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1. INTRODUCCION

Desde siempre el hombre ha utilizado las fermentociones microbianas para
Producir y conservar sus alimentos, pars producir sustencias Que les asyuden
@ consearvar su salud, y para processr desperdiciocs. Paro ls Micrabiologia

Industrial como tel es reletivemente una ciencie nueva; solamsnte tiene un

poco mf&s de cien afos.

Los principios de la Microbiologfa Industrial fueron establecidos por Faa-
teur cuando demostr§ indiscutiblemente que la fermentacifn slcohelica ara
producida por levadurss. Deasde entonces, y principalmente dursnte ls segun-
ds guerra mundial, ce dessrrollaron una graon centidad de procesecs para la
produccifn de Ecidos orgBinicos, vitaminas, enzimas, antibifticos y amino-—
ficidos principslmente.

Antes de continuar e&s nacesario definir el tErminoc "fermentacibn®™ :
Bioquimicanmente fermenteacifin se le llsm2 sl proceso snseroblo de degradacibn
de un sustrato (glucosa), donde el aceptor final de slectrones es un metebo-
lito derivado del proplo sustrato, como etsnol, 6cido 1&ctico o glicerol.

En Micrebiologia Induatrial la aplicecifn del té&rminc es difersnte @
Originslmente se refaria sl burbujec ocbservado cusnde el azficar o ®1 almiobn
eran sometidos @ trensforsaciones por levadures en las bebides alecoholices;
dewpuls, ful epliseds sl proceso por el cusl se Torma slicehnol & partir de
azrficer. Actuslmente ¢l vocablo "fermenticifn® se .nlic- a8 todos loe procescs
microbiance &n los Sueles se produce alguna sustancla GOtil, a8 partir de uwn
suatrato orgBnico adetusdo.

En la Gltima déeads se han desarrollado dos Srees importantee dentro de las
fermentaciones microbianas : La produccifin de proteina unicelular o biomase
v la tecnologia enzimftica, como respuests a les necesidades de producir
alimentos baratos sn gran escala, y a8 sus apliceacilonues en el fSrea n&dica.

La Microbiologia Industrial no sflo hs avanzado y tenido #xito en procesos



industriales, sino que ha contribufdo al mejor conocimiento del metabplismo
microbiano en diferentes condiciones ambientasles y de los cambios a nivel
celular que ocurren cuando el medio smbiente varis.

El futuro vy los retos gque enfrentorf 1las Microbiologfa Industrial son muy

variades v como ejemplos podemos mencionar : La sintesis enzimftica por

células inmovilizedas, el usc de celulosa como materis prima principal pars
las fermentaciones, &1 cultivo de anticuerpos para deteccisn clfnics y puri-

ficacifn de sustancias y tantas splicaciones como necesidades y conocimiantos

a2l respecto vayan aurgiendo en el futuro; le mejor muestra de la importsncis

presente y futura de la Microbiologf{a Industrial es 1a proliferacifn d= 1la
literatura relacionada y 18 gran cantided de investigadores dedicedos a tra-
bajos en el Srea.

El propfmito de la presente tesis =s formar una subcoleccidn de microorga-
nismos, para el Cepario de la Facultad de Guimica, que sean Gtiles para le
produccifn de distintas sustencias de interés industrial, asf como la imple-

mentacifn de medios de cultivo vy las condiciones Sptimas parz la produccién

de estas sustanclias en cantidades significatives.



2+ GENERAULIDADES

€1 nlmero (e fermentaciones industriales aplicado ectualmente es tan
grande que existen algunas colecciones de cepas en el munda gque se de-—

dican O(nicamente a la conservacifin de microorganismos industriales como

la NCI8 {(National Collection of Induatriel Bacteria) en Escocia.
Para uha coleccibn regional y dedicada & la ensefanza como es la Facul-

tad de Quimice se selecionaron sflo unas cuantas cepass en fFuncifn de au

disponibilidad, es decir, se busceron microorganismos representativos
de lps procesos de fermentacliones industriales mfs comunes, gque se tuvie-

ran dentro del acervo del Cepario de la Facultad de Quimica, o se pudie-

ran obtener de algun=s atra coleccibn.

Los productos obtenidos por mé&todos microbioldgicos son muy variados vy
numerosas; asf{ que en este trabajo se seleccionaron en funcifin de las ne-
cesidades de las pr8ctices de laboratorio de las materiss de Micrabiologfa

Industrial, Ermologfsa, Biosintesis Microbiana de Aplicacién Industrisl, Fi-
siologfa y Bioquimica de Microorganismos, Tecnologfa de Alimentos; para
que esta subcoleccifin de cepas resultare de utilidad.
Para verificar las cantidades de las sustancias producidas por los micro-—
arganismos se utilizeron m&todos de valoracifin fisicos, quimicos, y micro-
tilologicos r8pidos, sencillios y algunos especificos para las sustancilas
ademfs de confiables.

lLas cepas de esta subcoleccifn se conservaron mediante el m&todo de liofi-
lizacibn por que es un métode mpraopiado para la conservacifin a largo plazo
lo mAs importante, =a gue con este mfétodo se evita la pBrdida de las

‘.‘.
caracteri{sticas que las hacen valiosas para las fermentaciones industrisles.



2.1 IMPORTANCIA DE LAS SUSTANCIAS PRODUCIDAS POR LOS MICROORGANISMUS
QUE INTEGRAN ESTA SUBCOLECCION

ACIDOS ORGANICOS :

La conver=sifin microbinlfgica de cerbohidratos & fBcidos orgfnicos Gtiles
industrialmente ha sido estudiede por muchos lsboratorios durante los {1-

timos cincuenta sfins. Entre los procesos mis investigados estén la produc-

cifn de Scido ci{trico, fumirico, glucénico, acético, itacSnico y lBctico.

Los procesos y los mecanismos de sfntesis para la formacifin de estvs &cidos
fha ayudado en gran medida & entender muchas otras fermentaciones producidas

por microorganismos. Los Acidos org&nlcos que pueden ser producldos por mi-
croorganismos que integran este subcoleccifn son : Aclido c{trico
Acido scético

Acido l8ctico

Acido citrico :

El &cido citrico (CEHBD7). un fcido tricarboxilico fuf aislado poar primers

vez &n 1784 por Scheele del jugo de limBn. En 1893 Wehmer descubrid que el
écido citrico podfa ser producido por ciertos hongos de los géneros Mucor

vy Appergillus a partir de sacarosa como fuente de carbono y al pgH bajos para
evitar 1a formacibn de 8cido ox6lico. Hoy en dia casi todo el Acido cfitrico

gque se utiliza en alimentos y otras industriss procede de fermentaciones
microbianas yva que los hohgos producen mayor canticad de easte &Scido a menar

precio que el pbtenido por extraccibn de los cftricos.

El &cido citrico tiene una gran variedad de usas : E1 70 .. de &cido produ—
cido es utilizado en la industrie alimentsria y de beblidas; el 12 % se uti-
1iza en 12 industria farmaceutica y el 18 % restante para otro tipo de apli-

caciones industriales como en la industria de los detergentes.



La produccifin de Scido citrico por hongos depende del ciclo del &cida
ci{trico o ciclo de HKrehs; sste ciclo es complejn & involucra gran canti-

dad de enzimas., Se ha encontrado que cdurante el periodo de acumulacién de
4cido citrico durante la fermentacibn, el cicle de Krebs normal ee interrum-
pido y como consecuencia la sctividad especi{fica de la enzima condensante
decrece a una décima parte de la normal y las actividades de la isocitrato
deshidrogenasa vy 1la aconitasa practicamente desaparecen.

El punto de partida de la sintesis del 8cido cftrico es el oxaloacetetc

que se epcuentra ern la parte final del cicle de Krebs, pero pers Que se pro-
duzca una cantided mayor de fcido, &S necessria la presencie de un suministre
diferente de oxalpacetato y &ésta puede ser obtenida del piruvatoc de la forma
siguiente : Primeramente mediante un& carboxilacifn del piruvato a mélntn,
catalizada por medio de la malato deshidrogenasa, y despubs la transformacién
de malato & oxaloacetsto por medio de una enzimo mélica. Tamblén sa puede obtener

m&s oxolpacetato por carboxilacibn del fosfoencl-piruveto, precursor del pi-

ruvato.

Acido acktico :

€1 Scido acético se produce mediante un proceso oxidativo en donde soluciones
diluidas de etanol (mosto) son oxidadas per microorganismos del género Aceto-
bacter con el oxigenn del aire & Scido acfético y agua. La reaccifn de pxida~

cifn es la siguiente :
CZHSDH + 02 ——————————— — CHBCUUH + HZU
Todoa los mostos deben contenex etanol, agua y nutrientes para el desarrolls
de la bacterim. Poras una fermentacién satisfactaoris de Scido ecktico, el eta-
nol debe pxidarse cuentitativamente a este écido, Los rendimientos del 95 al
898 % mon normales; el Scido acfktico formado no s oxidado posteriarmente &

CDZ v @anua. £8 sabido gque la oxidacifn del etanol se lleva a cabo en dos pa-



sos con acetaldehfdo como producto intermedio.

Despufs de estudiar ampliamente a las bactefiaa del gfnero Acetobacter se
pudo presentar un esquema gencral de la exidacién de etanol a Scido oc€tico :
El etanol es oxidado por la enzima Alcohol-citocromo-553-reductase a acetal-
dehfdo posteriormente este es oxidado por una enzima independiente la al-
dehico-deshidrogenasa, incorporando el productao al ciclo de les &cidos tri-

carbaox{}licos para formar el Scido ac&tico.

Acido l&ctico y Fermentacién léctica :

La preparacifn de alimentos por fermentaci6n lfctica =s uno de los métodos

de conservacién m&s importantea. Un ejemplo de alimentos producldos totalmente
o sblo parcialmente por fermentaclén l&ctica en salmuera son ies pepinillas y
las ac=itunas. Los microorganismos mfe comunmente usados en este tipo de fer-

mentacifn son Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus planterum.

Existe otro tipo de fermentacifin léctica adem&s de la en salmuera y es
cuenda se utiliza como sustrato leche y mediante algunas bacterias l&8cticas
se producen derivados lAicteos coma quesos y yogurts.

En ambos tipos de fermentacién se metabolizan los carbohidratos por la via

glucolitica y se produce Scidoc l8ctico en condiciones anaerobias.

ENZIMAS

LLas enzimas son proteinas producides por los orgeniswmos vivos para catalizar
reacciones quimicas especificas; su Tuncibn biolagica es la de realizar las
reacciones metab6licas de plantas, animales y microorganismos. Las enzimas
pueden obtenerse de cualquiera de estos organismos, pero les formas mis fre-
cuentemente utilizadas de chtenerlas es sin duda a partir de microorganismos
ya que se requliere de menos espacio para producir una mayor cantidad de enzi-

mas que utilizando plantas o animcles. Otre ventaja de utilizar microerqarls-—



mos es gue muchas enzimos producidas por estos san extracelulares y son li-
beradas al medio de cultivo, facilitando asi su obtencién ya que las enzimas

intracelulares contienen contaminantes celulares por los procesos de obtencibn.

A - Amilasa :

Esta enzima (L -1-4-glucan-glucanohidrolasa) es utilizada en la industria
en la fabricacibén de papeles y telas, durante la fabricacibn de Jjarabes de
glucosa, en los procesos de elaboracién de cerveza y en las modificacianes

de almidén para adhesivose.

t.os mecanismos que regulan la farmacién de o~ amilasa en general no estfn
del todo claros (1). Sin embargo Colemen (1967) establecifin Que 1la& produccién
de - Emillasa por B.subtilis es controlada por la cantidad de fcidos nucléicos
precursores. Schaeffer (1969) y Meers (1972) encontraron que la biesintesis

de esta enzima es regulada por represidn catabBlica. Usando una fuente de
carbono limiteda en el medio demaostraron que no se requiere de inducter pars

la biosintesis de esta enzima.

Proteasa :

Las proteases microbianas que son interesantes desde el punto de vista de las
industria alimentaria ssn todas del tipo de las endopeptidasas que son enzimas
extranucleares.

Las enzimas proteolfticas producidas por microorganismos estSn clasificadae
dentro de cuateo grupos de acuerdo al esquema de Hartley (1960) basado en su
megcanismo de accifin : Serin-proteasas, tlol-proteasss, metalo-~proteasas y
aci-proteasas. Muchos microorganismos producen m8s de un tipo de protemses vy
estc depende en gran medida de las composicifn del medio de cultivo.

Las protessas micrabianas son usadas en gran esacla para los detergentes que

th

(1) &=escott and Dunn's (1982) Industriel Microbiology. &4 edition



cuntiener enzimas o detergentes biolégices, p ro no se utilizon mucha en 1s
industria 2limentaria salvo en la producci&n de protefna hidrolizada come

complemento alimentario.

