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INTRODUCCTION

la Bactericlogia surgid como una rama determinada de
la ciencia a partir de Koch ¥ Pasteur. Koch por primera vez
aislé una bacteria patdgena en un cultivo puro, y no solo
establecid al Bacilo anthracis como la causa de una enfer-
medad especifica del ganado vacuno, sino que establecid un

método de investigacién de enfermedades.

Los principios elaborados en aquel tiempe, el mas im-
portante de los cuales fu€ la introduccidén del método de la
"placa fundida™ para el aislamiento de cultivos puros, to-
davia constituye la base de la investigacifdn en la Bacterio-

logia. (10).

Los medios de cultivo se fabrican con el fin de promo-
ver el crecimiento y 1la reproduccién de microorganismos.
Junto con este requisito, los sustratos estin formulados
con el propbsito de pérmitir el crecimiento selectivo de
ciertos organismos y demostrar algunas caracteristicas bio-
16gicas como: hemblisis, produccidén de pigmentos, formacidn
de esporas y formacidn de ciertas enzimas o sistemas de en-
zimas. En todos los casos se suministran al organismo mate-

riales esenciales para su crecimiento ¥ reproduccidn . (31)
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Es por esto que los medics de cultive son sometidos a
un minucioso control de calidad para asegurar que estos rea-
licen adecuadamente sus funciones. Ya que los medios de cul-
tivo estan compuestocs de varios ingredientes, el control de
calidad se aplica primero a los ingredientes y luego al pro-
ducto fimal, lo cual garantiza gue solo aquellos productos
que pasen el control de calidad serdn incluidos en la prepa-

racidén de medios de cultivo. (3)

El cbjetivo de este trabajo es el de presentar el con-~
trol de calidad al gque son sometidas las materias primas pa-

ra la elaboracidén de medios de cultivo.



GENERALIDADES

Bailey (1) ha elaborado una definicidén pridctica de los
medios de cultivo y es la siguiente: "Es aquel que contenga
los elementos nutricios esenciales en concentracidn adecua-
da, la necesaria cantidad de sal y el adecuado voliimen de
agua; se encuentre exento de sustancias inhibidoras del or-
ganismo que se va a cultivar, tenga la consistencia deseada,

la reaccidén (pH) conveniente para el metabolismo del cultive®.

El anilisis quimico de las bacterias indican que son,
esencialmente plantas acufticas cuyo protoplasma contiene les
elementos quimicos que se encuentran en otros tipos de pro-
teinas vegetales. Con el fin de multiplicar las células bac-
terianas, en su fase anab6lica, los elementos anab6licos tie-

nen que encontrarse en su propio medio ambiente.

La estructura de muchas de estas substancias es tan com-
pleja que antes de que puedan ser utilizadas por las bacte-
rias han de descomponerse en componentes mas sencillos. Di-
chos procesos se realizan por medio de diferentes reacciones
de oxidacién, reduccifn, desaminacién, etc., las cuales son
el resultado de actividades de esencial importancia. Estos
cambios se atribuyen al cambio de actividades de enzimas bac-

terianas que som, como es evidente numerosas ¥ variadas. Los
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procesos conprendidos asi como sus productos definitivos
son extremadanente complejos, por ejemplo: adcidos, alcoho-
les, cetonas y gases que incluyen hidrSgeno, bidxido de

carbono, metszno, etc.

w

Los estudios para determinar las formas de carbono,
nitrdgeno, oxigeno, hidrSgeno de la mds facil utilizacidn
por las bacterias para su desarrolle fueron realizados por
Naegeli entre 1868 y 1880. Informd gue la peptona es fitil
para el cultivo de microorganismos debido a que su conteni-
do en aminodcidos y otros compuestos nitrogenados que se
utfiizan por 1a bacteria con facilidad; la peptona pronto

n_sé convirtis- en el constituyente m3s importante de los me-

_ dios de cultivo.

El extracto de carne sustituye muchas veces a las in-
fusiones de carne pero la preparacidn de estas sustancias
las somete a la pérdida de sus factcres nutritivos labiles
al calor de 1z misma forma que resultan afectadas las infu-

_signes. (18}

En base a las siguientes definiciones los medios de
cultivo se han dividido en la siguiente forma: (23)
I.- Agar.- medio s6lido para verter en placas, con un con-

tenido de agar del 1% o miEs;



I1.- Medios de cultivo.- medio semisdlido, con un contenido
en agar de menos de 1%.
III1.- Caldos.- medio fluido, exento de agar, que contiene
praductos carnicos o preoté@icos;
IV.- Soluciones Autritivas.- medio sinté&tico, fluido exento

agar.

Los medices &e cultivo deshidratados se fabrican, ya sea

en forma de peolvc o bien en forma de granulado.

Los medios de cultivo deshidratades en forma de polvo,
se¢ fabrican primcipalmente por trituracifn y mezcla de las
correspondientes sustancias, mientras que los medics de cul-
tivo deshidratados en forma granulada son sometidos a una
granulacidn. Este &s un procedimiento por el que se consigue
una deshidratacidén extrema. Se utiliza en los medios de cul-
tivo que contienen sustancias particularmente higrosc@picas
y que necesitan por lo tanto, una desecacidn muy intensa.

El polvo del medio de cultivo tratado como consecuencia del

procedimiento, se aglomera en pequefies gridnulos. {23)



CLASIFICACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Los rmedios de cultivo en virtud de sus ingredientes,

pueden

ser seleccionados con fines generales y especificos.

(Bailey)

De acuzerdo con Robert E. Duval los medios se clasificzn

segfin diferentes criterios, pero todos superponibles. (8)

a)
b)

a)

b)

Consistencia:
Liguidos
S6lidos.- importancia muy grande para el aislamientc
y purificacion de 1as bacterias.
modo de esterilizacidn:
La mayoria de las veces por calentamiento a 110°-128%C

en el autoclave.

}
rt
%)
11}

Tindaiizacidn.- diversos calentamientos repetidos en
56° ¥ 100°C.
Utilizacidn:

Medios Basicos

Estos son los medios que contienen extractos de carn

infusienes, peptonas, agua ¥ sales. Los extractos ds
carne y las infusiones proveen a los microorganismos
aminoidcidos, vitaminas, sales v trazas de carbdn, ni-
trégeno y otros elementos. Sales, generalmente cloru-

ro de sodio, es Gtil para nantener la isotonicidad re-
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guerida para el mantenimiento de la constante de pre-

sidn osmbtica. Por ejemplo: (9)

1) Agua Peptonada (Lynch).- La peptona estd compuesta
por proteosa, peptona, polipéptidos y aminodcidos.

2) Agar Nutritivo.- consiste en extracto de carne,
peptona, agar y agus.

Medios Enriguecidos

A diferencia de los medios bdsicos los medios enrique-
cidos son aquellos a los que se les agrega fluidos cor-
porales, vitaminas, aminodcidos, proteinas o cualquier
otra substancia nutritiva. Por ejemplo; (9)

1) Agar Sangre.- Se afiade del 5 al 10% de sangre desfi-
brinada estéril al agar nutritivo derretido, que ha
sido enfriado a 45°C.

2} Medio de Loeffler.- Es sumamente enriquecido por
suero, conteniendo un 75% de este y un 25% de caldo
glucosado.

Medios Selectivos

Deben su impertancia al hecho de que contienen sustan-
cias que impiden el desarrollo de cualquier bacteria
gue no sea la que este bajo investigacidn. Se emplean
diferentes substancias, por ejemplo: las sales bilia-
res, en un redio impiden el desarrollo de los micro-
bios no entéricos, el verde de malaquita es inhibider

de los organismos yue pertenecen al grupe Mycobacte-



reaceae y el pH dcido permite el desarrollo de hongos
pero inhibe las bacterias. En algunos medios se inclu-
ye también suplementos para estimular el desarrcllo de
algunas bacterias especificas, por ejemplc el glicerol
en Lowenstein-Jensen. Ejemplos de estos medios son los
siguientes:

1) Medio de McConkey.- Contiene una peptona como base
nutriente: taurocolato de sodio, una sal biliar que
impide el desarrollo de microorganismos que no sean
entéricos; agar con solidificante; lactosa que es el
azlicar que caracteriza el grupo enté&rico, el rojo
neutro como indicador de la fermentacién de la lacto-
sa.

2) Agar Salmonella Shigella.- Es semejante al anterior
pero ademids de una sal biliar contiene verde brillan-
te que impide el desarrolle de coliformes aunque per-
mita el desarrollo de salmonella y shigella.

d) Medios a Base de Carbohidratos y otras Sustancias Bio-

quimicas.

