rendimientos, mientras que
B.C y D se deben aumentar.

Con los coeficientes de regresién encontrados bien puede construirse una
ecuacion que nos permita relacionarlos vy tratar de optimizar aun mas la for-

mulacion,

T { rendimiento) 588.4 — 107.4X1 +54.7X,445.2X 3 188.2%
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Xi(A)  X,(B)  XglC)  X,(D)
| Coeficiente de Regresion —-107.4 54,7 45,2 88.2
Il Unidad de Variacion .... 1.5 0.75 1.0 1.0
i1 (Coeficiente) (U. de Var) —161.1 41,0 452 88.2

Y si se calcula que modificacidon se debe hacer a cada uno de los otros trés
parametros para una variacion de 0.1 en el primer pardmetro, sobre la base
de la proposicion resultante en el renglén |11 de la Gltima tabla se tiene lo

siguiente:
5i X1 = 0.1 entonces:
X1 esa Xo €Omo (-107.4) es 2 54.7

por lo tanto: X2 = (-=0.1) (584.7) = 0.0509 = 0.05

(~107.4)

En la misma forma:
X] esa X3 como {—107.4) es a 45,2

por lo tanto: Xq = (—0.1) {46.2) = 0.042 = 0.04

{—-107.4)
y por dltimo también:
X1 esa X4 como {—107.4) esa88.2

por lo tanto: X4 = (-0.1) {88.2) =0.082 f0.0S

{—107.4)
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Los nuevos valores de X 1+ %X2.X3Y X4 dan inmediatamente | directriz de la
nueva prueba. Los valores de X 1 deberan decrecer a razdn de —0.1 a partir
de las cantidades del medio de cultivo base; en igual forma los valores de
X9 aumentaran a razon de 0.05; los de Xg aumentardn a razon de 0.04 y los
de X4 ,aumentardn a razén de 0.08

Se hace en consecuencia otra serie de pruebas aplicando las Gltimas
consecuencias obtenidas.

En la siguiente tabla podemos observar los nuevos medio se cultivo que

se probaran,

Materias Primas A B C D
Medio Base 3.38 1.10 2.525 2425
Unidad de Variacion -0.1 0.05 0.04 0.08
Medio XVII 3.28 1.15 2.565 2.506
XVill 3.18 1.20 2.605 2585
XX 3.08 1.25 2.645 2.665
XX 2.98 1.30 2,685 2.745
XXl 2.88 1.35 2,725 2.825
XX 2.78 1.40 2.725 2.825
XX11 2.68 1.45 2.805 2.985
XXV 2.658 1.60 2.845 3.065
XXV 2.48 1.55 2.885 3.145
XXVI .2.38 1.60 2.925 3.225
XXV 2,28 1.65 2.965 3.305

Nota: Los componentes E, F y G se siguen empleando en la misma propor-
cion, es decir, no varian,

Las actividades o potencias obtenidas después de probar Jos Gltimos once me-
dios propuestos son las siguientes:
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Medio Potencia u/m!
Control 257
XVII 305
XVIil 301
XX 385
XX 510
XX 463
XX 509
XX 610
XXV 699
XXV 716
XXVI 637
XXVII 425

Por lo que se puede observar, aparentemente el medio XXV es el dptimo en
las condiciones experimentales que se tuvieron.

Es obvio que la variacion elegida, 0.1 para el factor X 1. €8 arbitraria y
la eleccion debe basarse sobre conocimientos personales de los hechos y saobre
la experiencia especifica. De todos modos, una eleccién “no éptima’, no per-
judica ef resultado final, pero significa que se empleara algo mas de tiempo ps-
ra alcanzar las condiciones Gptimas,

Una vez obtenida la combinacion Optima, es posible repetir el proce-
dimiento con otro Box-Wilson, partiendo esta vez de toda informacién vy de
la formulacidn con la cual se obtuvo el mejor resultado en la Gitima serie, Es
claro que no se puede mejorar hasta el infinito; cuando se hayan agotado las
potencialidades de los medios, cada trabajo posterior serd en vano y para ob-
tener nuevas mejoras se deberd pensar en cambiar la férmula, & bien, modifi-
car otros pardmetros {por ejemplo: temepratura, agitacion, aereacion, cepa,
etc, etc.).
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CONCLUSIONES

independientemente de las formulaciones recomendadas por los libros y pu-
blicaciones cientificas en general, cualquier persona puede optimizar un
medio de cultivo, siguiendo el método de Box-Wilson y partiendo de las ma-
terias primas mds econdmicas.

Lo anterior, conciviéndolo mas ampliamentg, nos lleva a prescindir
de tecnologias ya establecidas y nos hace desarrollar la propia, la que se
avenga a nuestras cordiciones de trabajo vy a nuestros recursos naturales
focales. Una de las condiciones que requiere el método expuesto para alcan-
zar el éxito es disciplina en el trabajo y una condicién bastante buena del mis-
mo es que se puede partir de materias primas tan baratas 6 abundantes como

se tenga en la localidad.
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