Triptaofanase :

La triptofanasa (tripturano-lndal-liasa) es una enzima que cataliza la

conversifn estequiométrica de L- tripto?anu a piruvica, amnnidca e indol.

Esta enzime ha sido aislada y purifxcada ue muchna micruurganismus y ha
presentado caracterfsticas muy similares en todos ellos. La triptofsnass es
una enzime inducible vy sensible a represién cafabélica por glucosa en la
en la mayoria de los microorganismos.

ta descomposicién del triptofano se considerabm irreversible hasta que en
1972 Watanabe y Snell demostraran que el triptofano puede ser sintetizado
por la triptofanasa a partir de indol, pirlGvica y amoniaco con muy buen ren-
dimiento. Fu€ por esta capacidad de sintetizar triptofano, un aminofcido de
interfs industrial, que se procedif al estudio y aislamientoc de microorganis—

mos productores de esta enzima.

VITAMINAS Y AMINDACIDOS
Las vitaminas se definen comunmente como compuestos orgfinicos presentes en
pequefias cantidades en productos de orfgen natural, aprovechables por el hom-
bre durante la alimentacifn. La participacifn de las vitaminas en la nutricién
de los animales y el hombre estf bien establecida; la falta de éstos cCompues—
tos afecta el buen Funcionamiento u:lergnnismu vy puede llevar a la muerte.
Algunos microorganismos son capaces de producir por sf mismos todos las
fectores de crecimiento, en particular las vitaminas, gque ellos necesitan;
For 1o que es5 posible, cultivar Bstos microorganismos y obtener ciertas
vitaminas como 1la 82 o riboflavina y la 812 o ciisnocobalemina la cual sblo

se puede obtener industrialmente por este método.



Riboflavina :

t.a riboflavina o vitamins Bz estld formada par un componente triciclico
flavinico (lumicromo’) y de ribose. La vis de sfintesis de este compuesto
es campleja y proviene en parte de la conversiém de un nuclebtido de
GTP. Le riboflavina intervieﬁe en la sintesis de las coenzimas flavinicas.
Una gran cantidad de micrunrgnnismuskson capaces de sintetizar este pro-

ducte .peroc las mejores productores saon sin duda Eremotecium asbhbyii y

Ashbya gossvypii.

Cianccobalamina :

La cianocobalamina o vitamina 512 es conocida como =l facter anti-anemia
perniciosa. Su estructursn fundamental es 18 de un 2nillo pseudoporfirinico
unido a un Stomo de cobalto, Los nficleos de pirrol gue formen el snillo se
sintetizan a partir de la condensacifin de succinato y glicinse; después de
la ciclacifn se incorpora el cobalto. Les microorganismos mejores productores
pertenecen al genero Streptomyces. La vitamina 812 permenace siempre intra-

celular y para su utilizaciln es neceserio romper las c€lulas.

La produccidén meciants ferm: *© 1cién de sminobcidos se convirtio en una
realidad con el descubrimiento de un productoe efectivo de el Scido glutée-
mico par Kinoshita et. @l en 1957. La principsl raz8n para la obtencién
industrial de amino&cidos es la de elevar el velor nutricionsl de los ali-
mentos a bajo costa, enriguec{endolos con aminofcidos esenciales. Los amino-
Scidos se sintetizan en las cllulas y son utilizudos por &stas para 1la pro-
duccién de prot=fnco; la produccidn de estos aminofcides requiere d= un gran
aporte energético por parte de la cflula por lo gue existen gran cantidad de
mecanismaos de regulacién. As{ para que los microorganismos acumulen y excreten

al medio de cultivo los aminnfcidos es necesa-



rio modificar las vias de sintesis v los sistemas de regulacifn; esto ase

logra con mutantes de los microorgenismosa

Acido glutBmico :
El L-glutamato se forma por sminecifn del o= cetoglutarato que se produce
en =1 cicln de Krehs. E1 C.glutamicum acumula Scido glutfSmico en preaencia

de un exceso de NH3 debiido a que ha perdido 1l® enzima capasz de formar

succinato @ partir de cetoglutarato por una mutacifne

ANTIBIOTICOS
Les antibibticos san sustencias producidas por microorganismos gue tisnen
la capacidad de inhibir o destruir a otros microorgenismos. Su interes in-

dustrial surgio durante la segunda guerrea mundial cuando la necesidad de

tratamientos contra las infecciones se hizo m8s importante.

Ltos antibifticos son sustancias espec{ficas gue no tienen una distribucién
generalizada entre los microorganismos ye que no los producen sino limitadao
nimero de especies. El géners Streptonyces agrupa una gran cantidsd de los

microorganismos ‘productores de.antibibticas.

Penicilina :

Las penicilinas son sustancias con un heterocfcle deactametiazulidlna,
producidas por especies del qémero Fenicillium, La penicilina es excreta-
da al principio de 13 fase estacinnaria de erecimiento del microorganismo
vy se extrae del medio de cultivo flcilmente mediante disolventes., Para una
buena produccién de penicilina es necesario entre otras cosas, la aireaclén
del medio de cultiveo vy la regulacién del pH cercano a 7.0.

Las penicilinas son capaces de inhibir ln sfntesis de le pared celular,
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Actian sobre las bacterias Gram positivas y alguras Gram negativas., La
mayorf{a de los penicilinas pucden ser descompuestss por microsrganismos

que posean une penicilinasa que las transformen en fcido penicilfiico

inactivo.

Polimixina :
Se trata de un pEptido circular que es producido por una especie del gbne-

ro Bacillus eapecfficamente por Bacilluys polymyxa. Las polimixinas contienen
fcido L-diamirobutirico, fcide G-metil-octanfico y algunas veces D-ieucins,
La produccifn se efesctda =n ls fase estacionaria del desarrolle de les micro-
organismos, su mordo de acclidn es variable. Lo polimixine actda sobre la

membrana provocanago la 1fsis de las cBlulas; actden sobre las bacterias Gram

negativase

Estreptomicina :
La estreptbmicina producida por Streptemyces qriseus fug& uno de los anti-

bifticos m&s utilizados durante los afies cincuentas y sesentas pues uctuﬁ
sobre gran cantidad de bacterias Gram nenatives; pero su principal uso fué
para el tratamiento contra la tuberculfsis producidas por especies del

género Micobacterium bacteria Gram positiva. Actualmente su use ha descendido
debido @ que estd comprnbado que afecta las células pilosas del ofdo y pue-
de causar sordera. Su produccién se realiza en la fase estacioneria del cre-

cimiento en medioc de cultivo aireado y a pH regulado.

ETANOL Y BEOIDAS ALCOHOLICAS
Unc de los primeros productcs microbianos ohtenidos por el hombre Fuf el

vino, que es el producto final de la Fermentzcidn alcohflica del jugo de uvas

freacas. €1 cultivo de la vid se lleva a cabo en ias zonas subtropicales de

11



la tierra y la produccifin de vino mundial anualmente excede los 293 millones

de litros.

El jugo de uvo, materis prima para lo produccién de vino y otras bebida;
alcotolicas, contiene agua, carbohidratos, compuestos nitrogenados, mine-
rales, teninos, pigmentos, viteminas, enzimas y compuestos araméticos.

El azlcer y los compuestos nitrogenedos que se forman durente el crecimientao

y madurecifn de la uva son los principales sustratos para la subsecuente fer—

mentacifn. El1 contenido de cszlcares fermentables en el juno de uve depende

de la variedad de la uva vy verfa entre 120 y 250 g / 1, Este contenido de

azlicares fermentables es apruvechado por levaduras del género_Saccharomyces

para llevar = cabe una fermentacifn mlcohflica; este génerc de levaduras es

capaz de producir altas concentraciones de etanol; la ecuscidn que presenta

de una forma f&cil el proceeo total por el cual el azficar es transformada =n
etanol vy CDZ e2s la sliguiente =

c6H1ZDE —_— 2 CHj - CH2 - 0OH + 2 CDZ

Tadas las reacciones que intervienee en este proceso son catelizadas por en-—

zimas especfficas. La produccifin de etanol se lleva a cabo en dos etapas
Perfodo de irnduccifin en donde se forma &cido pirfivico a partir de une hexosa
qQue es convertida primeramente a glicercl y en la segurda =tapa o estado esta-
cionario se forma =l etangl a partir del &cido pirGvico.

El etancl producido por fermentaclones microbianas tiene ademés aplicaciones

en atras industrias como en la Fabricacifin de acetaldehfdo y como disolvente.

12



2.2 MICROODRGANISMOS UTILIZADOS

Muchos microorganismos producen elgln compuesto biogquimico de importencis
para el hombre, a bajo costo y en grandes cantidades; Por esta razfn se
han ideado a travEs del tiempo procesos para le praduccifn, en gran escsala
y con fines industrisles, de estos compuestos. A dichos procesos se les
denomina “fermentaciones" aunque no se trate de una fermentacibn en el
sentido bioquimicao propiamente dicho.

Para que una fermentaci&én se realize son necesarlcs los sigulentes requi-
sitos :

A) tener un microorgenismo de caracteristicas idfneas para cada
producto en perticuler,

8) proveer un medio de cultivo adecusdo que contenga todoe las
nutrientes esenciales pars la produccifn Sptima del producto, y

C) estahlecer y contrnlar las condiclones fisilcoquimicss necesarias
para el desarrollo de la fermentacifn.

Como resultado se obtendré una cantidad mayor de microorganismos gue la
inicial y diversos productos como vitaminas, antibifSticos, &cidos orghlni-
cos, enzimas, etec.

Los microorganismos utilizados en las fermentaclones son generalmente bac-
terias, hongos y levaduras Qque han sido aislados del medio ambiente donde
producen alguno de 1os productos que le interesan al hombre; una vez aisla-
dos, los microorganismos son sometidos a procesos de mejoramiento para ob-
tener cepas altamentz productoras, sstables y cuyos reguerimientos nutricio-
nales vy condiciones fisicogquimicas de cultivo sean conocidas.

A continuacifn ae enumeran los microorganismos que integran esta subcolec-

cifn vy el compuesto bioquimico que producen.
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Bacillus subtilis €, vy ATCC 6&&33

Para la produccifin de amilasas.

Proteus rettgerii ATCE 9918

Fera la produccifin de triptofanasa.

Bacillus subtilis C,, 85-Y-1021, y "ATCC 6051
Para la produccibn di: protemsas.
Rapergillus niger EM-2 vy EM-3

Para le produccifn de &cido cltrico.
Lectobacillus delbreuckii

Para la praduccifin de fcido 18ctico.
Acetobacter suboxydang

Para la produccibn de fcido mcético.

Corynebacterium glutamicum

FPeara la produccién de 8cido glutfmico.

Streptomyces glivaceus

Para la produccifén de vitamina B12.

Aashbya gossypil

Para 1la produccibn de vitamina 82.

Streptomyces griseus

Para la producclén de estreptomicinae.

Penicillium s.p

Para la produccifin de penicilina.

Bacillus polymyxa

Para la produccifn de polimixinas.

Seccharomyces_cerevisiae

Para ls produccifin de etanol
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243 CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIAS (UE INIEGRAN ESTA SUBCOLECCION
BAC1LAOS Y LOLDS ESPORULADOS
Género Bsecillus :

Hestonciilos rectos de U.3 @ 2.2 por 1.2 a 7.U um. La mayoria mbviles
mediante flagelos anf{tricos. Forman endosporas resistentes al calor. Gram
positivos, sungue puede volverse varisble, con la edad del cultivo.

E1l rango dé temperstura a8 la (ue pueden crecer eg smplio y va desde =5°C
hasta 75° C; la temperatura 8ptima es de 35° C. Los valores de pH varfan

desde 2 hasta 8; el pH Gptimo es de 7.0-7.4. Crecen en concentraciones de

2 ml 25 % de NaCl.
La caractr{stica mfs sigmificativa de este gfnero es su capacidad pars

formar esporas., Ls esporulecifn depende de las condiciones de cultivo es-
pecirzimente e una cantidad suficiente de manganeso.

Quimioeorganftrofos; metabolismo estrictamente respiratorio, estrictamente
fermentativo o ambos respiratoric y fermentativo, utilizando varios sustra-
tos. E1 aceptor final en el metabolisno respiratoric es el oxigenc moleculsr.

Los requerimientos nutricionales para las formas vegetativas van deade las
mfie simplies con una sola fuente de carbono y energia, con nitrfgeno infirga-

nico y sin factores de crecimiento, hasta reguerimientos muy complejos.