Bisicamente constan de agua peptonada enriquecida con
1% de azficar, para estudios de fermentacidn y de oxida-
cidén se afiade un indicador. El cambio de color indica
la preduccién de dcido. El metabolismo de los carbohi-
dratos por las bacterias puede producir diferentes sus-

tancias que incluyven gases (CQ, y H,) alcoholes y dci-
Eel [



dos grasos. Por ejemplc:

*
i

3

Agar con Urea.- El medio de Christensen contiene

glucosa ¥ peptona, gue permite el desarrcllo de
gran variedad de micrcorganismos que producen urea-
sa dando iugar a carbonato de amonio y el indicador

se vuelve rojo.

2} Agar comn Citrato.- El medio de citrato de Koser mo-

dificado por Simmons contiene citrato de sodioc Yy
azul de timeol como indicador. La linica fuente de
carbono en este medic es el citrato. Los microorga-
nismos que pueden usar el citrato como fuente de car-
bono se desarrollan bien y el indicador se yuelve

azul.

e} Medio de Transporte

1)

2}

Solucién salina glicerinada amortiguada.- Este medio
es itil para el transporte de muestras de heces cuan-
do se sospecha de infeccidn por salmonella y shigella
¥ se requiere preservacidn.

Medio de Stuart.- Este medio es semisflido contiene
tioglicolatc, glicerofesfato y cloruro de calcio.

El azul de metileno es un indicador de la reduccién

por el ticglicolato. {IZ}
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REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

Todos los organismos vivientes requieren de fuentes de
energia para su desarrollo. Por ejemplo aquellos que utili-
zan la energia solar se llaman fotStrofos, los que uwtilizan
Ia energiz quimica liberada de las reacciones de 6xido-re-
duccidn se llaman quimiotrofos. Asi como necesitan de ener-
gia tambi&n necesitan fuentes de carbono, nitrdgeno y sales
minerales. (30)

Las necesidades nutritivas se pueden clasificar en tres

ordenes: elementales, energéticas y especificas, factores de

crecimiente. (7)

Necesidades Elementales

Son los diversecs elementos que entran en la composicidn
de las substancias microbianas, "materia prima" de las pro-
teinas, &cidos nucléicos, glicidos, lipidos.

C,H,N,D0, son necesarios en cantidades relativamente im-
portantes; S, P, en cantidades um peoco inferiores.

Son necesarias tarbién; X, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Co, Cu,
Mo. Entre &stos Gltimos, algunos son necesarios al estado

de indicios (Mn, Zn, Co, Cu, Mo ).

Fuentes de Carbdn

Existen grandes variaciones en 1la fuente de carbdén uti-

Lizables, pucs esta va intimamente relacionada al metaboliso:
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znergético, y por otra parte porque las capacidades de de-
gradacidén y de sintesis de los diferentes microocrganismos
wvarian grandemente. Algunas bacterias pueden utilizar subs-
tancias relativamente simples 4cido acético, citrato sbédico,

alcohol.

Fuentes de Nitrogeno

Algunas bacterias raras utilizan el nitrégeno atmosfé-

co. La mayor parte exige el nitrdgenc combinado pero inor-

&)
Juds

gdnico, esencialmente NHS o sales de amonio.

Fuentes de Azufre

Priacticamente todos los organismos utilizan el azufre
de los sulfatos. Algunos exigen el azufre reducido (sulfu-
ros, tiosulfuros). Para ciertas bacterias el azufre debe ser
proporcionado en forma orginica, lo cual se confunde con su
necesidad en factores de crecimiento (metionina, cisteina,

Hiotina).

Fuente de Fasforo

Todas 1as bacteriazs utilizan el fosforo de los fosfatos.

%o parece gue eXxistan exigencias en f&sforo orgdnico.



Necesidades Energéticas.

psds

Son indispensables para cubrir los gastos que lleva

h

consigo la sintesi

Alguncs pueden cbiener su energia de la oxidacién de
compuestos inorganicos (Hz; compuestos nitregenados-NH3 5
nitritos; compuestos azufrados—SHZ,S, tiosulfato; hierrc].

La mayeria de las bacterias utiliza la emergia quinicsz

liberada de las reaccienes dxido-Teduccién.

Necesidades Especificas en Factores de Crecimiento.

Sobre las bases de las necesidades elementales y ener-
géticas se preparan ciertos medios.

No todas las bacterias son capaces de crecer en tales
medios. Hace falta suministrarles un cierto niimero de com-
puestos bien definides que ellas ng sean capaces de sinteti-
zar, tales como vitaminas del complejo B (tiamina, acide mi-
cotinico, piridoxina, bictina). Estas suministran enzimas
que las bacterias no son capaces de sintetizar. Otros facts-

res necesarios son aminpidcidos, purinas, pirimidinas. (25}
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LISTA DE ALGUNAS MATERIAS PRIMAS EMPLEADAS EN LA FABRICACIOX

DE MEDIOS DE <ULTIVO

Agar-Agar

Acido Citrico
Acetéto de Sodio
Acido Tartirico
Almiddn

Azida de Sodio

Azul de Broootimol
Azul de Metileno
Bicarbonate de Sodio
Bilis de Buey
Bromuro de Amonio
Caseina Hidrplizada
L-Cistina

Citrato de Sadio
Cloruro de Calcio
Cloruro de Sodio
Cloruro de Litioc
Cloruro de Potasio
Cloranfenicol

B {+) Glucesz
Deshidrégenc Fosfato Amonio
Extracto de Masculo de Corazén

Extracto de Carne de Buey



Extracto de Malta
Extracto de Levadura
Glicccola

Guanina

Infusién de Carmne
Lactosa

Maltosa

Manitol

Ornitina

Peptcna de Caseina
Peptona de Soya
Peptcna de Carme
Rojo de Fenol

Rojo Neutro

Sacarosa

Sales Biliares
Desexicolate de Sodio
Sulfato de Potasio
Sulfato de He (III)
Sulfato de Sodio
Tigglicolato de Sodio
Urez

Violeta de Cristal

Xantinas

14.
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COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

La seleccidn de ingredientes gue habrin de usarse, es
muy importante para tener €xito en la preparacién de los ne-
dios de cultivo microbiolégicos. Los productos de calidad su-
perior producirin a su vez mediocs de cultive superiores vy
disminuirdn el tiempo de trabaje requerido para su prepara-

cidén. (Difco)

Harriette D. Verz vy Morris Bumoff nos dicen que la com-
posicidn base de los medios de cultivo es la siguiente: pep-
tonas, extractos e infusiones, agentes solidificantes, indi-
cédores, agentes selectivos, agentes reductores e indicadc-
res.

Para que un medio sea adecuado debe existir un equili-

brio de nutrientes, inhibidores y base para el crecimiento

selectivo de microorganismos.

Por 1o que un medio de cultivo esta compuesto de:
a) Seoporte
b) Nutrientes
¢) Minerzales
d) Vitaminas
2) Indicadores

£1 Inhiibidores
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a) SOPORTE

La introduccidn del agar-agar como agente solidificante

para los medics de cultivo, constituyd un importante adelan-

tc en la ciencia de Bacteriologia. Los medios de agar han he-

cho posible nuchos delos adelantos de la Bacteriologia, por-

que el empleo de estos medios sdlidos han abierto el camino

para nuestros nmétodos actuales de cultivos puros para el ais-

lamiento

y estudios.

bl NUTRIENTES

1.~

Aminocdcidos.~ son sustancias quimicamente puros 1li-
bres de materiales tdxicos que interfieren comn los
metabolismos microbianos. Se les utiliza ampliamen-
te, incorporados a los medios de cultivo de composi-
cidén quimica definida empleados en los estudios nu-
tricionales bacterianos y de otros microorganismos.
Los carbohidratos y glucdsidos son muy usados como
fuente de energia por las bacterias. Las infusiones
de carne se solian usar en un principio junto con
peptenas como el procedimiento nutritivo de medios
de cultive. Mis tarde se encontrd que para nuchos
procedimientos de rutina, el extracto de carne, da-
ba resuitados igual de buenos v tenia la ventaja
indiscutible de una mayor facilidad de preparacidn,

nayor uniformidad.



c)} MINERALES
Son importantes para la comservacidn de= la presidn os-
mética. Se trabajé en medios com condiciones de isotonia.

Ciertas bacterias necesitan una concentracifn salina muy

fuerte {bacterias haldéfilas).

d) VITAMINAS
Son factores de crecimiento requeridas por algunas bac-
terias. Estas suministran enzimas necesarias gque las bacte-

rias son incapaces de sintetizar.

e) INDICADORES

Los colorantes indicadores son de importancia capital
en la preparacidén de medios de cultive diferenciales. Actfian
como indicadores de los cambios de acidez ¢ de alcalinidad

que experimenta el medio.

£} INHIBIDORES

Los colorantes pueden también actuar cczp inhibideres
que impiden o detienen el desarrollo de determinado grupo
de microorganismos comensales que restringen, o inmpiden el

crecimiento del gérmen que esta en estudio.
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CLASIFICACION DE LOS INGREDIENTES BE 125 MEDIOS DE CULTIVOC

A) SOPORTE

1) Agar-Agar
2) Agarosa
3) Gelatinz

B NUTRIENTES

1) AminoZcidzs: a)
b)
c)
d)
2} Carbohidrz*tos
y Gliicidess: a)
b)
c)
d)
e)
£)

3} Peptonas: a)

4% Extractos: a)

L-Asparagina
L-Cistina
L-Ornitina

Triptofano

Dextrosa

Lactocsa

Maltosa

Sacarosa

Salicina

Extracto de Malt:z
Pepteona de Carnc
Peptona de CaseI-z
Peptona de Sovz
Peptena Biotript::iz
Polipeptona
Extracto de Levo:.T2

Extraztoe de Caro:



C)MINERALES

BYVITAMINAS

EY INDICADORES

F) INHIBIDORES

B

3)
1)

1)
2)
3)

1)
2)
3)
4)
5)
6)

8)

Na
K

Li
Mg

Biotina
Acido Fslico

Riboflawvina

Azul de Bromotimol
Azul de Metileno
Eosina Y
Erioglaucina
Fucsina Acida
Fucsina Bisica
Rojo de Femnol

Verde Brillante

Colorantes
Sales Biliares
Antibidticos

(5) ¥ I12)



En general se preparan los medios de cultivo deshidra-

tados en forma de polvo, granulados y tabletas.

La forma mids usual es la de polvo, ya que su prepara-
cidn es relativamente ficil y econfmica. Los componentes del
medic debenm mezclarse adecuadamente y posteriormente homoge-
nizarse finamente, moli&ndolo en un molino especial ( a base
de unas esferas de porcelana de 10 cm de didmetro). Este

tratamiente dura aproximadamente Z8 horas.

En este tipo de medios es importante que se obtenga unsa
granulacidn homogénea, ya que de otra forma pueden tener lu-
gar sedimentaciones de las particulas mds pesadas, durante

el tiempo que permanecen en el envase que las contiene.

Con frecuencia se muelen por separade los colorantes,
en caso de requerirse, ¥ posteriormente se mezclan con el
resto de los componentes del medio. Como precaucidn especial
se recomienda que antes de ser usados, los medios de cultive

en forma de polvo se agiten vigorosamente.

Un prorliema con algunos medics de cultivo elaborades

como pelvo es en algunos ¢asos, afin estande en recipientes
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cerrados a temperaturas elevadas tienen la tendencia mar-
cada de algutinarse o endurecerse. Esto se debe a su alto
contenido en agua (entre 10 y 20 %). En el agar tiene lu-
gar un intercambio entre el agar y la peptona u otras sus-

tancias higroscdpicas, que puedan estar presentes.

Los medios de cultive granulados para su preparacidén
representa aGn mas problema. Los distintos componentes de-
ben procesarse para obtener una pasta, por medic de una mez-
cla azeotrdpica, por ejemplo cloroformo. El ajuste de pH
es relativémente dificil y por lo general se emplea carbona-
to de sodio o Acido citrico. La pasta asi preparada se pasa
atraves de una prenda con horadaciones, obteniefidose fila-
mentos finos, largos que posteriormente Se secan en un seca-
dor especial que garantiza el granulado uniforme y a la vez

la ausencia de polvo.

Desde el punto de vista calidad, los medios de cultivo
granulados son mejores definitivamente, ya que presentan
ventajas notables sobre los medios en forma de pelve. Sin
enbargo por razones de economia no todos los mediocs de cul-
tive se elaboran en forma de granulade y por ello es posi-
ble que algunos medios de cultivo liquidos o sencillos en

su composicidn continuan elaborindose como polvo. {24)



CONTRCL DE CALIDAD

Por tratarse de productos a base de material de origen
biolégico y de naturaleza no definida en muchos casos, como
el agar, peptonas, hidrolizades de caseina o proteinas, etc.
Por estas razones no es sencilloc hablar de estandarizacidn

de los medios.

Para cualquiera de los productos bidsicos mencionados,
por ejemplo peptona, extracte de carne de origen animal,
existen variaciones no solo geogriaficas y raciales, sino tam-
bién de alimentacidn y mantenimiento de los animales, métodos
de procesamiento, obtencidn y purificacidn de ellos, que son

decisivas para definir la calidad del producto.

Por ejemplo en algunos casos el material bioldgico del
cual deben obtenerse estos productos es de tal naturalezea,
como la carne e incluso a temperaturas bajas, no es posible

evitar su degradacidn enzimidtica.

Por otro lado, no es posible garantizar que un produc-
to de esta naturaleza, por ejemplo un medio de cultive o una
base posea una homogeneidad y calidad uniforme para los di-

ferentes lotes.



23,

Solo &s posible obtener una uniformidad relativa entre
diferentes lctes, por medio de mezclas o adiciones especi-
ficas en cada caso que permita lograr vy garantizar una ca-

»

lidad nutricional o bioldgica relativa.

Como Gmnico criteric de calidad y estandarizacidn quedan
los controles estrictos al que el fabricante del medio debe
someter no sclo las bases empleadas, sino también cada lote
de medio que produzca.

Este contrel iavolucraz varios conceptos:
1.- Seleccidn del material a emplear
Z.- Procesos de fabricacidn

3.~ Pruebas sobre el producto final

Todos estos contrcles requieren tanto de pruebas fisi-
coquimicas como bactericlfgicas, pruebas adicionales y com-

plementarias.

Entre las pruebas fisicoquimicas se encuentran: aspec-
to, color, pH, que para mantener este rango se usan buffers,
v se ajusta a la neutralidad, claridad por nefelometria, co-
lor por colerimetria, temperatura por el punto de fusidn y
gelacidn, pérdida por secado, residuo de calcinzcidn, pro-
teinas coagulables, nitr3geno total, contenide de triptofanc

y sulfuro.
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Las pruebas bacterioldgicas comprenien, pruebas con
cepas hemoliticas y no hemoliticas, determinacidn del niime-
ro total de gérmenes por vaciado en acrchiosis, ausencia de

gérmenes termorresistentes, curva de crecimiento, identifi-

cacién de indecl y produccién ce HZS' (30 v (24)

Entre las pruebas complementarias estan la determina-
cidén cromatogrifica de aminoZcidos libres, polipéptidos vy
vitaminas. Sin embargo, atin asi pueden presentarse variacio-
nes en cuanto al aspecto fisico de los =ismos. Un ejemplo de
esto es la peptona que por accidn del calor durante el seca-

do puede presentar variaciones de tonalidzd.

Ante la dificultad de estandarizar un medio de cultivo,
en el nmismo sentido que se hace en otras &reas de la gquimica
analitica, se ha tratado de hacer de acusrdo a criterios bic-

légices.

A continuacién se presenta el certifizado de contrel de

calidad de BBL, gue reali para cada relic de cultivo.
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PLATFD MEDY™

THIS IS =0 CERTIFY that representative samples of ezch lot of plates are
tested in the Quality Control Laboratory accordinp te the following proa—
cedure:

I, Produet Desceription.

A, PXutrient Basc. Trctesued dehydrated GC Agar Base. Sece sanmple
Quality Control Certif-cate on reverse sido.

B. Additives. Pretest:d hemoglobin and IscoVitaleX Invichment.
C. Petri Dishes. Talcon disposable dishes, pretested for ster~
ility and performance.

¥I. Control Tests., The following tests are performed with represen-
tative plates of each lot:

A, Bacterioclogical Performance Test, Plates representative of
the aseptic f£illing cperation are inoculated with dilutions
of the cultures listed below. Plates zre incubated ut 35°C
and examined at 24 and 48 hours for satisfactoery growth and
colony size.

" 1. Keigseria goncrrhocze -~ Lwo strains

2. ZXeisseria meningitidis,

LY
3. Heoepnilus nfluenzas - two strains

Note: Twelve cultures are used in testing the dehydrated
GC Agar Base. _ .

B, Appearance. Representative plates are examined for absence
of obwvicus physical defects such as incorrect color, faroign
material, bubbles, lumps, and uneven £ill.

€. TFirmness, TFirmaess of plates employed for incculation is
noted during this precedure.

D, pl, The pH is deternined electrometrically and should be
7.2 £ 0.2, -
B, Sterility., Representative plates are incubated zud exaunined

for contanmination,

All lots of preépared plates must bo atiaincLory with respeet to the alove
contrel Lex.s to be relecsed for distribution.