S8uclllus subtilis =
Bacilos en pares, raramente en cadenss, la tincifn de Gram es positiva y

uniforme, mbviles con flagelos anfitricos. Forman endosporas de 0.8 por 1.5
&8 1.8 um, la superficie de las esporas tifie déhilmente con la tincibn de

Gram. Durante lz nerminacifin la cubierte de las espuras se rompe por 1la mi-
tade. Catalasa positivo, producen &cldo a partir de arzbinosa, xilosa y meni-

tol. Crecen & temperaturas entre 10°C y 55°C; temperatura Sptime 35° C.

pH entre 5.5 v 8.5, pueden crecer en 7 % de NaCl. Hidrollzen la caseina.
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En mger las colonias san redondas o irregulares, le superficie es roma,
gruesa y opate, pueden producir una coloracifin café o crema.

Los requerimientos nutricionales para esu deserrocllo son minimos; no requiere
vitaminas y utiliza glucoesa, citrato y sales de amonio como unicas fuentes

de carbono y nitrfigeno.

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

FRUEBA RESULTRDO
Movilidad +
Reduccibn de NO; & NO7 +
Frueba de catalasa +
Hidr6lieis de almidSn +
Crecimiento anaerfbico -
Crecimiento en 7.6 % NaCl +

FERMENTACION DE EARBOHIDRATOS

PRUEBA RgSULTADG :
Glucosa (&cido) S
Glucosa (gas) : -
Xilosa 7 +
Manitol +
Arabinooa h +

tos simbolos usadaos son :

&t *ceteecesccicccccoccenn FPoeitivo (para 90-100 % de las cepas)

cseemssessconanncsssses Negativo (para 90-100 % de las cepas)

Bacillus polymyxa

Sfnonimoa : Clostridium polymyxa, Cranulchacter polymyxa, Aerobacillus polymyxs

Bacllos Gram pasitiveos de D.6 a 0.8 ym e ancho por 2 a 5 pm de largo; mbviles

mediante flagelos peritricos. Forman endonporas; fermentan le glucosa y los
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principales productos de esta fermentacifn son : etanol, 2-3 butanodiol,

502 e H2. Producen polimixina.
Fijan nitr6geno en condiciones anaer@bicas; temperatura de desarrollo

entre los 5°C y los 45 7 C; temperatura Sptima 35° C; pH Gptimo 6.0=7.0
El medio minimo para que desarrollen conste de una fuente de carbono, NHQ-N,

y biotina, Gran desarrollo en condiciones aneercbias en presencia de carho-
hidratos fermentables.

CARACTERISTICAS BICQUIMICAS )
PRUEBA RESULTADD

Mavilidad +
Hidr61lisis de casefna +
Crecimiento asneerfbico +
Crecimientn =n 5 % NaCl -
Reduceibn NvOS a Nog; +

FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

PRUEBA RESULTADD
Glucosa (&cido) +
Glutosa {(gas) s )
Arabinosa (gas) L fﬁ+—r*#:”: B
Xilosa - . 7 + v
Manitol I +

Los sfmbolos usados son 3
+ evesscccccsncccsaccennes Positivo (para 90-100 % de las cepas)

= cececescecesscansssases Negativo (para 90-100 % de las caepas)

17



BACILOS GRAM POSITIVOS ND ESPORULADOS

Género Lectpbacillus :

8ecilas largos y delgados o tan cortos como cocobacilos. Forman casdenas sn
la fase logar{tmica tardia. Inmfviles.o mSviles mediante flggelos perftricos
No esporulsdos. Gram positivos pero en cultives viejos el Gram puede cambiar
a negativo; algunas cepas presesntan granuleciones internas o tefildos dispa-
rejos al Gram o con azul de metileno. Crecen en rangos de temperatura de
5°C a 5S3°C; las temperaturas Sptimes van de 30°C a 40 °C. E1 pH Sptimo
es de 5.0-5.8 o0 msnor., Acidlricos. Fermentsn la glucpsa y pueden bajar el
pH del medio en une unidad o mls. Al menos 1a mitad de los productos fineles
de carbono son lactato el cusl no fermentan.

Requerimientos nutricionales complejos; requiersn amincoficidos, derivados

de &cidos nuclficos, vitaminas, sales inorgdénicas, péptidom, fcidos grasos

y carbohidratos.

Se encuentran generalmente en lfctecs vy derivadas, granos, cerveza, vinos,
frutas y jugos; pueden encontrarse en la boeca, tracto intestinal y vaegina de

animales vy humanos. Rara vez son patfgenocse.

Lactobsacillus delbreucki)

Sfnonimos : Bacillus deibreuckili, Bacterium delbreuckii, Lactobacterium

delbreuckii.

Bacilos de 0.5 o 0.8 por 2 8 9 um con extremos redondesdos; aislados o en
cadenas cortas. Granulacifin interna revelada wediante tinciln con azul de
metileno. Inmfiviles. £n agsr las colonisas generslmente son rugosas y na plg—
mentgdas. Formacién de ficido sin produccién de gas a partir de glucosa y
otros carbohidratos.

Producen 8&cido l8ctico hompfermentativamente. No acidificsan la leche,
Temperatura &Gptimo 4O-44L C C; crecen frecuentemente » 50 o 52° C; no crecen
a 15 C; el pH 6ptimo es de 5.0- 5.8. Reguleren pantotenato de ealcio, nilaci-
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na y vitarmina BG para su desarrollo.

CARACTERISTICAS BIUGUIMIGCAS

PRUEBA RESULTADD

Catalasa R T
Movilidad R
Indol

st

FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

PRUEBA
Amigdalina
Arabingaa -
Fructosa .,+_
Glucosa (#cido) .
Glucosa (gas) _Q
Lactasa -
Maltosa ‘
Manosa +

Los sfmbolos usedos son :
* escccccccccncncrvenenes Positivo (pare S0-100 % de las cepas)
T ®®ccccscrsscccccanccsss Nagativo (paras 90-100 % de los cepas)

d eeceesccscsssscsaccnsse Variahle
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BACILOS vy COCOS AERDBINS GRAM NEGATIVOS

Género Acetobacter:

C&lulas elipsoidales en forma de bastén rectas o ligeramonte curveadas de
0.6 a 0.8 pm por 1.0 a 3.0 pann; pueden encontrarse sisledos, en pares o en
cadenas, Inméviles o mSvilea mediante flagelos per{tricos. Na presenton
endosparas. Son Gram negativos pero 2n cultivos viejos el Gram puede volverse
varleble.

Quimioorgenbtrofoe con metabolismo respiratorio nunca fermentativo. Oxiden
el =tanol a fcido acético, no hidrolizan el almidfn, la dextrina ni 1= lac-
tosa. For lo general no praoducen pigmento pero slgunas cepas producen un
pigmento caf& soluble en agua.

Crecen &n mediocs simples y complejos; 1la meyoria de las cepss no requieren
vitaminas pere su desarrnllo. Aerobios estrictos. Crecen en temperaturas de
5°C a L2° 0L con 6ptimas de 30°C; pH Sptimo 5.4~6.3; algunas cepas crecen
a pH de 4,0 o0 menures. Se encuentran en frutas y vegeiales, Prutes fermenta-

das, Jugos, vinagre y behidas slcohfilicas.

Aéetubacter suboxydans

Bucilos cortos aislados o en cadenas, inmAviles, Gram negetivos.

Forman &cido en presencia de etanol, propanol, glicol, giicerol, glucose,
y sorbltol. No hidrolizan el almid6n; temperatura Sptima 30° GC; pH 8ptimo
3.8, QuimicorganStrofos con metabolismo respiratorio.

Requerimientos nutricionales minimos pears su desarrollo : &cido pantoténico,
ficido nicotinico, 8eido p-aminobenzoico, valins, alenina, isoleucina, histi-

dina, ciatine, prolina, sales minerales y un sustrato oxidable como el slcohol

Se encuentran en la cerveza y algunas veces en 1la truta fermentada y en vi-

nagre de vino; fuf aislado por primers vez de cerveza Tanciae.

20



CARACTERISTICAS BI10L4UIMICAS

PRUEBR RESULTADO
Catmlaasa +
Movilidad d
Hidr6lisis de almidbn -

FERMENTAULON DE LARBOHIDRATOS
PRUEBA RESW.TADO

Glucosa (fcido)

Arabinaosa

Manasa +o

Xilosa

Lo= simbolos usadaos son :

4+ eescsmscsccscacssassesess PO81tivo (para 90-100 % de las cepas)

esccacscsssscsasnsccsesss Negativa ( para 90-10U % de Las cepas)

 coccanscssecscscssscncces Varliable

COCDS GRAM POSITIVOS

En 1m octavs edicién del manual de Sergey®s laos gfneros Micobacterium,

Cellulomonas, y Arthrobacter se adicicnaron al género Corynebscteriscese
debido a que se establecid que en algunes etapus en el desarrollo de estos
géneros pueden encontrarse similitudes morfol8gicas como DAP en la pared

celular v el rango de G + C con valores entre 53.1 I3

Género Corynebecteriscease :

Cocos de 0.5 & 35 pm de difmetro, aislados o en pares perc generalmente
en racimos, tctredas o psquetes clbicos. No esporulades, immbSviles, Gram
Positivos; los cultivos viejos pueden volverse Graem negetivos., Temperatura
£pntime de desarrollo de 25°C a 30 °C. Crecen en presencis de NaCl al 5 %

Guimicorgenb6trofos con metabolismo sstrictamente respiratorio. Aerabios

sstrictas; requerimientos nutricionsles variables; pueden incluir biotina vy
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tiamine como factores de crecimienta.

Corynebecterium glutamicum

Sfnonimos : Micrococcus glutamicus

Cocog Grem positivos de 0.5 a 3,5 b d de difimetro en racimos, tetrades a
paquetes cubicos, inmfviles, no esporuledos. Temperatura Sptima de cre-
cimiento 30 °C; pH &ptimo 7.0-B.0

Quimiocorgenbtrofos con metabolismo respiratorio, nunca fermentativao.
Aerpbios eatrictos, crecen en presencia de concentraciocnes al 5 % de Nall;

fermentan la glucosa; catalesa positivo. Requerimientos nutriclonesleas variables.

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS
PRUEBA

RESULTADO
Mavilidad -
Crecimienta en 5 % NaCl +
Catalasa +
Formacibn de H202 -
FERMENTAC10ON DE CARBOHIDRATAS
PRUEBA RESULTADD
Glucosa (fcido) +

Glucosa (gas)

Xiloss

Loa simbolos usadaos son @

+ secsvwmsracerpeccssvrces POsitivo (para 90-100 % de las cepas)

e®sacsssssnsassssscaseses Negativo (para 90-100 % de las cepas)
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BACILOS ANAEROBIOS FACULTATIVOS GRAM NEGATIVOS

Génera Proteus :

Bacilos rectos puequefios de 0.6 a 0.6 por 1.0 a 3.0 gm, en pares o cadenas;
Gram negativos. No cepsulados; mGviles mediente flagelos peritricos. Forman
Scido a partir de glucosa y m8s lentamente a partir de fructosa, golactosa
v glicerol, La prueba con rojoc de metilo es pagsitiva. Reducen nitratos & nil-
tritos; forman indol. Rango de temperature entre 10 °C y 43 °C; temperatura
&ptima 37 ° C. Crecen répidamente en medios que contienen extracto de carne
pero slgunas especles necesitan requerimientos nutricionmles eapecisles.

Catalasa positiva; quimioorganStrofos con metsbolismo respirstoric y fermen-

tativo.

Proteus rettgerit

stnonimos : Bacterium rettgerii, Shigells rettgerii, Proteus entericus

Baclles pequefios Gram negativos, miviles mediantz flagelos per{tricos.
Temperatura §ptima de crecimiento 37° C; pH Gptimo S.0
Requerimientos nutricionales minimos. Algunas cepas producen gas a partir

de glucosa, producen indol y son ureasa posltivos. Fueron aislados por pri-

mera vez de las heces de los pollaos.

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

PRUEBA RESILTADO
Froduccifn de indol +
Ureasn +
Catalasa +
Liquefaccién de gelatina -

H,S . -

2
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FERMENTACION DE CARBOHIDRATGS
PRUEBA RESULTADD

d

Glucoma (gas)
Amigdalina
Celobiosa
Inositol
Maltosa
Manitol

Manosa
Xiloss

Sacarosa

Los simbolos usados son @
Poaitivo (para 90-100 % de las cepes)

+ aecesvcacepacascnacanase

= eeecemtssse=crsecsemase Negativo (parm SD-100 % de las cepas)

Variehbhle

J ecccecacsccancsaccncass

ACTINOMICETOS Y ORGANISMOS RELACIONADOS

Género Streptomyces @

El micelio aereoc de les formas maduras se encuentra en cadenus de tres o

muchas esporas de Ulb a 2/JD de difmetro. Gram positivo.

Las colonias en agar son pefquefias (1-10 mm de difimetrc) msisladas, coribceas

o butiréceas; inicislmente la superficie de las colonias eg relativamente

1i1ss pern despufs, con la formacién del micelio aerec, apeErece granuloso,

quebradizo, sterciopelado o velludo. Producen una gran variedad de pigmentos

dependiendo del coloi del micelio eereo y del sustrato.

Heterftrofos; muchas especies producen uno o mAs shtibibticos. Utilizan

glucosa para su desarrcllo; generalmente hidrolizan caselna, gelatina y

mlmidén; reducen nitratos s nitritos; son serobics. Temperatura &ptima 257 C

a 357 C; pH 8ptimo b.5-8.0
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Streptomyces qriseus

sinonimos : Actinomyces griseus

Desarrollo vegetativo : Colonias lisas inicialmente incoloras psrao poste-

riormente toman un color amarillo verdoso. Gram positivas.

Micelio aereo : Abundante, fguebradizo de color verde agua, esporas eaf&ricas

o elipscldales de D.8 & 1.7 micronea.
En ager el desarrollo es sbundante de color Grems, elgunas vecea incoloro;
el micelic aerec es quebradize de color blanco o gris clero. E1 pigmento es

no soluble. Hidrolizsn el_almidﬁn, reducen nitretos a nitritos, Aerobios es-

pH Gptimo 6.8

trictos, Temperatura Sptima 28 © C;
sntibiftico activo contra un gran nOmero

Producen mastreptomicine que es un

de bacterigs y msctinomicetos pero no contra virus y hongos. Alslado de tierra

de jsrdin, lodo de rios y del pice de les gallinas.

UTILIZACION DE COMPUESTOS CARBONADOS

PRUEBA RESULTADQ
Glucosa +
Xilosa +
Arabinosa -
Ramnosa -
Fructosa +
Galactosa +
Manitol *
Inositol -
Sacarosa =

Los sfmbolos usados san 3
+ eamsccssavsscecscaerees FoOBitivo (para 90-100 ¥ de las cepas)

cemvecncsanaveccsecesav Nenpativo (para 90=100 % de las cepas)

25



Streptomyces oglivaceus

Sfnonimos : Actinomyces olivaceus

Colonias lisas pigmentadas de color verde amarillento; Gram positivas.

Micelio aeren aterciopelado verde amarillento con esporss esféricas o
elipaoidales; pigmento no soluble. Temperatura Sptime 28 °C; pH Gptimo

6.0; hidrolizan el almidén, reducen nitretos a nitritos. Producen Vitami-
na 912 ; au desarrcllo es inhibido por estreptomicina; toleran hasta 10 %

de NaCl en el medio de cultivo. Aerobios estrictos.

UTILIZACION DE COMPUESTOS CARBONADUS

PRUEBA RESULTADD
Glucosa +
Xilosa +
Arabinoass +
Rgmnosa -
Fructoaa . e
Ge)sctoaa -
Manitol - e
Inoaitol N
Sacarosa +

Los simbolos usados son 3
+ eesevcscsscsssasssveasses FPoslitivo (para S90-100 % de las cepas)

= eescscscsssssesss=asess Negativo (para 90-100 % de las cepas)
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2.4 CARACTERISTICAS DE LAS LEVADURAS Y HONGDS QUE INTEGRAN ESTA SUBCOLECCION

Clasa Ascomycetes
Saccharomyces cerevisiae

tos Saccharaomyces son levaduras ascomicetas, (el término levadura se retiere
s las formas morfolégices de ascomicetos que poseen un talp predominantemen-—
te unicelular, gque se reproducen asexualmente por gemacifin, por fisién, o
ambas y producen ascuospaoras libreg).

tstas levaduras est&n smplismente distribufdes en el munda; saon particular-
mente abundantes en sustratos que contienen szlcar como nkctares de flores y
frutas; tembién se ancuentran en la tierra, leche, =n asociacifn con insectos
y en vegetsles.

Fermenten flcilmente los carbohidratos a alcchol y dibxido de carbono. Son
muy utilizadas en le industria cervecers y en panaderia.

‘En contraste ccn los demas acaomicetos, eson argesnismas unicelulsres con
pared celular definidga y nGclec rodeado por un citoplasma; una vacuola ocupa
generalmente una gran parte de la levadura,
Su torma es muy varisde y puede ser redonda, ovoide, slargada o rectengular.
Algunas veces las cé&lulas se unen para formar cedenhas entonces forman un
pseudamicelio. En agar las coloniac presenten un color bianco, crema o café;

st temperatura Sptima de crecimiento es de 28° C y el pH Gptimo es de 4.0

Orden Endomycetales :

Este orden incluye a los hongos en 1los que dos cklulas se fusionan para for-

mar un cigoto, el cual, se tranaforma en un asca.

Aghbya gossypii

€8s muy poco lo que se sabe acerca de este génera ya que su clasiticacién

centro de la clase Ascomycetes y dentro del arden Endomycetsles es tenta-—
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tiva. Los géneros Eremothecium y Ashbya son de gran importancia en la
produccibn de ribotflavina.

Las ascosporss de estos péneros son en forma de hueso o de sguje. Se
reproducen asexvalmente o por conjugacifn de dos células gque ae ponen en
contacto. La temperaturs de crecimiento es de 26 °C a 28° C, 21 pH entre

5.8 y 7.3; 1la temperatura Gptima es de 28°C y el pH Gptimo 6.0

Subdivisidn : Deuteromycoting
Egta subgivisiféin incluye 2 las hongos cuya reproduccién sexuasl o estado

perfecto se desconoce; aquil ase agrupan solemente los estados imperfectos o

asexuales de Ascomycetos y Basidiomycetos.
Los hongos de esta subdivieifin tienen un micelio bien desarrcllade, septada

can conidifforos caracterf{sticos, aunque algunas especies tienen wun talo uni-
celulsr. Solo unos pocos hongos imperfectos carecen de conidios y producen

esclerocica., Se encuentran en le naturaleza como saprfifitos, pero algunos

son par§sitoe de plentss y animales.

Aspergillus niger

Dentro de este género existen mbs de 200 especies y un gran niGmeroc de va-

riedades que est&n distribufdes por casi todo el mundo; pueden crecer en

un gran hilmero de sustratos diterentes debido o 12 gran caehtidad de enzimas
que producenes

EL gfnero Asperqgillus causa grandes problemas por ser un contaminante fre-
cuente en cultivos de becterias y hongos en los laboratorics; también suele

causar micosis en ios animales y en los hunanos, perc por su gran activided

enzim&tica son empleados en un gran nlmerc de procesos indgustriales.

Asperqillus niger ea wutilizado para la produccién de Scido citrico y glu-

cénico.
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Caracter{sticas morfolbgicas : Las hifas estan bien desarrollsdas y profusa-
mente ramificadas, sus cflulas son multinucleades; los micelios producen una
gran cantidad de conidiéforos gue sungque no estan desarrolladeos surgen indi-
vidualmente de hifas somitices. Los conidibéforos son largaos, rectos y ;ienen
una vesfcula hinchada en 21 8&pice. Los conidios son producidos por fiflides
gque pueden ariginerse directamente sobre la vesficulas (uniseriadas) o sobre
métulas gue se originen de las veafculas (biseriadas).

Cuando las fiflides madurasn producen conidios en forma de yema o =n cadenas,

los conidios son tipicamente redondos, unicelulares con pared interna rugosa.

Penicillium s.p

Emte género =s tan comin y ten cosmopolits como Aspergillius, son llamados
hongos verdes y azules por ser los plgmentos caracter{aticos de este gknerc.

Se encuentran frecuentemente en frutas y citricos, en quesos en refrigeracién
v otros alimentos f&cilmente contaminebles por sus esporas; algunas especies
de penicilios atecan y destruyen frutas. Industrislmente este género es
utilizado en la produccién d@ quesos y antibif6ticos; Las especies de Ponicillium
notatum vy Penicillium chrysogenum se usan pera la produccifin de penicilina
aunque muchas otras especies la producen.

Caracter{sticas morfolégicas : Las fifilides estf&n srreglacdaes en un penicilio
v 1a cabezuela de esporas 8 diferencia de otros géneros =s seco pues ho for—
ma mucilago en cada conidi&foro. EY micelio produce conidiSforns asimples,
largeos y rectos con remificaciones a dos tercios de la punts gque pueden sex
simétricos o msimétricos. Los conidics son redondos u ovoldes y se forman de
la misma manera que =n el género Asperqillus.

La gran cantidad de conidios verdes, amarillos o azules son los responsables

del color caracteristico de les colonies de varias especies de Penicillium.
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2.5 METODOS ANALITICOS FPARA CUANTIFICAR LOS fFRUDUCTAS DE LAS FERMENTAUICNES

Es necesario el uso de métodos analfticos confiables para cuantificar los
productos de fermentacidn de lps microorganismoa. £stos métodos deben ser
répidas, simples, exactos ademfs de conflahbles y deben medir solamente el

compuesto de interfs en presencis de concentraciones relativamente altas

de contaminantes dentro del medio de cultivp. Estog métodos se encuentran
ME&tndos fFisico-quimicos, biol&gicos,

generalmente dentro de tres categorias
o cramatogr&ficas; munhas vetes -85 de uno de estos métodos analfticos son
Bplicsbles para un mismo producta de fermentacifn; en estos cesos se debersé

usar el mbktodo analitico que sea més rApido para cuantificar dicho productn.

2.5,1 METODOS FISICOS Y QUIMICOS

tLos métodos fFisicaquimicos méas frecuentemente usedos para las valorsciones
: La titulacibn &cido~

de los productos de fermentaciones microbianas aon

base y loe métodos espectrométricos.
Los diferentes mktodos analiticos se utilizan dependiendo de le selectivie—

dad de las reaccianes tuimicas inuvplucradas durante las determinacicnes, ya
gue 1los caldos de cultivo para las fermentaclones contienesn grsn centioed de
compuestos ademlis de los que se van @ determinar.

Em necesario, por lo tento, emplear métodos analfticos selectivos a los
compuestos & valorsr,y, algunas VECesS BS NeCcCesarisa una purificaci8n parcial
del producto de fFermentacitn,

Le mayoria de los &cidos argfnicos obtenidos mediante fermentacianes micro-
Yignss pueden velorarase rfpida y confiablemente por titulaciones acaido-base
adicaonando simplemente un indicador de pH 8 1la muestra del caldo de culitive

v titulsndo el Scidao con una base ftuerte como NaOH hasta que vire el color

el inoicsdgor
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Los métodos espectrométrices se fundamentan en Lo ley de Beer que se bass
en la relaclfn gue existe entre la intensidad de color (abscroancia) vy la
concentracién del producto obtenico de 1la fermentaci&in, mostrada por una
curva estendar ls cual Se prepare relacionando las densidades Spticas ob-
servadas con varias cancentraciones del compuesto pur.

Lomo los productos de las termentaciones microbianss no son coloradas por
a1 mismos se dehen hacer reaccaones quimicas especificas para obtener un

producto cotorado qQue sea cusntificable mediante este mEtodos

z2e5.2 METODOS MICRUHIOLOGILLS

Estos métodos se utilizan parsa compuestos gque estimulsn o inhiben cuantita-
tivamente el crecimientu de microorgasnismos. Los métodos microbiolfgicos son
més dif{ciles de realizar, proporcionan m&s error y son menas reproducibles
que los m&étodos fisicos o quimicos; requieren de una =standarizacién muy
culdadosa por lo que no se wsan sl hay otra alternativa.

Loeg microorganismos pare estas determinaciones deben depender pars su desa-
rrollo del compuesto a valorar, de tal manera, que se pueda medir su deserrg-
ilo o inhibicifn dependiendo de las concentraciones del compuesto; aqui al
igual que en los métodos espectromftricos se reguiere de une curva estandsr
que se hace con diferentes concentraciones del compuesto puro.

Eate mBétodo se utillza principalmente para la valoracifn de vitaminas (que
estimulan el desarrollo de ciertos microorganismos) y antibiSticos (que inhi-
hen su desarrollo).

Los microorganismos escogidos pare los métodos microbiolfogicos deben reunir
clertas caracteristicas para hacerlos conflables : Deben ser genfticemente
eastables para no causar cambios indeseables en las mediciones; deben depen-
der en gran medida de los compuestos a cuantificer y no de los demfs compues-—
tos presentes en la solucifin 4 merdir; deben desarrollar relativemente répido

en el medio de cultivo y, de preferencie, no deben ser patfgenos; deben de-

31



sarroullar de tal manera que faclliten la medicidn (las cé&lulas no deben
anglutinarse en los métodos turbidim&tricos, ni deben pulular en los mé&-
todos de difusifin de agar), si es posible, los microorganismos deben ser
aeroblios o anaercbios facultativos pues las determinaciones con microarganis-—
mos anaerubins gon mls dificiles de realizar y se requiere de equipo especisl.
tos métodos microbiolbgicos més utilizados son el de difusifn de agar y el

turbidimétrico.