-~y

Newvsmboy 7771



A
<=3

OIS

i

]

I

)
(M

)
1

!

i

ALY

b

Lot 107-606 &=3

Ip,

: i, H
‘a.,n'.Js ‘..gf. & ‘.‘f

iy ey L =
G Cv AGAR BASE s

This is to caritly thel representative malterial of his lot was teztes fa {he Quality Control
Laberatory. The following data were ctiaiced from sclected ciilires. ==

Helhod Microblological Plate Test

il
“f)\JOq(

< with sdded Momaglebin, IsoVitaleX 12 =2
(\C"‘D
Growlh Fxcellent C;—_;——_-’;

Test Culfure Hemephiius influznzas B

Meifsseria gonoa
Halsseria maningiidis 1
Nosseria catarrh2ls 1

AN

£Y afler avtoctaving end ecaling to room trmwa:.re = 7.3

w0
)U\Bi

LLBORATORY RIFERT SATISFAGTORY
Lortro! No. 92-15% July 1471

il

A

Cuilures 2re changed from Ume o G2 as sirains are found vilch povide @ greslss S
chaifenge.

)]
i
1

A

N
\
%]

[

s

-

i
/

. BBL
. ==

Ulvision of Deeton, Tickieson and Gampary o) =

Cockeysville, Maryland 21030, USA

PRINIED Iit USWA, o
j :“' 00 o @””‘ﬂe“
! \.‘ Wi s b f:
V. H k“ et

]
1
/

"b(\

f
{
)

Uil
G
Ul

i

jR

m‘..

.’zlj‘, TaTelarn ’*"nﬁf\ﬁ"r\’pnr;'\.c".:;’)
S ‘ NN

N



ANALISIS QUIMICO

Las pruebas guimicas a las que son sometidas lazs mate-

rias primas son las siguientes:

a) Identificaci®n de los principales icnes:
Ca
Carbonates ¥ Bicarbonatos
Citratos
Cloruros
Mg
Na
Tartratos

Tiosulfates

b) Sciubilidad
La solubilidad, es una importante propiedad considera-
da que sirve comec indicacidn cualitativa de su pureza I coro

factor determinante de su actividad. El estudio de 1z soiu-

bilidad de una materia prima esta determinzda solamente de

una forma cualitativa.

c¢) Deternminacidén de Agua
Tomando en consideracién gue muchas czterias primas coo

-

tienen agua de hidratacidn o de absorcidn =5 importante Lo
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determinacién del contenido de electrolitos para verificar

que se¢ ajuste a los patrones de la farmacopea.

d)

Determinacién de pH

Los limites de pH se establecen para aquellas materias

en las cuales la actividad del ion hidrdgeno redunda en su

estabilidad quimica y fisica, o bien en su actividad farma-

coldgica.

e}

Residuo de la Ignicidn

Es la cantidad de materia no volidtil, exenta de carbdn

que resulta de la completa combustif6n de una substancia.

)

Pérdida al Secado

Limite de Cloruros y Sulfatos
Limite de Fierrto

Limite de Materiales Pesados

Valoracién de NitrSgeno por el metodo de Kjeldahl (13)

A continuacidén se presenta algunas materias primas dan-
las siguientes referencias:
Breve descripcidn del ingrediente a analizar.
Peso Molecular.
Férmula.
Descripcidn.
Solubilidad.

Anilisis.
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AGAR-AGAR

El agar-agar es un precducto natural que se obtiene de
regiones come Japdn, Nueva Zelanda, Portugal y México, se
extrae del alga Gelidium cartilagineum ¥ de las algas rojas
con agua caliente y se deja solidificar en tiras gque se se-

can v blanguean al sol. (19}

Quimicamente se trata de un poligalactdsido, em su es-
tado natural ¢ nativo, contiene una serie de agentes inhibi-
torios que pueden ser tdxicos, por la cual para garantizar
su calidad e idoneidad en el empleo de los medios de culti-
vo, debe ser sometido a procesos de purificacidn bastante

elaborados. (24)

DESCRIPCION

Haces de tiras delgadas, membranosas, transliicidas, de
color anaranjado amarillento, son resistentes cuando estan
hiimedas y quebradizas cuando estan secas. Pueden ser aglu-
tinadas en forma granulada ¢ escamosa. Son inodoras y conm

olor marino y producen sensacidén mucilaginosa en la lengua.

ANALISIS

activa de vodo, algunes de los fragmen-

o

Con solucidén r

To azul r muestran algunas aress ro-

9]
[77]
¥
€ o

tos tona el color nd

Uy
]

jizas v viecletas. TUma parte dol agar se hierve con 63 v
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su pesc en agua, duraite 10 minutos, se agita constantemen-
te y se ajusta a una concentracién del 1.5% en peso: se for-
ma un iiguido claro que congela eantre 32°C y 39°C producien-

do un gel consistente que funde, cuando menos a 85°C.

ESTABILIDAD DEL GEL

Esta caracteristica es importante al sembrar (inocular)
o extender un cultivo sobre la superficie del medio.

Como sabemos la dureza o comsistencia del medio, depen-
de de la naturaleza y concentracidn del agar empleado.

A fin de evitar un rompimiento que pueda ocurrir en la
superficie del agar, debido a los medios sumamente blandes,
que contienen un bajo contenido de agar; en la actualidad
se controla la estabilidad del medio de acuerdo a metodolo-
gia previamente establecida.

Se emplean dos dispositivos disefiades per Heinken v
otro por Costin.

.

El primero de estos métodos consiste en um aparato en
el cual, en la parte inferior de una ci3psula { o de un vi-
drio de reloj) se encuentra una varilla con unea pequefiz es-
fera ern la punta. La esfera se apoya sobre la superfice del

agar gue se desea probar y sobre la cdpsula se colocan pgsas

cada ve:z navores.
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La consistencia del zgar se determina cuando 1a super-

e del misnmo sufre lz presidén por la esfera.

(20

fig

Un agar gue posea una resistencia de 50 g/min {1.2%)
es adecuado para garantizar una estabilidad correctz atin en

el caso de emplear concentraciones menores de agar.
T B

Recientemente Costin disefid un dispositivo que permite
medir simultZneamente la estabilidad y la elasticidad de los
geies empleados en los medios de cultivo y en generzl en

cuaiquier agente gelificante.

Este aparato tiene una sensibilidad de aproximadamente
2 g ¥ permite medir consistencias comprendidas eantre 0 y 200 g.
Para los medios de cultivo usuales a base de agar, con este
dispositivo es posible estandarizar la consistencia de los
mismos, con una variacidn nc mayor de 71.35. Este mé&todo posee
ademds una rapidez tal, que le permite ser aplicade rutina-

riamente (40-60 seg).

Una temperatura de solidificacidn elevada tiene lIa ven-
tajza de gelificar rapidamente y reducir las posibilidades
de contaminacidn en que en ocasiones se pueden observar en

las placas de un agar de bajo punto de solidificacién. (27)



L
[
3

GELATINA

La gelatina es un productoc cbtenido por 1a hidrélisis
parcial de la coldgena derivada de la piel, tejido blanco

conectivo y huesos de animales. {32)

Los huesos no se usan en estado natural sino que se
les somete a un procesc quimico obtenié&ndose un producto
conocido como osteina, que comstituye la Sustancia ofgéni~
ca de los huesos. Lz osteina 'se somete a un tratamientoc gue
consiste en lavado, aplicacidn de dlcali para destruir la
menor taza de grasas. nuevo lavado-'aplicacién de un dcido
para destruir el dlcali y un lavado final para obtener el

producte neutro.

DESCRIPCION

Hojas, hojuelas o tiras de color amarilloc palido o ambar.

SOLUBILIDAD

No es soluble en agua fria, scluble en agua caliente,

4cido ac&tico y en mezclas calientes de aguz ¥ glicerina.

ANALISIS

A una solucifén {7 en 100) agregar trinitrofenol o una

T T -

solucidn de dicromato de potasie (1 en 15} previamente ez
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clada con un cuarto del voliimen de &dcido clorhidrico 3N:
formandose un precipitado amarillo.
A una solucida (1 en 5000) afiadir dcido t&mico: se

produce una turbiedad. (35)

EXTRACTO DE CARNE DE BUEY

Es el concentrado del caldo de carne obtemido cocien-
do con agua, carne de buey, fresca, sana, libre de grasa ¥
tendones y evapordndolo z baja temperatura, generalmente al
vacio hasta obtener un residuo espeso, pastoso, de color
amarilloe café oEscuro, ligeramente #cido con olor y sabor
agradables. Se conserva en recipientes obscuros hermética-
mente cerrados.

Para las pruebas siguientes se prepara una solucién di-
seolviendc 25 g en aguz hasta 250 ml. Esta solucifn es clars

y libre de todo sedimento.