MEtodose de difusifn : En E&stos métodos se utilizen medios abflidos, general-
mente de 8gar, inoculado coan el microorganismo; la sustancia en estudlo se
aplica en un punto del agar y al difundirse en este en forma radial, ccaciona
1ls aparicifin de zonas de inhibicién o0 crecimientn del micronrganismo. Estas
zones se comparan con una curva estandar hecha con diferentes concentraciones

de la sustancis pura.
7

MBtodos turbidimftricos : En &stos métodos se utiliza un medlo de cultive
1fquido inoculado con el microorgenismo en donde despu&s de la inoculacifin
e mide lu turbidez producida por el crecimento wmicrobisno la cubl esters
en funcifin de la concentracifn de la sustancia en estudin. (ste turbidez se
compars con una curve e=standar hecha con concentraclones creclientes de la

sustancia pura.
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2.6 CONTROLES MICROBIOLOGICOS

En los procesos industriales para obtener praoductos de microorganismos
es necesarioc tener un buen control sobre los pasibles contaminantes ya
que estos afectan notsblemente los rendimientos, por rue compiten por los
Nnutrientes del medio de cultivo con el microorganismo productor.

Los contronles microbiolfgicos deben garantizar une calidad comercisl del
producto que pe fabricae as{ como un buen rendimiento.

Para que una fermentacifén, en términos generales, se desarroclle en buenas
condiclionea es necesario sembrer e) microorganismo en un media esté&ril y
hacer revisiones perifdicas (tinciones de Gram) durante el tiempo de fer-
mentacifn para estar seguros que =1 &Gnilco micrnorganiemn presente en el
medic es el productor. En los procespgs gue se requiere eirescidn es nece-
sario controlar la eficecis de los sistemas de filtracilén perm esterilizar

el aire y asf evitar contaminaciones innecesarias.

2.7 CONSERVACIUON DE CEPRS

En mste trabajo se he utilizado el métordo de liofilizacién pare le consers-
vacifin de las cepes que integran este subcoleccibn por considersrse el mé-
todo m&s apropiado psra la conservacién a largo plazo, Yy lo que mhs interesa
es que este mftodo evita la pérdides de las caracter{stices gue las hacen
valiosas en las ferhentacinnes a nivel industrial. La conveniencia de la
liofilizacién como método pare preservar le mayoria de los microorganismos
estd hien establecidas. Existen muchos reportes exitosos sobre el tema; la
contaminacifin es relativomente f&Scil de evitar cuando 1s liofilizecifin se
hace apropiadamente y la viablilidad de laos microorganismos se conserva por
muchos ahosSa.

Es necesario llevar a cabo una serie de controles antes y despufs de la
1iafilizacién para estar seguroa de que el proceso se realizd apropiada-
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mente ; Antes de la liofilizaecifn se verifica la viabilidad vy la pureza de

las cepeas, dursnte el proceso debe culdarse ls presifin v la temperstura
de 12 liofilizacibén y despufs del proceso se comprueba la viabilidad de

los microorganismos, la humedad residual, el gelledo y el vacio de las

ampolletas.
Todps estos datos se registran en tarjetas que para dicho fin existen en

el Cepario de la Facultad de Luimice; ademfs se anotan : E1 nombre de la
cepa liofilizada, el medio de cultivo y las condicliones ge rehidratacién.
En el caso de esta subcoleccifin se registraron también leos medios y condi-

ciones de cultivo psara la obtencibn de les productos microbianos respecti-

vos, asf como para su cuantificacifine
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL Y ELUIPO

Material :
Matraces volum&tricos de 1000 ml
Matraces valumétricos de 500 ml
Matraces volumftricos de 100 ml
Matraces Erlenmeyer de 2580 ml
Matraces Erlenmeyer de 100 ml

Vasos de precipitados de 100 ml

UVasos de precipitados de 50 ml
Plpetss graduadas de 10 ml
Pipetas greduadas de 5 ml
Pipetss graduadas de 1 md
Pipetas volum&tricas ds 5 ml
Buretas graduadas de 50 ml

Tubos de cultivo de 16 X 150
Frascos para liofilizadora
Ampolletas Pyrex

Pinzas psra bureta

Agas de siembra

Gradillas

Pinzas

Mechero

Soporte

Tripies

Embudos

Algadln

Gasa
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Belanza granataria
Pipetas Pasteur

Cajss de pmtri

Equipo :

Hafio de zgum & temperstura constante
Campans de flujo laminar
Incubadora con agitacibén
Balanze analitica
Centrifuga

Incubadora
tapectrofotfmetro
Microscopio

Horno

Autoclave

Liofilizadora
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3.2 METODOS

3.2.1 METODOS PARA LA PRODUCCION v CUANTIFICACION DE ACIDDS DRGANICOS

ACIDO CITRICO

Microorganismo : Aspergillus niger

Medio y Condiciones de Cultivao (24)
Medio de cultiva : Sacarosa
KHZPDQ
MgSDk - 7 HZD
NH‘.NB3
KC1l

C-Clz -2 HZD

leche descremada

HZD destilada 100 ml

Condiciones de cultivo :
Temperatura 28°¢C

Tiempo 10 dfas
Agitacifn No requeride
pH 2

Procedimiento :
El medio de cultivo se prepara y se transflere a matreces Exrlenmeyer de

250 ml cen tapfn de algodbén. Los matraces se esterilizan en sutocleve =
121 ° C durante 15 minutos. Se dejan enfrier y se inoculan con Aspergillius
ge incuba a la temperatura y el tiempe indicados revisando perifidice-

niger,
mente para detectar posibles contaminaciones. Transcurrido el tiempo de in-

cubacifn se procede a valorar el Bcido citrico producido por Aspergilius
nigexr (1la produccifin se hece por triplicado poniendo 100 ml de medio en
cada matraz).
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Método pers valorar el 8cido citrico (10) :

TituleciSn Scido-base : Tomar alicuotes de 5 ml del sobrenadante del madio
de cultivo, adicionar alrededor de 20 ml de Hzn destiladas, asnregar 3 gntas

de inadicador (fennftaleina) y titular con NeOH exactamente 0.1 N.

g / 1 6cido cftrico = .-‘.’-—'—2——'——’9—

donde = V= Volumen de NaOd gostaco en ml
N= Normalided de lz sose (se usa 0.7 N)
eg=Equivelente quimico del fcido citrico

Az Alicuota en ml

P.M. del fcido citrice = 192.12

eq de Scide citrico = 90.06

ACIDQ ACETICO

Microorganismo : Acetohacter suboxydans

Medlio y Congiciones de Cultivo (2)

Madio de cultivo : Glucosa 1.5 g
Extracto de carne 0.02 g
(NH“)ZHPDL‘ 0.05 g
MgSD, - 7 H,0 0.07 g
Citrato de potasio D0.007? g
Fantotenato de calcio 0.007 g

Etwl-ﬂzﬂ deat.2% (V/V) 100 ml

Condicisnes de cultiva :
Temparaturns 28° G

Tiempo 10-14 diss
Agitecibn Constante (150rpm)
pH 3.8



Praocedimienta :
freoarar 300 ml ce medio de cultivo y transferiric a 3 matraces Erlenmeyer
de 250 ml (100 ml en cado uno) con tapfn ce algoddn. Ajustar el pH a 3.8 vy

esterilizar los matracés s 121 ° C durante- 15 minutns-:EnFriﬂr el mzdiu‘e.

iracular con Acetaobacter suboxydans, iRcubar @ le tempéreturs y e las. condi-

ciones mencionadas.  Transclrride. elitienpa d

ce 1a fﬁrmcntécip

e

Triptoss . S R

Catﬂ;' e - 4 o]
> B 2

i . - r' -~ L

Mg5L, 7 H,L U.5 ¢

H20 dectiladn - 100 =3
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Condicliones de cultivo :

Temperatura &5° C

Tiempo 6-8 dias
Agttacifin No requerida
pH 5e5~6.0

Procedimiento :

Preparar 300 ml de medio de cultivo, ajustar €l pH a 5.5, transferir a

mmtraces Erlenmeyer de 250 ml con tapfn de algodfn, esterilizar a 121° C
durante 15 minutos, enfriar e ilnoculer con Lactobacillus delbreuckiil, in-

cuber en las condiciones mencionadas y transcurrido =1 tiempo de incubacién

valorar el &cido 1l&ctico producido.

MEtodo para valaorar el Scido léctica (10)
Titulacién Bcido-buse : Seguir gl mismo procedimiento que para la yalora-
cifin de fcido citrico. '

V -« N * &g

g / 1 de fecido 185ctico =
A

Voldmen de NaOH gestados en ml

[}]

donde : V
' Normalidad de la sosa (e usa 0.1 N)

1

eq = Eguivalente quimico de #cido léctico

Alicuota en ml

p-]
]

F.M. de 8cido l8ctico = 90.08

eq del Scido l8ctico = S0.08
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3.2.2 METODOS PARA LA PRODUCCION Y CUANTIFICACION DE ENZIMAS

o - AMILASA :

Microorganismo : Aacillus subtilisg

Medioc y Condiclones de Cultivo (15) 3

Medic de cultivo : Caldo papa

Peptona

Extracto de malz- -

85003

KC1

MgSUk f

€aCl,

(NH),HPO, B9

HZD degtiladas 100 - ml
Condiciones de cultivo : ]

Temperatura 37°¢C

Tiempo 5 dias

Agitecién No requerida

pH 7 0=7a2

Procedimiento :
Preparar 300 ml de medic de cultivo, ajustar el pH a 7,0 y transferirlo a

matraces Erlenmeyer de 250 ml (1800 ml en cada ung), con tapfn de algodén,

esterilizer en autoclave 8 121 ° C durante 15 minutos, enfriar el medic e ina-

cular con Bacillus subtilis, incubar el tiempo y 8 las condiciones mencilonadase.

Realizar caontroles microbiolfigicas (tincién de Gram) perlfldicamente dursnte

el tiempo de incubacidn. Transcurrido este tiempo determinar la actividad de

1l1a enzima.

ME&todo pera determinar ls actsvidac de o~ emilaas (18)

En dos tubos de =nsavs (cratrol y experimental) poner 5 ml de una soclucidn
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de almidSn al 1 % en buffer de acetatos 0.1 M pH = 5; en un tercer tubo
(estandar) paner 5 ml de agua destilada. A cadas tubo apregar 3 ml de buffer
de acetatos 0,1 M pH = 5, un ml de 85012 0.5 M & incubar a 65° C; al tubo
experimental agregar 1 ml del medio de fermentacibn e incuber todos loa tu-
bos 10 minutos; transcurrido el tiempo agregar & cada tubn 2 ml de HC1 1 N
y ®» los tubos control y estandsr 1 ml del medio de fermentacifgn; despufs de
mezclar tomar parciones de 0.2 ml y transferirlas a matraces volumétricos
que contengan 0.5 ml de HCY 0.1 N y 40 ml de agua; egregar a cade matraz 0.1
ml de sol. iodo / iodurc (3 % KI + 0,3 % I,) y llevar hesta =1 aforo de 50
ml con agua. Leer en un espectrofotSmrtra 8 610 nm.

La activided de - amilasa se celcula de acuerdo 8 la fdarmula :

Actividad de ot~ amilasa = _ﬂ_i—g-—- c

donde : A = densidad Gptica del control

B = densidad Sptics del experimental

C = cantided de slmidfn tomadoc griginalmente en mg
PROTEASA

Microorganisma : Baci1llus subtilis

Medio y Condiciones de Cultivo (26) :

Medio de cultive @ Extracto de levadura 0.2 g
Dextrosa 1 Q
Peptona 15 g
Glucossa D.k‘ g
Harina de soya 0.24 gd'
KH, PO, 0.1 o
KZHFU“ 0.3 g
MgS0, ° 7 Hy0 0;01 g
CaCl, 0.02 g
HZD destilada 100 ml
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Condiciones de cultivo :

Temperatura 37°cC

Tiempo 24 horas

Agitacibn Constante (150rpm)
pH 7.0

Procedimiento :

Preparar 300 ml de medio de cultivo, ajuetar 1 pH a 7.0, tranaferir a
matreces Erlenmeyer de 250 ml (100 ml en cada uno) con tsp8n de algodbn,
esterilizar en auvtoclave a 121 ° C dursnte 15 minutos, dejsr enfriar a tem-
peratura ambiente e inocular con Bacillus subtilis, incubar slgulenco las
cendiciones de cultiva, trenscurrido el tiempo de incubacifn determinar la

actividad proteolitica por el mEtodo de la digestifn de caseina.