ANALISIS

Ensayo para contenido de nitr8geno de sustancias solu-
bles en alcohol.- en un matraz de Kjeldahl de 580 ml se de-
posita una porciﬁn'de alcohol filtrado y de los lavados prc-
cedentes de la prueba ‘*substancias insolubles en alcohol”,

correspondiente a 1 g de los s6lidos solubles en zlcohol.
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S¢ agregan aproximadamente 10 g de sulfato de potasi

]
i

pulverizzado y 20 ml de &dcido sulfdarico. Lz mezcla se calien-
ta a baiz temperaturz hasta que cesa la rTormacién de espu-
ma; se zumenta la temperatura v se hierve hasta que tomz

una colorzcidn amarilla pédlida o es casi incolora. El ma-

-

traz se enfria se agregan cerca de 250 ml de agua y cuidaco-

o~

samente se agrega sclucidn 3:10 dz hidréxido de sodio hast:

-

alcalinizar y se agreza un exceso de 5 ml. Se conecta el ==-
traz por medio de una trampa para rocio a un refrigerante
cuyo tubo de salida esta sumergide bajo lz superficie de >:
ml de solucidn 0.1 N de dcido sulffirico, contenido en un &=z~
traz recibidor. Se destila la mezcla hastz aproximadaments
100 ml del destiladc se haya depositado en la solucidn &ci-
da. Se agrega solucidén indicadora de rojo de metilo se ti-
tula el exceso de Acido con solucidén 0.1 N de hidréxido de
sodio. Cada ml de solucidn 0.1 N de 4cido sulflirico equiva-

le a 1.407 ng de N. Se encuentra no menos de 60 mg de ni-

trégeno. {(13)

EXTRACTO DE LEVADURA
Peptona derivada de c&lulas de levadura. Contiene vitz-
minas y otros factores de crecimiento incluyendo, purinas

pirimidinas. {32)

SESCRIPCIOL

Es un polvo café o amarilleo rejiro, solu™io on agua,
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oclor caracteristico, no putrefacto, sus soluciones son de

color café o café amarillento y dando reaccidén acida (35)

ANALISIS
Determinacién de nitrégeno por el método de Kjeldahl,
explicado en el andlisis para el extracto de carne de buey.
Debera contener entre 7.2 y 9.5% de Nitrbgeno, usando

la muestra previamente desecada a 105°C hasta peso constante.

PEPTONA DESECADA

Se refiere a una serie de compuestos protéicos obteni-
dos por hidrdlisis enzimidtica de una proteina, y constitui-
dos por mezclas de aminodcidos y péptidos puede variarse

seleccionando la enzima y el método de hidrdlisis adecuada.

(31

DESCRIPCION

Polvo rojizo amarillento a café, de olor caracteristi-

co a carne pero no pltrido.

ANALISIS

Contenido de nitrdgeno.- Se determina por el método de
Kieldahl, el mismo que se empled para la deterpiancion de

nitrégeno en el extracto de carne de buey.
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En una muestrz previamente desecada a 105°C, hasta pe-
so constante; se encuentra del 14.2 al 15.5% de nitrdgenc

que corresponde cuando menos al 89% de proteinas. (13)

PEPTONA DE CASEINA
Es un digeridc pancredtico de caseina, adecuado para

el cultivo de muchos grupos de bacterias. (5)

DESCRIPCION

Polvyo grisiceo con olor caracteristicc pero, no putre-

SOLUBILIBAD

Soluble en agua; insoluble en alcohol y &ter.

ANALISIS
Contenido de NitrGgeno.- Se determina per el método

de Kjeldahl, explicado anteriormente.

SALES BILIARES
El principal constituyente de bilis de buey es el de-

soxicolato de sodio, determinado como dcide célico.

SOLUBILIDAD

Soluble en agua ¥ en alcohel; la solucidn produce es-
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puma abundante cuando se agita.

ANALISIS
Sclucidn tipo de dcido célico. Se disuelven 50 mg de
dcido cdlico en dcido ac&tico a 60%, se diluye hasta 700 ml

y se mezcla. Se conserva en refrigeracidn.

Se disuelve un gramo de la muestra en 50 ml de &cido
acético al 60%. Se filtra si es necesario dentro de un ma-
traz volumétrico de 100 ml; se lava el recipiente original
y el filtro, con pequefias porciones de dcido acético al 60%,
que se agregan al filtrado, diluyendo con la mimsa solucidn
de 4cido hasta el aforo y se mezcla. Con pipeta se toma 10
ml de esta solucidn se diluyen con 4cido ac&tico al 60%,

hasta 100 ml y se mezclan.

Se depositan separadamente en dos tubos de comparacién,
medidos con pipeta, a un ml de solucidn tipc m de dcide c&-
lico ¥ un ml de la solucidén de la muestra. A cada uno se le
agrega un ml de solucidn 1:100 de furfural, recientemente
preparado. Inmediatamente se ponen los tubos en bafio de hie-
lo durante 5 min. y se agrega, a cada uno, 13 ml de dcido
sulffirico diluido que se preparaz mezclando cautelosamente
50 ml1 de dcido sulfirico sobre 65 ml de agua. Se mezcla ek

contenido de cada tubo y se ponen ambas en bafic de vapor
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manteniendo a 70° durante 10 min. Inmediatamente se pasan
los tubos al bafio de hielo durante Z min. y se determina ia
absorbancia de cada solucidén a la longitud de onda de la ab-
sorbanciz midxima, cercana a 670 nm, en un espectrofotdmetro
adecuado. Se calcula 1la cantidad en mg de dcide cdlico
(C24 H4UGS) contenido en el peso de la muestrz tomada, por
medio de la f6rmula 500 (AU/AS), en la que Ay ¥ Ag son las
absorbancias de la solucidn tipo dcido cblico, respectivamente.

(13)
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SACARDSA

La sacarosa o aziicar de cafia es un disacirido formado
por glucosa y fructuosa. Esta también es l1lamada az@icar de

cafia. Abunda en el reino vegetal. Es un aziicar no reductor.

FORMULA PESC MOLECULAR
DESCRIPCION

Cristales incoloros o blancos; masas o terrones blan-
cos, cristalincs, o polvo cristalino blanco. Inodoro, sabor

dulce y estable al aire.

SOLUBILIDAD
Muy soluble en agua y en mayor grado en agua hirviente,

poco soluble en alcohol, insoluble en cloroformo y éter.

ANALISIS

Se disuelven 20 g de sacarosa en suficiente agua y la
solucidén se diluye hasta 100 ml, se filtra si es necesario.
En un vaso de precipitados de 250 ml, se pasan 50 ml del 1i-
quide claro y 50 nl de solucidn reactiva de tartrato ciipri-
co alcalino, se tapa el vaso de precipitados con un vidrio
de reloj, se calliente la nuestra de manerza gue se necesitan

4 min para alcamzar el punte de ebullicidn y se hierve du-
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rante Z min. exactamente. En seguida se agregan 100 =1 de
agua recién hervida y fria e inmediatamente se recogs el
precipitado 6xido cuproso en un crisol tarado cubierto por
una capa de amianto la que previamente se ha lavado con
agua caliente y despu&s con 10 ml de alcockol y 10 mi de
éter sucesivamente. El crisol se deseca a 105° durante 30
minutos y se pesa antes de recoger el precipitado de Sxido
cuproso. Se lava el residuo en el filtro com agua caiiente,
en seguida con 10 ml de alcohol y finalmente con 10 ml de
éter se deseca a 105° durante una hora; el peso del Sxido

cuproso es cuando mas de 112 mg. (13)

GLUCOSA

La glucosa se encuentra libre en la niel, en las fru-
tas dulces, en las hojas y tub&rculos de casi todas las
plantas. Se encuentran formando numeroscs glucbsidos, disa-
cidridos (lactosa, sacarosa, maltosa). Es el mis extendido

y el de mayor importancia entre todos los zzGcares. {14)

FORMULA PESO MCLECULAR
C6H1206 180.1
DESCRIPCION

Cristales blancos; los que tienen agua se ablandan

calentados a 60° v funden hasta 80-§2°, 1z mitad de dulce
P 2
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que la sacarosa.

ANALISIS

El andlisis de la glucosa se llevz a cabo por medio
de un sensor enzipdtico electroquimicec, que esta compuesto
de la siguiente forma: un electrodo de platino que contie-
ne la enzima (glucosa oxidasa) y esta cubierto por una mem-
brana semipermeable, la cual va a permitir la difusidn de
substancias de bajo peso molecular coms glucosa, Acido glu-

cénico, aceptor de electrones.

El principio de la medicidn se basa en la oxidacidn es-
pecifica de la glucosa a dcido glucdnico en la presencia de
la glucosa oxidasa y el hexacianoferraio (III) como aceptor

de electrones de acuerdo con:

glucosa+ HZO + {.e{ﬂl‘l};j 5-  glucosz_oxidasa # gluconato +

— .
2H + | Fegcmg“
. O

El hexacianoferrate (II) formado en esta reaccibn es reoxi-

dado en el electrcdo de platino de acuerdo a:

@FefCN)s:) e Pty Tre(aw, ¥+ ze
L - —

Para compensar las otras sustancias reductoras presentes

en la nmuestra se hace una lectura diferencial entre el sensor
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de la glucosa y un electrodo auxiliar localizado en el sis-
tema electrodo-contador. Por esta técnica es posible corre-
gir el efecto de aquellas substancias reductoras las cuales
pueden oxidar directamente al electrode de platino, o pudie-
ra causar una interferencia debido a 1z reduccidn del hexa-

cianoferrato (III). (30)

MANITOL

Alcohol derivado de hidratos de carbono. Es el alcohol
que corresponde a la manosa. Esta extensamente distribuido

en el reino vegetal y se encuentra en estado libre. (21)

DESCRIPCION

Cristales ortor6mbicos de color blanco cremoso, sabor

dulce.