Método para determinar la ectividad de la proteasa (26)

En dos tubos de ensayo de 15 X 150 mm poner 1 ml de la sol. de casefna y
@l tubo nlmero 2, un ml del medio de fermentacién, incubar los tubos & 37° C
durante 5 minutom, transcurrido el tiempo agregar a cada tubp 2 ml de fcido
tricloroscftico D.4 M y a1 tubs nimero 1 un ml del medio de fermentacilng
incubar a 37 °C durente 20 minutos, filtrar, tomar un ml de filtrado de cada
tubo; adicionar al filtrado 5 ml de una solueifin de carbhonsto de sodic O.4 M

y 1 ml de reactivo folin-fenol, mezcler e incubar durante 20 minutos e 37 °C
pasado aste tiempo sdicioner a8 cads tubo 1 ml de HC1 0.2 N, mezclesr y leer
en un espectrofotémetrc a 660 nm. Hacer una curva estandar con concentraciones

que vayen de 0 a 60 Mg de tirosnina.

Solucifn de casefna : 2 g de caseina en 20 ml de NaGH 1 N, sgitar + SO wml de
HZD anitar; eajuster el pH con HZPUQ dilufdo (1 parte de HZPDh 85 % en 3 par-

tea de HZD)' llevar a 100 ml can agua destilada.
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TRIPTDFANASA

Microerganisma : Proteus rettgerii ATCC 9918

Medio y Condiciones de Cultive (12)

Medio de culitivo : Triptona ) 1.0 g
Extracto de levadura 0.5 g
NaCl D.5 g
Glucosa .2 g
HZD destilada 100 ml.
L=-triptofanc 1.5 g

Condicicnes de cultivo 3

Temperaturs 37°cC

Tiempo 20 horas

Agitaclibn Constante (150 rpm)
pH 9.0

Procedimiento :

Preparar 300 ml de medio de cultive, ajustar el pH & 9.0 v repartir 100 ml
en cada matrez Erlenmeyer de 250 ml con tapfn de algodfn; esterilizer en
sutoclave 8 121 ° C dursnte 15 minutos. Enfriar el medio & inoculsr con la
cepa de Proteus rettgerii ATCE 9918; incubar bajo las condiciones de culti-

vo y transcurrido el tiempo determinar la actividad de le enzima.

M&tado para determiner la actividad de la triptofenase (12) :

Centrifugar cade matrez y recuperar las c&lulas, lavfndolas dos veces con
10 w1l de buffer de fosfatos. Resuspender 1las c&lulas en 5 ml de la mezcla

de reaccifin, afadir 1 ml de toluenc y agiter vigorosamente durante S min.,
centrifugar las spuspenciones y eliminar e} tolurno, Tomsar 500 pl de lw fo-
se acuosa de cada matraz y adicionar 100 ul de una solucifn de triptofano
agitar el contenido de los tubos e incubar 30 minutos a 37 °C. Afadir s ca-
da tubo 3.4 ml de reactivo de Ehrlich, agitor y esperar el desarrollo de co-

lor durante 30 minutos, leer en un espectrofotfimetro 8 S70 nm.
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Trazzar una curva estandar con concentraciones que vayen de D a 50 ug de

una solucifn de indol, Lta actividad se reporta como ug indol / D'USQD Jda

Mezcla de reaccifin : Glutatifin reducido Ges mg
Fosfato de piridoxal 1.48 mg
Albimina sérica bovina 25 mg
Sol. amortiguadora de fosfatos 100 ml
Reactivo de Ehrlich : p-dimetilaminobenzaldehido 3.6 g
HC1l cancentrado ' 18 mYl
Etancl absoluto hasta 100 ml

3.2.3 METODDS PARA LA PRODUCCION Y CUANTIFICACION OE VITAMINAS Y AMINDACIDOS

RIBOFLAVINA O VITAMINA 82

Microarganismn : Ashbya gassypli
Medio vy Condiciones de Cultivao (33) :

Medio de cultivo : Glucosa 2.0 g
Agua de crecimiento de malz 2.0 g
Extracto de levadura . D.1 g
H,0 destilads 00 m

Condiciones de cultivao :

Temperatura 28°cC

Tiempo S dias
Agitacién Conatante (150 rpm)
pH 6.0-7.0

Procedimiento :
Preparar 300 ml de medio de cultiva, asjustar el pH a 6.0, transferir porclo-
nes de 100 m)l a tres matraces Erlenmeyer de 250 ml con tapfn de algodbn, es—

terilizar en autoclave s 135° C durante 15 minutos, enfrier el medio a tem-

peratura ambiente e ingcular con Ashbye gossypil, incubar segln las condicio-
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nes de cultivo. Hacer controles microbliolfgicos perifidicos durante el

tiempo de cultivo; transcurrido el tiempo valorar le vitamina producida.

MEtondo para valorar lg riboflavina (14) :
con exzctitud 0.1 g de riboflavins patrfn de referencie, previamente

Pesar
speca a 105 °C por 2 horas; disolver en CHBCUDH (1:250), calentandoc a 60-70°C,
enfriar; aforar a 1000 ml con sgua destilaeda; tomar 10 ml y llevarlos a 50 ml

con agua destileda para tener una concentracion final de 0.2 mg / ml de

riboflavina (Et). Tomar 5 ml del scbrenadente del medio de fermentacidr (Es)a

Medir la absorboncia de S ml de cada una de las soluciones, usando HZD
inmediatamente después de la lec-—

como

blanco, B 445 nm =n una celdilla de 10 mm;

tura afiadir 0.02 g de hidrosulfito de sodio e caeda tuho y medir nuevamente

las absorbancias (Et' v Es?).
Calcular los mg de riboflavina utillzanda la sigulente Flrmuls

mg / ml ribeflavins = A = £ =Bk

donde : A = mg de ribeflavina patrfn de referencila

Et= ahsoxbancia del patrén de referencia de ribeflavinae

Es= absarbencia del sobrenadsnte del medio de fermentacién

Et'=absorbesncia de Et + hidrosulfito de sodio

Es'=absorbancia de £s + hidrosulfito de sodio =

CIANGCOBALAMINA O VITAMINA 312

Microorganisme : Streptomyces plivaceus

Medie y Condicianes de Cultiva (27) : )
2.0 g :

Medio de cultive : Glucosa
Harina de savae 4.0 g
KH,PD, 0.8 g
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Mgsu, - 7 H_O 0.05 g

4 2
CaCOy 0.5 g
CnClz . : &  ppm

H,0 destilada . 100 ml

Condiciones de cultivo :

Temperatt}ra‘ 28" c.-
Tiempo 5.di§s 
Agitéciﬁn Constante (150 rpm)
pH 5.6-6.0

Frocedimisnto :
Preparar 300 ml de medio de cultivo, ajustsr el pH a S.6, transferir percio-

nes de 100 ml a matraces Erlenmeyer de 250 ml con tapSn de algodfn, esterili-
zar en autoclave a 121 ° C durente 15 minutos, enfrisr a temperaturs ambiente

e inoculaer con Streptomyces olivaceus. Incubar a la temperaturs y bajo lasg

condiciones antes mencicnadas, haciendo controles microbiolfgicos perifidicas.

Transcurrido el tiempo de incubacifin valorar la cantidad de vitamina producida.

MBtode parg valorar 1a cianocobalsmina (16) @
Valgracifin microbicléSgica con Lactogbacillus leichmannii ATCC 7830

PREPARACION DEL INDCULO : Preparar tres tuboe ce ensayo con 10 ml de caldo

para inocule de vitaminszs 812 (Difco 0524-15) cuyos compon=ntes son:

Jugs de tomate 100 ml
Peptona proteass 7.5 g
Extracto de leavadurs 7.5 g
Dextross 10 g
Complejo sorbitan monoleato 0.1 g
HZHPDA 2 g

100 ml

H20 destilads

Esterilizer s 121 " C durante 15 minutas.
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Inocular los tubos de ensayo con L.leichmanni ATCC 7830, incubar & 37°C

por 8 horas, centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos y decantar, resuspender
las cflulas en 10 ml de solucifn salina isotdSnica estéril, y centrifugar en
las mismas condiciones. Resuspender las c&lulas lavadas =n solucifn salina

estéril hasta llegar a una tramsmitaencia de 80 a 90 % .
PREPARACION DEL ESTANDAR : Pesar 50 mg de cianocobalamina patrfin de referencis,

afprar a 100 ml con etanol, tomar 2 ml y llevarlos 8 100 ml con agua destilscs,

tomar 2 ml vy llevarlos a 100 ml con agua destilada pars tener una concentra-
eifn Final de 0.2 Mo / ml. Hacer una serie de tubos gque vayan de Q.0 a D.S/...g
de cienocobalaminae.

PREPARACION DEL PROBLEMA : Centrifugar los matraces y resuspender las células
en solucidn salina estéril, volver a centrifugar y recuperar lss célulmes en

5 ml de solucién salina estéril, afiadir 1 ml de tolueno, agitar vigorosamente

durante 5 minutes, centrifugar las suspensiones y eliminer el tolueno. Tomar

1 ml de la faae acucsa de cada matraz en tubos de ensayo.

Ajustar el volumen de cada tubo a S ml con agua tHestilada vy adicidnar 5 ml

de medio basal para vitamlina 812 (Difco 0457=15) cuyos componentes son :

Casamino &cidos libres de vitaminss 15 ]
Dextrosa &0 g
Acetato de sodio 20 g
Asparagina 0.2 g
Acido ascBrbico 4 g
L-gcistine O.4 g
Ol -triptofano O.4 g
Sulfato de adenina 20 mg
Clorhidrato de guanina 20 mg
Uracile 20 mg
Xantina 20 mg
Riboflavina 1 mg

1 mg

Clorhidrato de tiamina
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Biotine 0 pg

Niacina 2 mg

Acido p-aminobenzoico 2 mg

Pantotenaoto de calcio 1 mg

Clorhidrato de piridoxina & mg

Clorhidratao de piridoxal 4 mg

Clarhidrato de piridoxamina ann ]

Acids f6lico 200 pg

Fosfato de potesioc monobé&sico 1 o

Fosfato de sadio dibésico 1 g R
Sulfatc de megnasio 0.6 g
Clesrurec de sndie 20 mg :
Sulfato ferrosa 20 mg

Sulfato de manganeso 20 mg

Complejo de sorblitan monoleato 2 g

Agum destilada 1000 ml

Tepsr los tubos con algodén y gesa, esterilizar a 121° C durante 5 minutos.
Enfriar répidamente & temperatura smbiente & inocular con uns gots del infi-
Gula, agitar e incuber @ 37 °C durante 18 horas. Trenscurrido el tiempo re-

frigerar de 15 a 20 minutos vy leer en un espectrofotémetro a 640 nm.

ACIDO GLUTAMICO

Microorganinmo : Corynebacterjum glutamicum

Medio y Condiciones de Cultive (20) :

Medio de cultiva : Secerosa 2 =]
Ures 1 [+]
Peptona 0.5 n
MgSO, 0.15g9
HHZPD‘. O.15g
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CaCo 0." g

3
H20 destiladm 100 ml
Condiclones de cultivo :
Temperatura 35°C
Tiempo 7 dias
Agitacién Constante (150 rpm)
pH 8.0

Procedimiento :
Preparar 300 ml de media de cultivo, ajustar el pH & 8.0, transferir a

matraces Erlenmryer de 250 ml porciones de 100 ml, tapar los matraces con
slgodfin: eaterilizer en autoclave a 121 ° C durante 15 minutoms, enfrisr =
temperatura ambiente e inocular con la cepe productora. Incubar sigufiende las
condiciones de cultivo. Durante el tiempo de incubaci&n hacer controles micro-

biolfgicos perifdicos. Transcurrido el tiempo de incubacidén valorar el producto

e la fermentacifine

M&étodo pars velorar el Scido glutfmico (11) :

FPREPARACION DEL ESTANDAR : Pesar 200 mg de icido glutémico patrfn de referen~

cig en 100 ml de mgue cestilada, tomes S ml llevarlos a 100 ml con agua desti-
lada para tener una concentracifn finesl de 100 pg / ml.

Preparar una serie de tubos que tengan concentraciones de 4cido glutfmica de

0O a 400 pig / wl.
PREPARACION DEL. PROBLEMA : Tomar un ml del sobrenadante del medio de fermen-

tacién vy hacer une dilucifn 1 : 10G.

Ajustar el volumen de tndos los tubos 8 S ml y agregar 5 ml del aiguiente

medioc de cultivo :

Dex trosa 50 -]
Acetatuo de sodio 600 mg
Cloruro de sodio 1 mg

20 mg

Sulfatoc de magnesin
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Sulfato ferroso

Fesfato de potasio monob&sico 30.5 mg

Fosfato de potasio dib&sico 44 .2 mg

Fosfato de sndio maonobfsica 1.6 g

Fosfato de sodio dibésico 2.5 g

Biotina 0;5‘”§f

Acidao p~aminobenzoico & )‘g -

Pantotenato de calcio «n ‘iyétfr

Riboflavina 20 gt

Clerhidrato de timina 20 ‘ug

Nicotinumida D.1_m§

Sulfato de adenina Sels ﬁg

Clorhidrato de guanina 4.8 hg

Uracilo 3 mg

L-asparagina 0.5 mg

Clorhidrato de piridoxal 575 Pg

DL-alanina L0 mg

L-arginina 48 ol mg

Cistins 10 mg

Histidina 12 .4 mg SRR
1000 ml

Agua omstilads
Tapar todos los tubos con algodén y gasa, esterilizar 121 ° € durante 5 minutos;

enfriar rfpidamente hasta temperatura ambiente e inocular con 0.1 ml de una

suspensifn de L .megentercides ATCC 8042, incubar 24 horas a 35° C. Leer las

absarbancias en un espectrofotSmetro a 625 nm.



3.2.4 METDDOS PARA LA PRODUCCION YV CUANTIFICACIUN DE ANTIBIUTICOS

PENICILINA
Microargenismo : Penicillium s.p

Medio y Condiciones de Cultivo (32)

Medio de cultive : Glucosa
Almidén 1. '@
Tripticasa

Extracto de carne

Agua de cocimiento de mafz

Agum destilada

Condiciones de tultivo ¢

Tehperatur- 28
Tiempa 5 dias
Agitecibn Chnstente
pH 6.0

>

Procedimiento :

Preparar 300 ml de medio de coltivo,
del medino a tres matraces Erlenmeyver de 250 ml con tapbn de algodfn, esteri-

ajustor el pH 8 6.0; transferir 100 ml

lizar en autocleve a 121 ° C durante 15 minutos, enfriar e temperatura smbien-

te e inocular con Psnicillium_ s.p, incubar @ la temperatursd v condiclones es-
tipulados, haclenda controles microbiolfgicas perifdicos. Transcurrido el

tiempo de incubacién valorar 1@ penicilins producids por 1o cepa.

MEtoda para wvalorar penicilina (13)

M@todo microbioldnico con Staphylococcuys eureus
Sembrar (1.1 ml de un cultivo de 24 harses de S.2ureus en 100 ml del medio

0.5 g

siguiente : Peptana
0.1 g

Extracto de levadura
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Extracto de ecarne 0.15 =]
Glucosa 0.10 =]
NaCl 8.35 g
K, HPD, 0.365 g
KH, PO, o ,‘9,132. o
H,0 destileda T Tl \

Esterilizar a 121° C durante 15 ﬁinufﬁs.

Incubar 24 horas a 357 C. BEREE R o

PREPARACIDN DEL ESTANDAR : Pesar DO.1 g de penicilina G sﬁdicazy'iiavﬁr a 50
ml con H,0 destilada pore tener una comcentracifn ‘final de 2 mg / ml.’En'tu—
bos de 16 X 150 mm preparar una curva gque vayavde 0.0 aVJ-Bng'dé penidilina.
PREPARACION DEL PROBLEMA : Tomar un ml del medio de férménﬁucién v haéer une
diluciébn 1 : 100.

Ajustar el vollmen de todos los tubos a 10 ml con el medio de cultivo ino-
culado con S.aureus. Preparar un tubo "blanco" que contenga 10 ml del medio
de cultive 8ln inocular.

Colocar todos las tubos en bafic Marfa a 35° C de 2-4 horas. E1 tiempo exmcto
del perioda de incubacifin se determinara observendo el dessrrollo del tubo 3
que contiene la solucifn Gptima. Retirer los tubos del bafio Marias y agregar =
cada uno 0.5 ml de formaldehf{do al 12 %. Leer la& absorbanci@ en un espectro-

fotémetro a una longitud de onda de %30 nm,

POLIMIXINA

Micrasrganismo : Bacillus polymyxa
Medio y Condiciones de Cultivo (233 :

Medio de cultivo : Sacarosa 3 g
Extracto de levadura 0.5 g
Sulfato de amanilo 2‘ é
Carbonato de celcio 0.3 g

53



Clorurc de sodio 0.05 g
Biotina 41 ug
Agua destilada 100 ml

Condiciones de cultivo :

Temperatura 28°C

Tlempo 72 hurés

Agitacién Constente (150 rpm)
pH 7.8

Procedimiento : .

Preparar 300 ml de medio de cultiva, ajustar £l pH a 7.8; transferir por-
ciones de 100 ml a tres metraces Erlenmeyer de 250 ml con tapSn de algodén,
esterilizar en sutoclave @ 121 ° C durante 15 minutos, enfriar el medioc hasta
teﬁperﬂtura ambiente e inoculer con Bacillus polymyxa, incuber slguiendo las

condiciones de cultivo, Valorer la pnlimixina producida.

Matodo pora valorar 18 polimixina (13) :

Utilizer el mismo media de cultivo que para le valoracifin de penicilina;
una vez estfri) inoculer con 0.1 ml de un cultivo de 24 horas de E.coll e
incubar a 37° C dursnte 24 horas .

PREPARACION DEL. ESTANDAR :; Pesar (0.1 de polimixina 8 patrﬁn de referencis;
disolver en 100 ml de una solucifin amortiguadora de fosfatos pH = 6,0, tomar
5 ml y aforar s 100 ml con la misma solucién amortiguadora para tener una
concentracifn final de 50 ug / ml. De esta solucifin hacer una serie de tubod
que contengan concentraciones de polimixina 8 de 0.0 a 80 ug.

PREFPARACION DEL FROBLEMA : Tomar un ml del sobrenadante del medio de fermen-
tacifn y colocarla en un tubao.

Ajustar el volidmen de todos los tubos a 10 ml con el medic inoculadoc con

E.c0li vy smguir el mismo procedimiento que para la valoracién de penicilina.
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ESTREPTAOMICINA

Microorganiesmo Streptomyces griseug

Medio y Cendiciones de Cultivo (31) .

Medio de cultivo : Glucosa 1 -]
Peptana 0.5 g
Extracto de levadura 0.5 g
Cloruro de aondio 0.5 g
Agua destilada 100 ml ’
Condiclones de cultiva :
Tiempo 15 dfas
Tmper-i;ure 28° ¢
Agitacifin No reguerida
pH 6.5=7.0

Procedimiento :
Preparar 300 ml de medie de cultivo; sjuatar el pH y tranaferir a matraces
Erlenmeyer de 250 ml con tapbn de algodfn, esterilizasr en autoclave a 121°C

durante 15 minutos. Enfriar a temperatura smbiente & inocular con S.grissus,

Incubar los matraces seglin las condicianes de cultivo y raslizar controles

microbiol8gicos perifdicos durante 1la fermentacifn, Valerer 1ls sstreptewmicins

producida por 1la ceps.

Métodn pars valorar sstraptomicina (13) :

Valoracifn microbioclégica con Klebsiella pneumonias .

Utilizer sl mismo madio de cultivo qua pars ls valorsciln de penicilins, una

vez estéril inccular con 0.1 ml de un cultivo de 24 horeas de K.neumonise, =

incubar 26 horas s 37° C.
PREPARACION DEL ESTANDAR : FPesar 0.1 g de sulfeto de estreptomicins; llevar

a 100 ml con agus destilada, tomer 1 ml y 1llever a 50 ml con agus destilads
para tener una concentracifn rinsl de zn,..g'/ ml. De ests saolucifn heser una

sarie de tubos con concentracionss que vaysn de 0.0 a &0 poe



FREPARACION DEL PROBLEMA : Tomar un ml del medio de fermentscifn y hacer una
dilucibn 1 ;:10; tomar un ml de esta d{luciﬁn y ponerla en un tubo.

Ajustar =1 volumen de todos los tubos a 10 ml con el medio inoculede con
K.pneumonise y segulr el mismo procedimiento gue para la valoracién de la

penicilina.

3.2.5 METODO PARA LA PRODUCCION Y CUANTIFICACION DE ETANOL

Microorganismo : Saccharnmxces cerevisiae
Medio y Condiciones de Cultiva (33) :

Medio de cultlvo : Glucaosa 1 [+ )%
KH, PO, 0.5 g .
(NHQ)ZSDQ 0.2 . +}
MgSO, « 7 H,0 0.08 ‘g
Extracto de leveduras 0.2 q
Agua destilada 100 ml

Condiclones de cultivo :-

o

Temperatura 287 C

Tiempo 50 horas
Agitacibn No raguerida
pH 4.0

Procedimiento :

Preparar 300 ml de medio de cultivo, ajuster el pH @ 4.0; transferir por-
ciones de 100 ml a tres matraces Erlenmeyer de 250 ml con tepfn de algoghn,
esterilizar en autoclave a 121 ° C durante 15 minutoa, enfrier a temperatura
ambiente & inocular con S.cerevisiase. Incubar segiin lass condiciones de cul-

tivo. Transcurrido el tiempo de fermentacién velorar la produccifin de etanol
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M&todo para valorar etanol (7) :

Centrifugar el medio de fermentacifn pare separar les células; medir exactse-
mente 50 ml del sobrenadante libre de microorganismos, destilar y recuperar
las frecciones que destilan entre 70°C y 95° C. gl destilade obtenido se
afora & S5C ml con agua bidestilade y se determina la graveded especifics
con un picnémetro: Poniendo a pesc constante el picnfmetrs, llenarlo con
sagua bidestilaeda y pesarlo. Vsciar =1 agua, secar perfectamente, asdicionar
el destilado y pesar nuevemsnte.

La gravedad especifica se obtiene con 13 sigulente formula :

Ge = —pg—

donde : Ge

Gravedad especifics
Pd = Pesa del destilado

Pa = Peso del agua bidestilads

Determinar el % de mtanol wvtilizanda 1la tabla;reépectiqa.,

57



4. RESULTADDS.

4.1 RESULTADOS DE LA VALUORACION DE ACIDOS ORGANICOS

ACIDO CITRICO - =

Se probarcn ocho diferentes cepas de Aspergillus niger disponibles en el
Cepario de la Facultad de Quimica. Acontinuacifin se reportan less resulta-
dos abtenidos de la producecibn de &cido citrico de cada ceps.

El rendimiento de &cido citrico se reportc en base a la reaccién estequio-

métricm de glucosa a #icido citrico.

Reaccifn :
2 C6H1205 + 3 02 —_———— 2 CSHBD7 + & Hzﬂ
(P.M 180) : - (PuM 192,120

Glucosa en el medis de gultivo = 32 g

' 1 Mol glucosa 180 g

X 32 g X = 0a177 Molens

0.177 Moles glucosa — 5 0,177 Mules Acido cftrico

1 Mol &cido citrico —192.12 g

0.177 Moles x ' X = 34,00 g

Rendimiento tedrico : 34.00 g

A. nigexr CS

Matraz Vol (ml)
1 4.2
2 3.9 1 % =t.13 w1
30 s ' SR L ’
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g / 1 &cido cftricao = V-N-Zeq

42193 M1l » D.1 = 96.06
A S ml = 7,93
Rendimiento ficido citrico :
3..00 g 1DQ %
7.93 9w X, X = 23.32 %

Asniger BE

Matraz | Vol “(ml)
1| s
2 i
3 ET

g / 1 6cida citrico = s;as-_

Rendimients fcida citricurﬁ§,1§,§7i%cuv

Asniger Cgy

Matraz Yol (ml)-
1 2.1
2 2.0
3 2.4

g / 1 Boido cltrico =

Rendimients &cido cftrice

AR.niger EM-1

Matraz ‘ Voldlml) -
1 L E
2 BRI I ~3.85 mL
j 3 300 ‘ :‘




g / 1 Scido citrico = 7.35

Rendimiento Acldo cltrico = 2Z1.61 %

A.nniger EM-2

Metraz | val{mid’

I

1o

57

A.niger EM-3_

vatraz

Rendimien ta";’, Gcid

B.niger 2040

f Matraz [ Uol:
1 6a2
2 T Beti
, :

G2

o/ 1 cido cftrico = 11.83

Rendimiento %cido citrico = 34,79 % v
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g / 1 Scido cltrico = 7.35

Rendimiento fcido cftrico = 21.61 %

Asniger EMZ

Matraz Val(ml)
1 7o
2 740
3 7

q / 1 fcido citrice = 1

I

Rendimiento Goido citric

A.niger EM=3

Matreaz Val (ml)
1 8.1‘
2 8.1
3 ’7.9i’f”'

g / 1 Gcido citricu = 15.‘

Rendimiento Scido cltricu = h5.35 %

A.niger 2040

Matraz Vol (ml)iri
1 6.2
2 6.1
l 3 6.2

9/ t fcido citrico:;

Rendimiento 5cidnkc1ffiqo:; ETX




Agniger

Matraz Vol (ml)
1 6.5 o
2 Geb |7 L Xm Buk6 WL
3 . 6.5 ' '

g /7 1 8cido cftrico = 12.35

Rendimlento fcieo cltrico = 36,32 % |
A.niger Rendimiento”
(%)
, Cs 2332
CG 18 .97
CB 11.61
EM=1 21.61
EM-2 39.88
EM-3 _ 45.35
2040 34,79
A.niger 36.32

22 B



ALIOU ACETICG =
Se probé una cepa de Acetobacter suboxydans productora de fcido acBtico

disponible en el Ceparic de la Facultad de Quimica; a continuacifn se re-

porten los resultados obtenidos de la produccifin de este Scido por la cepa.