SOLUBILIDAD

1 g se disuelve en 5.5 ml de agua en 83 ml de alcohol,
mis soluble en agua caliente, insoluble en éter, soluble er

piridina y en soluciones &lcalis. (18)

ANALISIS

Adicionar 5 gotas de solucidén saturada de manitol a |
nl de solucidn reactiva de cloruro férrico. Adicionar 5 gotzs

de agua a un scgundo tubo conteniendo 1 ml de sclucidn reacs-
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tiva de clorurc férrico. Adicionar 5 gotas de hidrdxido de
sodio 5N a cada tubo. Se produce un precipitado café en el
tubo que no contiene manitol y un precipitado amarillo en

el tubo con manitol. Agitar vigorosamente los tubos si pro-
duce una solucibn, dard en el tubo conteniendo manitol y
permanece el precipitado en el otro tubo, al adicionar mayor
cantidad de NaCH 5 N no se produce precipitado en el tubo

que contiene manitol pero si en el otro tubo.

A 500 mg de manitol en un tubo de ensayo adicionar 3
ml de anhidrido acético y 1 ml de piridina. Calentar la mez-
cla en un bafio de agua hirviente por 15 minutos y agitar has-
ta disolucidn completa. Enfriar la mezcla, adicionar 20 ml
de agua, mezclar y dejar reposar 5 minutos. Filtrar y dese-

car el precipitado obtenido a 60°C, sobre vacio durante 1 hr.

(6]

GLICINA

La glicina es uno de los compuestos fundamentales y
mids sencillos de los albumincides. Abunda en la cola de
pescado )grenetina) que contiene hasta 15%. (17)

FORMULA PESD  MOLECULAR

-
)

L3

T > HSNH 2
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ANALISIS

Se disuelve 100 gramos de acido monocloroacético en
35 ml de agua y se vierte la solucidn a 15° sobre um litro
de amoniaco concentrado, agitando fuertemente. Se deja el
mﬁtraz tapado durante 24 hrs. y se concentra a fuego direc-
to en una vitrina hasta que el olor a amoniaco desaprezca.
La solucidn residual se hierve en un matraz con hidrdxido
cliprico recién precipitado, el cual se prepara mezclando
una solucidn de 150 gramos d= cobre cristalizado en 550 ml
de agua con 200 ml de sosa al 15% y lavando por decantacidn
con agua. La solucidn azul intensa del glucolato de cobre
se concentra para que se cristalice o, mejor alin, se evapo-
Ta a seco en bafio maria, se disuelve el residuo en 100 ml
de agua y la solucidn se le agrega 200 ml de alcohol. Asi
precipita casi todo el glucolato de cobre se enjuaga al
cabo de 24 hrs. Se lava sucesivamente con alcohol de 60°,
de 80°y 90° hasta que desaparezca la reaccidn de cloroc
(procedente del NH,C1) ¥ hasta que el alcohol salga incolo-
ro, lo que ordinariamente suele coincidir con dicha desapa-
ricifn. Para obtener la glucocola de la sal de cobre, esta
se disuelve en agua, se aflade un poco de hidrdxido de zalu-
minioc recién precipitado, se satura la solucidn con H:S
y se hierve algunos minutos. EL CuS se separa entonces f3-
cllmente se enjuaga y se¢ lava con agua hervida que conten-

ga [,S hasta que una prueba del filtrado, hervida com un
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poco de Oxido cliprice permanezca incolora, concentrando el
l1iquido filtrado, cristaliza la glucocola en cristales in-
coloros que, a veces contienen pequefia cantidad de un com-
puesto amoniaco. Si asi ocurre, se hierve la solucidn ceon
cal viva hasta que desaprezca el olor de amoniaco, se pre-
cipita la cal disuelta con la cantidad exacta de carbonato

de amonio y se cencentra para que cristalice. (14)

L-CISTINA

Por hidr6lisis dcida de las sustancias albuminoides
queratinicas (garras, uilas, plumas, cuernos, pelos) resul-

ta entre otras sustancias cistina.

Las queratinas son un tipo de escleroproteinas (albu-
minoides de sostén) muy insolubles, dificilmente hidroliza-
bles, que no se atacan por los fermentos digestivos y que,
desde un punto de vista quimico se caracteriza precisamente
por su alto contenido en azufre, que se encuentra en forma

de cistina.

FORMULA PESO MOLECULAR
C6H1204N252 240.29
ANALISIS

100 g de plumas ¢ de cabellos se ponen ep un matra:z re-

- - s

dondo con 300 ml de dcido clorhidrico concentrado y se Riicr-
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ve a reflujo durznte 6 horas afiadiendo un poco de carbdn
animal. Después de enfriar se afiade igual cantidad de agua
y se filtra . Al filtrado se le agrega, snfriando, lejia de
sosa, hasta que la reaccidén guede sélo Z&bilmente dcida. En-
tonces se afiaden 30 ml de Acido acético glacial y se coloca
en la nevera. La cistina cristaliza despué€s de algunos dias
(4-5). Las aguas madres se concentran ¥y luego se enirian a
0°. La cistina bruta se encuentra con frecuencia impurifica-
da por tirosina {(reaccidn del milldn, positiva). Para puri-
ficarla se disuelve en 10 ml de amoniacc al 10% y se neutra-
liza con &cido ac&tico glacial, y asi precipita la cistina
bastante pura. La recristalizacidn se hace repitiendo este
tratamiento y afiadiendo carbén animal, si es preciso.

Rendimiento.- Unos 2.5 g a partir de cabeilos rubios. (14)

ORNITINA
La ornitina es un aminodcido no protfico que actiia co-
mo precurscr importante o intermediaric =n el metabelismo.
La ornitina es intermediario en la sintesis de la ar-
ginina. (21)

FORMULA FES0 MOLECULAR

C H SCIN?@, 168.62

1
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DESCRIPCION

Cristales finos blancos, soluble en agua, incoloro,

de textura caracteristica.

ANALISIS

A 1 ml de una solucidn de monoclorhidrato de ornitina
(0.2 en 100) adicionar 1 ml de solucién de nitroferricianu-
o de sodio y una solucidn zl 10% de acetaldehido: un color

azul no se produce.

A un ml de una solucidén de monoclorhidrato de ornitimna
(0.01 en 100) adicione 1 ml de dcido acé&tico glacialy i1 ml
de la solucidn prueba de ninkidrina y caliente sobre bafio

de agua por 30 min un color indigo es producido. (33}
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SZICARBONATC DE SODIC
Se obtiene a partir del bicarbonato de amecnio y el
cloruro de sodio. (14}
FORMULA PESO MOLECULAR
Naﬁl@s 8§4.01
DESCRIPCICH
Polvo cristalino blanco, estable al aire seco. Se des-

compone lentamente en ambiente hiimedo.

SOLUBILIDAD

Soluble en agua, insoluble en alcohol, sus socluciones
en agua fria recién preparadas y sin agitar son alcalinas
al papel tormasol, alcalinidad que aumenta con el tiempo ¥y

también al agitarse o calentarse.

ANALISIS

Se pesan zproximadsznente 3 g de bicarbonato de sodio,
se mezclan con 25 ml de agua, se agrega solucidn indicadora
de anaranjadc <e metils ¥ se valora cen solucidn 1N de dci-
do sulfGrico. lzda ml de solucidn 1IN de dcido sulfdrico equi-

)

vale a 84.07 —: de NaHCC,. (13

CLORURO DE SQrI 7
fresente ¢ el agua 3¢ mar y en los lagos salados. En

Inglaterra s8¢ Z-<iene a partir de depdsites subterrdncons de
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de sal-roca. (2}
FORMULA PESO MQOLECULAR
NaCl 58.44

DESCRIPCION

Cristales pequefios anhidros, incoloros ¢ polve blanco,

cristalino, inodoro, de saber salino inalterable en el aire,

SOLUBILIDAD
Muy soluble en agua y enm mayor grado en agua hirviente;

soluble en glicerina, poco seluble en alcohol.

ANALISIS

Se pesan aproximadamente 250 mg de cloruro de sodio pre-
viamente desecado a 105° durante dos horas y se disuelven
en 50 ml1 de agua, en un matraz con tapdn esmerilado, se agre-
gan 50 ml de solucidn 0.1 N de nitrato de plata, 3 ml de aci-
do nitrico, y 5 ml de nitrobenceno y 2 ml de solucidn indi-
cadora de sulfato férricc amdnico, se mezclan y se valora el
exceso de la solucidén 0.7 N de nitrato de plata, com 0.1 N
de sulfocianuro de amonio. Cada ml de solucién 0.1 N de ni-

trato de plata equivale a 5.535 de NaCi. (13)

CLORURD DE POTASIC
Se encuentrz en grandes zantidades en los depdsitos de

sales potdsicas. (I}
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FORMULA PESO MOLECULAR
KC1 74.56

DESCRIPCION
Cristales ciibicos o prismaticos, alargados incoloros,
o0 polvo granular blanco. Inodero, sabor salino y estable

al aire, Sus soluciones son neutras al papel tornasol.

SOLUBILIDAD
Facilmente soluble en agua, muy soluble en agua hir-

viente insoluble en alcohol.

ANALISIS

En un matraz con tapdn esmerilado se disuelven aproxi-
madamente 250 mg de cloruro potédsico en 50 ml de agua mien-
tras se agita se agregan 50 ml de solucidn 0.1 N de nitrate
de plata, 3 ml de dcido nitrico y 5 ml de nitrobencenc, se
agita nuevamente, se agregan dos ml de solucidn reactiva de
sulfato de amonic fé&rrico y se valora el exceso de nitrato
de platz con solucidn 0.1 N de sulfocianurc de amonic: cadsz
ml de solucidn 0.1 X de nitratc de plata eguivale a 7.456 mg

de KC1. (13)

CLORURG DE CALCIO
FORMULA PESC MOLECULAR

all,.2H,0 147.02
2

P



DESCRIPCION
Fragmentos o grZnulos de consistencia dura, blancos e

inodoros delicuescentes.

SOLUBILIDAD
Soluble en agua, alcohol y alcohol hirviente. Muy solu-

ble en agua hirviente.

ANALISIS

Se pesa aproximadamente 1 g de cloruro de calcio se de-
posita en un vaso de precipitados de 250 ml y se disuelve en
una mezcla de 100 ml de agua y 5 ml de d4cido clorhidrico di-
luido. Se pasa la solucidn a un matraz volumétrico de 250 mi
se diluye hasta el aforo y se mezcla. Se mide con pipeta 5€
ml de la solucidn, se deposita en un recipiente adecuado, se
agregan 100 ml de agua, 15 ml de solucifn reactiva de hidr&-
xido de sodio y 300 mg del indicador de azul de hidroxinaftel.
Se valora con solucién 0.05 M de etilendiaminotetraacetatc
disddico hasta obtenrer coloracifn azul intensa cada ml de

esta solucidn equivale a 7.351 mg de CaCl,.H,0. (13)
2772
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ZUL DE METILEXD
Colorante Jdel grupo de las tiazinas. Sus dos aficleos
aromiaticos se k=llan enlazados entre si a través de un atomo

~

de azufre . Tz=bién es llamado cloruro de metiltionina.

FORMULA PESO MOLECULAR
(CygHygNzC18),-ClZn Hy0 355.9
DESCRIPCION

Polvo cristzlino verde obscuro, higroscdpico. Tiene

briilo metilice.

SOLUBILIDAD
Soluble a Z0°, en 40 partes de agua, en 110 partes de

alcohol y en 452 partes de cloroformo.

ANALISIS

Mezclar 1€ =21 de una solucidn al 0.01% con Acido acé-
tico, 1 ml y 1CC mg de polve de zinc y calentar; la solucifnm
se decolora. Filtrar y dejar el filtrado al zire; el color

azul se presenta. {35)

ROJO DE FENOL
Es un colerznte muy usado como indicador quimicao, que

pertenece al gru-: de las fenolsulfonftaleinas. Es muy usa-



i
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do en pruebas bicgquimicas.

DESCRIPLCION

Es un polve cristalino de color rojo brillante @ rojo

obscuro, es inodoro.

SOLUBILIDAD

Poco soluble en agua; soluble a 20°%°en 350 partes de

alcohol; soluble en soluciones Ze carbonatos dlicalis.

ANALISIS

Disolver 5 mg de rojo de fenol en 0.3 ml de hidréxido
de sodio 1 N. Agregar 2 ml de bromo y 1 ml de dcido hidro-
clorhidrico, agitar y dejar reposar 5 minutes, y alcalimizar
con hidrdxido de sodio 1 N; se produce un color azul-vicleta

intenso. {34)

CRISTAL VIQLETA

Es un colorante basico. Es una mezcla de tetra, penta

y hexametil pararrosanilin. (36}

FORMULA PES0O MOLECULAR

CES HSD LlNS 408.¢
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BESCRIPCION

Cristales verde obscurc, inodoros.

SOLUBILIDAD

Soluble en agua, etanol, cloroformo y glicerol.

ANALISIS

Disolver €.5 g en 25 ml de etanol caliente, agregar
25 ml de agua y 25 ml de una solucifén al 20% de tartrato-
(#+1sodio potasio. Eliminar el aire del matraz con didxido
de carbono, hasta el final de la reaccidn. Calentar a ebu-
11icidn y titular con una solucidén de cloruro de titanio
(IX1} 0.1 N, 1a titulacidn se l1lleva a cabo durante la ebu-
11icidn de 1a solucidén. Cada ml de cloruro de titanio es

equivalente a §.0204 de C, Ho,CIN.. (6}
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ACIDO CITRICO
Es un 3cido orginico muy usade en la industria de ali-

mentos ¥ farmacéutica. Es utilizado para el mantenimiento

de pH. (7}

FORMULA PESO MOLECULAR
CetigDs 192.13

DESCRIPCION

Pclve blanco ¢ristalino, fino o granulosc. Inodoro ¥y

con fuerte sabor Acido.

ANALISIS

En un matraz tarado se depositan aproximadamente 3 g
de dcido citrico, se disuelve en 40 ml de agua y se titula
con solucidén IN de hidroxido de sodio, usando una solucién
indicadera de fenolftaleina; cada ml de solucidn t N de hi-

drdxido de sodio eguivale a 64.04 mg de CG H8 }? . (13)

ACIDO TARTARICO
Es un dcido dib&sico divalente, se encuentra en abun-
dancia en 1a naturaleza, libre o combinado con el potasic ©

el calcio.

FORMULS PESO MOLECULAR
1 156.09



L
[

DESCRIPCION
Polvo cristalino, granular ¢ fino incoloro o cristales

blancos translicidos, inodoro, sabor dcido estable al aire.

SOLUBILIDAD

Soluble en agua y en alcohol.

ANALISIS

Deberi responder a las pruebas para tartratos, a una
pequefia cantidad (100 mg de Zcido tartdrico) adicionar unas
gotas de una mezcla de 15 ml de piridina y 5 ml de anhidri-

do acético se produce una coloracidén verde esmeralda.

Cuando se lleva a ignicién, gradualmente se descompone
emitiendo un olor parecido al del azlicar quemada.

b) Colocar alrededor de 2 g de acido tartirico previa-
mente seco y exactamente pesado en un matraz y disolver ern
40 ml de agua, adicionar unas gotas de solucifn reactiva de
fenolftaleina y titular con solucidn volum&trica de NaQH

1 N. (35)



CLORANFENICOL

Es un antibidtico producidoc por Streptenyces vene-
zuelae. Puede ser preparado por procesos bicquimicos y tam-
bién por proceso sintéticos. Tiene caracteristicas en comin
con las tetraciclinas. Es de amplio espectro, actfia a nivel

de sintesis de proteimas.

FORMULA PESO MOLECULAR

O. 323.13

H,,Cl NZ 5

c

117712772

DESCRIPCION
Cristales finos como agujas o escamas alargadas, de

color blanco a blance grisicec o blanco amarillento, sabor

amargo.

SOLUBILIDAD
Muy soluble en metanol, etanol, &ter etilico, acetona

y acetato de etilo. Insoluble en benceno ¥ &ter de petrdleo.

ANALISIS

Se disuelven ern agua separadamente, porciones adecuadas
de la nmuestra y de cloranfenicel, patrén de referencia, y se
diluyen respectiva v cuantitativamente, hasta obtener solu-
ciones gue conteng:m 20 micregrames por mi, calentando si es

necesariso para disclver completamente v se enfrian. En un es-
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pectrofotdmetro adecuado se determina la absorbancia de ca-
da solucidén a 278 nm, usando agua como blanco. La absorban-

cia se calcula como sigue:

Ar78 x 1000
p(en 100 ml)

Absorbancia =

3278 ~ absorbancia a 278 nm (ya sea de la muestra o de la
solucién patrén de referencia). p - peso en mg ya sea de 1la

nuestra o de la substancia, patrén de referencia.

En un nl1 de alcohol al 50% se disuelven 10 mg de clorar-
fenicol, se agregan 3 mg de la solucién al 1% p/v de clorursc
de calcio y 50 mg de pelvo de zinc. En bafio de vapor se ca-
lienta durante 10 minutos se enfria y se filtra. Al filtrade
se le agregan 100 mg de acetato de sodio anhidro y dos gotas
de cloruro de benzoilo. Se agita durante un minuto, y se
agregan 0.5 ml de solucifin de cloruro férrico y 3 ml de dci-
do clorhidrico diluido y se mezclan; se produce coloracién
gque va del vicleta rojizo al plrpura. Se repite la prueba

inc; no se produce las coloraciones

£1

onitiende el polve de

nencionadas.

A 5 ml de una selucidén al 0.1%, p/v, de cloranfenicol
se agregan algunas gotas de solucidn reactiva de plata: no

se produce precipitado. In 2 ml de 1a sclucidn reactiva al-



coh6lica de hidréxido de potasio se disuelven 50 mg de clo-
ranfenicol ¥y se calienta a bafio mariz durante 15 minutos.

Se agregan 20 mg de carbdn activado del colorante, se agita
¥y se filtra: 1a solucidn satisface el ensayo para cloruros,

al ser tratada con solucidn reactiva de nitrato de plata. (13)

UREA

Es una diamida del #cido carbdnico, a la que frecuente-

mente se menciona como carbamida.

FORMULA PESO MOLECULAR
CH, ¥ ,0 66.06

=

DESCRIPCION

Cristales prismidticos, incoloros y transparentes,

inodoro.

SCLUBILIDAD

Soluble en agua y etanol, inscluble en éter v cloro-

formo.

ANALISIS
Poner (.17 g de urea 2n un matracz de cuello large de

3ud ml y agregar 25 ml de agua, 2 ml de una solucidn al 3%
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de sulfato de cobre, y 8 ml de #cido sulffirico, calentar
hasta gue emitan vapores de tridxido de sulfuro. Calentar
durante 15 minutos, enfriar y agregar cuidadosamente 100
ml de agua y 0.2 g de zinc granulado y comnectar el matra:z
a un aparato de destilacidn de amoniaco el cual tiene un
tubc que da directamente a un matraz con 50 ml de acido

hidroclorhidrico &.2 M.

Calentar el matraz, hasta que el aire haya sido eli-
minado por la presencia de vagpor, agregar poco a poce 75
ml de hidrdxido de sodio 5 M, y destilar el amoniaco. Ti-
tular el exceso de dcido con 0.2 M de hidr6éxido de sodio,
usande el rojo de metilo como indicador. Repetir la opera-
cién, sin la substancia a analizar, la diferencia en ias
titulaciones nos dari la cantidad de amoniaco liberadeo
por la urea. Cada ml de 4cido hidroclorhidrico 0.2 M es

equivalente a 0.086006 de urea. (0]
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TIOGLICOLATC DE SODIO

El tioglicolato de sodio ¢ dcido tioglicdlico cuyc
grupo sulfihidrilo anula la toxicidad de los conservaderes
metdlicos permitiendo de esta forma el desarrollo de cuzl-

quier organismo viable. (11)

FORMULA PESC MCLECULAR

HSCH, COOHNa 114.09

2

DESCRIPCION

Polvo cristaline blanco, ligero olor caracteristiceo.

SOLUBILIDAD

Muy soluble en agua, ligeramente inscluble en alcohol.

ANALISIS

Pesar con exactitud alrededor de 250 mg de muestra, di-
selver en 50 ml de agua libre de Cs. Adicionar 5 ml de HC1
diluido, hervir por dos minutos y enfriar. Titular la scolu-
cidn con una solucidn volumétrica de iedo 0.1 N adicienando

3 ml €e splucidn de almiddn hacia el final de la titulacidn.
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XARTINAS

Las xantinas son el producto de la degradacidn de los
dcidos nucléicos, pertenecen a las purinas. La palabra xan-
tina proviene del griego, de la palabra xanthos que signi-
ficz "amarille", debido al residuo amarillo que se produce

per este compuesto cuande e5 calentado a sequedad con idcido

citrico. (12)

Entre lcs derivados metilados de la xantina de mis im-
portancia esta el grupo de 1os alcaloides; entre los que se
encuentra la teofilina, teobromina, cafeina. (36) (16)

A continuacidn se presentz el andlisis de dos de ellas.

TEQFILINA
Alcaloide del té.
FOBTILA PESO MOLECULAR

Ho N, 0, 188.8

Colocar 250 mg de tecfilina, bien pesada, en un matra:z
cfénico de 238 ml, afiadir 37 =1 de agua y agitar. Calentar la
mezcla hasta total disoluciZn en bafio de vapor. Enfriar vy
afiadir 20 ml de nitrato de zliIata 0.IN ¥ 1.0 ml de zzul de

broostimel, titular con hilrdxide de sodic 0.1N hastz que se
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observe un color azul. Cadz ml de hidrdxideo de sodio es

equivalente a 18.02 mg de C, H

CAFEINA

Alcaloide del café.

FORMULA
Cg Hyg Ny Oy

ANALISIS

Disolver 400 mg de cafeina, en 40 ml de anhidrido acé-
tico caliente. Enfriar y afadir 80 ml de benceno y titular
con 4cido perclérico 0.1 N, determinando el punto final de

la reacci®n potenciométricamente.

(35}

PESG MOLECULAR
193.8

Cada ml de dcido percldrico es equivalente a 19.42 mg de

Cg Hyg Ny 0, « (35)



RIBOFLAVINA

Se sabe que 1la riboflavinz existe en dos formas en
diversos sistemas enzimiticos. La primera es el fosfato de
riboflavina (riboflavinmononucleftido) y es constituyente
de 1la enzima amarilla de Warburg, de la citocromo o reduc-

tasa y de la aminodcido deshidrogenasa de los L-aminoZcidos.

(17)

FORMULA PESO MOLECULAR
C]? HZO N4 06 376.37

DESCRIPCION

Polvo cristalinc amarille o amarillo anaranjado, con
ligero clor caracteristico. En estado seco, la riboflavina
no se altera notablemente por la luz difusa, pero en soiu-
cién especialmente en presencia de dlcalis, se descompone

ridpidamente por la luz.

SOLUBILIDAD

Muy poco soluble en agua, zlcohol y en solucidn iso-
ténica de cloruro de sodio; es nuy soluble en soluciones di-
luidos de &dlicalis; insoluble en &ter y en cloroformo. Su

solucién saturada es neutra al papel tornasol.
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ANALISIS

Nota: el procedimiento se efectfia evitando la exposi-
citn a la imz. En un matraz volum@trico de 1 €00 ml, que
contenga cerca de 50 ml de dcido zcstico y suficiente agua
hasta obtener 800 ml. Se calientz en bafio de vapor prote-
gido de la Iuz y se agita frecuenterente hasta &isolucidn.
Se enfria 2 25° , se diluye con agua hasta el aforo y se

mezcla.

Esta splucidn se diluye cuantitativamente con agua,
hasta obtener umna solucidn cuya concentraci6én sea la adecua-
da para determinar su fluorescencia en el fluordmetro emplez-

do.

De igual manera se prepara una solucidén tipo que con-
tenga en cada ml una cantidad de riboflavina Patrdn de Re-
ferencia, eguivalente a2 1a de la solucidn por wvalorar de
riboflavina, preparada como se indica en el pirrafo ante-
rior ¥y se ride la intemsidad de su fluorescencia en un fluc-
roémetro o cerca de 460 nm. Inmediatamente despufs de verifi-
tar la lectura, se agregan a la solucidn tipo cerca de 10
ng de hidrosulfito de sodio, agitamde con una varilla de vi-
drio hasta disolucidn v enseguida se mide de nuevo la fluc-
rescencia. La diferencia entre las dos lecturas, representa

la intensicad de la fluorescencia (corregida) de la solucifc
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tipo riboflavina. De igual manera se mide la intensidad
de la fluorescencia de la solucidén de iz muestra de ribo-
filavina por valorar, a cerca de 460 nm antes y despugs de
agregarle el hidrosulfito de sodio. Se calcula lz canti-
Zdad en mcg por ml de C17H2@N406 en ia solucidn ensayada
de riboflavina, por medio de la f6rmula C[Iu/Is), en la
gue C es la concentracidén en mcg por nl de riboflavina,
Patrdn de Referencia en la solucidén tipo; I, e IS son los
valores corregidos de la fluorescencia observada, en las

soluciones de 1z muestra ¥y de la riboflavina Patrdm de

Referencia respectivamente. (13)



co

h

NCLUSIOXNES

Es realmente dificil llevar a cabo el control de cali-
dad de los medios de cultive, ya que lizs materias pri-
mas utilizadas para su elzboracidn, en su gran mayoria

son de origen bioldgico.

Por ser de origen biolfgicc estan sujetas a variaciones
tales como: alimentacién, situacidén gecgrafica, proce-
samiento quimico, por lo tantc es dificil lograr unifor-

midad en cada lote preparado.

Es por esto que cada fabricante de mediss de cultivo
tiene sus propias técnicas, ya que no existen estandares

pre sstablecidos para su elzboracidn.
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