El rendimiento de Scido scftico se report§ en bese a la resccién estequio-

métrica de glucaosa a Scido acético.

Reaccibn :

Te c6“1206 + = '0?’2*? ATR '+ 2 H20

(Fi1 130)

2P+ 2 ADP __.2 CHBJCﬂz OH.- + 2 CO,"
y CP.MiL6) :

2. 2 CH3 CHZ a4 +

Glucosa en el medio de dultiyq

Etanol en el medlo de cultiva

1.
1 Mol fcido ac&tico —
0.0166 Mples X = 0.9968 g
2a 1 M;Il etanol ———

X

29 . X = 0.0434 Moles

 D.0434 Moles etanol —— o 0.0434 Moles &cido acktica
1 Mol Gcido acktico ——- 60.05 g
0.0434 Moles — X X = 2.6061 g

Rendimiento tedrico = 0.9968 g + 2.6061 g =.3,.6029 g
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A.subaoxydansg

Matraz Vel (ml)
1 2.6

2.5
2.6

g 7/ 1 Gcido ecétice =

ACTIDO LACTICOD

Se probd una cepa de Lactabecillus delbreuckil productore de fcida lfctice

disponible en el Cepario de la Facultad de Quimice. A continuacifin se repor~
tan los resultados de la produccifn de 8cido por este cepa.
El rendimienta de &cido 18ctico se regporta en bese @ la reasccién estequinmé-

trice de glucose a fcido lActico.

Reacecibn :

CGH‘IZDG + 2 Pl + 2 ADP e —p 2 (73HGD3 + 2 ATP + 2 H20

(P.M 18D) (P.m 90.08)

Glucosa en el medio de cultivo =

1 Mol glucosa

X

0.0555 Moles glucuéa_________;_;'Q-ﬂ11;ﬂoigé Scido l&ctico

1 Mol &cida lécficoi;;_;+n90.08’ g
0.111 Moleg —— . - X X = 9.99 g
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Rendimienta tedrico = 9.99 g

Legdelbreuckil

Matraz

1
2

3

g / 1 &cido léctice’

Rendimients de &cids

‘ Cepa

L.delbreuckii
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4e2 RESULTADOS DE LA VALORACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

AMILASA :

Se probaron dos cepas de Becillus subtilis amilass positivas disponibles

en el Ceperioc de 1a Fecultad de GQuimica. A continuecifin se repartan laos

resultedos obtenidns de la actividad de emilass de cada cepa.

B.subtilis C

2

Matraz Absorbancia

1A
2R
3A
18
28

38

Actividad de ot~ amilasa ‘ =010, 5p = 26.85

Ba.subtilis ATCC 6633 I

Mgtraz

1A

24a

3A

0.118

8 K
1 50 mg de almidén

28

38

e A 0.516 - 0.116
nctiuidad ‘de. ot amilasa Egw——pg— s C = = = - 50 = 38.76
(unidades 7 mg) i SR 0.576 7
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B.subtilis

Activided de (- amilasa
(untidades  / mqg)

Cz 26,85
ATCC 6633 38.76
PROTEASA

Se praobaron cuatro cepas de B.subtilis en gelatina nuiritiva v en sgar leche

descremada para determinar si eran proteolfticas; tres resultaron protesss +

por lo que se sembraron en el medie pera praoduccifin de proteasa. A continua-

cibn se reportan los resultados obtenides de la actividad proteslitica de

las cepas :

Curva estendar de tirosina :

Tubo

Absocrbancia Cone. (ug / ml)

]

o u > W N

D.13

0.25

0.29

D.38.k
048 "

0.55

A0

B.subtilis 85=~Y-1021

Matraz Absorbancia
1 0.21 B ]
2 0.205 %= n.208
3 0.205 - ST
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Bl.subtilia ATCC 6051

Matraz Absorbasncia
1 0.24 .
: .
2 0.235 % .= 0.238
3 0.24 ’ o

B.subtilis C

1

Metraz Absorbancia
1 NI :
2 ‘n.257
3 0.25%" "
B.subtilis Actividad proteslfitica|
(unidgades)
85-v-1021 , 37.0
ATCC 6051 43.0
C1 47.0

Una unided de actividad proteolftica es definida como la cantidad de enzima
que produte Prmgmentos solubles dando un coior azul eguivalente g8 D.5 Mo de

tirasina, bajo les condiciones del experimento.
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o
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CURVA

,fﬁbu

120 - UMIDADES DE. PROTEASA

50

.80 yg/ml . TIROSINA.



TRIPTOFANASA :

Se probd una cepa de Proteus rettgerii ATCC 9918 para la producc!fn de

triptofanssa disponible en el Cepario de -le Facultad de Qulmica, a8 conti-

nuaclién se reporta el resultado de la” actividad enzimatica de la cepa.

Curva estandar de indol :

Tubo Abaorbapq}@i'

1

m & wN

P.rettgerii ATCC .9

Matraz . Absorbancila
1 Sl De1250.
2 . lm.125

3 . Da125.

Cepa . Activided
(yg indol / D. DSAU)

P.rettgeril 7.1 ffﬁ i
ATCC 9918 T S e
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6.3 RESULTADOS DE LA VALORACION DE VITAMINAS Y AMINDACIDOS

RIBUFLAVINA =
Se probo uni& cepa de Ashbya gossypii productora de riboflavina, disponible
en el Ceparie de la Facultad de Quimica. A continuscidn se reportm el resul-

tado olitenido de 1s producci&n de riboflavins por la cepa :

Matraz Atisorbancia Matraz Absnrbancia
(con hidrosulfito)

Et 1.4 Bt 0.7
Es, 0.92 En} 0,75;‘ 
Es, 0.92 Es}

Es3 0.92 Eﬂi

Es = D.92

riboflavina = A °.

ey = 078) 0l mg / m
(o.92 - u.7u3) S )

Cepa Ribnflavina K
C(mg / ml)

A.gossypii 0.74

CIANOCOBALAMINA =

Se probd uma cepa de Streptomyces olivaceus productors de vitamina 812

La vitamina B,, se valord por méitodo microbiolégico con L. leichmannii
ATCC 7830. A continuacidn se repoerta el resultado obtenida de la produccifn

de vitamina 812 por la cepa.
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Curva estandar dec clianoccobalamina :

Tuba Tranamitancia (%) Conc. (ug /‘mlj
1 blanco U.D_‘
2 77 :
3 &89
& 64
5 60
[ 56
S.olivaceus ’
Matraz Transmitancia (%)
1 62.5
2 62.5
3 62.5
X = 62.5

Caoncentracién de cianocobalamina’

Cepa Cianucobalamiﬁaf
(pg 7/ ml)~

§.0livaceus 0.34
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ACIDO GLUTAMICO :
Se probd una cepa de Corynebacterium Qlutamicum productora de Scido glutf-

mico disponible =n el Ceperic de la Facultad de Quimica. El giguiente =g =l
resultado obtenido de la produccifn de =1 aminoScido por esta cepa :

Curva estandar de Scidg glutfmico :

Tubo Abhesarbarncis Conc.(pg / ﬁl)

1 blanco - :Q;ﬁ g

2 0.13 S SQ;O;jJ “'ﬁ,1
3 o.as |

4 0.18 .| aso.o

s pizo | - z200.0° -
& D.225 L250.0

? D25 ' 300.0

8 G.28 °350.0

9 0.30 rgnu;nj;

Ce.9lutamicum

LHatraz Absorbancia
dil 1:100) B
1 o.235° | R )
0.235 . | % =-0.235
L 0.235

Concentracién de &cido glutfimico = 275 ug / ml

275 ug / w1 . 10 Cdil. 1:100) = 27500 pg / ml = 27.5 mg / ml

Cepa Re. glutfimico
{mg / ml)

Ce.qlutamicum 2745
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[ RESULTADOS DE LA VALORACION DE ANTIBIOTICOS

PENICILINA :

Prueba par la seleccién de cepss productoras de penicilina :
Se probaron acho cepas de Penicillium _s.p disponibles en el Ceparid de la
Facultad de Quimica, en un medio que permite el desarrollo de esta cepa vy
del microarganismo de prueba : S5.aureus. El medio utilizade es una combino-
cifn de agar papa-dextrosa y agar nutritivo en partes iguales.

La pruebs se realizf en cajas de petri con el medio sfBlido. En un extremo
de la caja se sembrd por estrfa la cepa de Penicillium S.p en estudio, se
dejaron las cejas en incubacifn dgurante 5 diag a 28° C; transcurride este
tiempo se sembré en estrias perpendiculares el microorgenismo de prueba y se

incubé 18 horus @ 37 ° C. Al cabo de este tiempo se observo si habfa o no inh-

1bicilin de S.mureus.

De las oche cepas probadaes cuatro inhibieron el desarrolle de S.aureus en
una forma notable, estas cuatro cepas (‘CB, Epo 87, v CB) se gembraron en

=1 medio para la produccifin de penicilina.

Curva estandar de penicilina :

Tubo Absorbancia Conce.(mg)
1 860777 a g
2 o310 | Tz
3 0-‘* 3.0
&4 oz s
s 0.06 3.8
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Penicillium s.p C

Matraz Absarbancla.’
(ofil. 1:100) ) st

1

2 4 gz = D.zi6
3 3.22. s

Concentracifn de peniuilina

En 3.0 mg - 100 (dil. 1 TUD) = 300’(111: / ml

Penicillium s.p G,

[ Matraz I Apsarbsncis
(ei11.1:100) Sl
1 : Uy.éj R
. ey
3

En 2.95 mg « 100 (d31.:1

Penicillicm a.p C7

Matraz
(ddi1 1:100)

1

2 L= 0.29 0

3

Concentracifn de penicilina = 2.75 mwg
an 2.75 mg * 100 C dil 1 :100)e 275 mg / ml
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Penicillium s.p CB

Matraz

(dil 1:100)

Absorbancia

1
2

Cuncentraciﬁn_dzrﬁ

En 3,2 mg . 100 Coil’

Peniclllium Sep -
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CURVA ESTANDAR '

ABSORBANCIA.
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b

0.31]
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POLIMIXINA =

Se probhd una cepa de Bacillus polymyxa productora de: pulimixina dispan:lble

en el Ceperio de la Facultad de Guimica. A cnntinusciﬁn se repurta ‘el resul-

tado de la produccidn de pnlimixina por la cepa

Curva estandar de polimixina i

Tubo Absorbancia
4 -
2
3
4
5
&
. .
8.polymyxa
Matraz . [ 'Ahsurbanci’_a;;
! 7 D.35°00 : . : .
: 035 [ ®~0as
3 0;35,'.._.,; CrE e LR e

Concantrgcin de polimixina

Cepa Palimixin,a’"‘ :
Cug / ml)..
B.polymyxa 55 ‘

ag



ABSORBANCIA.
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v

N

25

375

62.5 0
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ESTREPTOMICINA

Se probd una cepa de Streptomyces griseus productora de estreptamicina

disponible en el Cepario de la Facultad de Uuimica. Los resultados siguientes

corresponden & la curva estandar de estreptomicina vy a'ia produccibn de dste

antibiftico por la cepa :

Curva estandar de estreptomicina :

Tube Apsorbancia Conc. Cuo/ml) -
1 blanca CmeD T e
2 0.31 V } "
3 0.30
4 . .
5
&
S5.griseus
Matraz Abéﬁrbancinfﬁ
(dit.1:10) R
1 030 SR
2 0295 . X = 0.298
3 G.JU.-N
Concentraci&n de estreptbﬁiéinh = 26.5 pg

26.5 pg - 10 (dil. 1:10) .= 265 Mo / ml = 0.265 mg / m1

Cepsa Estreptomicina
C(mg/ ml)
S.griseus 0.265
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RESULTADOS DE LA VALORACION DE ETANOL

4.5

Se probaron seis diferentes cepas de Saccharomyces cerevisise disponibles

en =1 Cepario de la Fscultad de Quimica. Acontinuscién se reportan loa ra-

sultados obtenides de la produccifin de ectanol de cada cepa.

El porciento de etancl se determind con la gravedad ecpecf{fica utili ando
‘publicada

lss tablas recopilasdas por el- Departamento Nacienal de Egtaﬁﬁére

en Bull. Natl. Bur. Std. 9¢3)(1913) y republicads par el ADAL (1984)

CgHyn0g + 2Py + 2ATR__ 2 CHy- CHy-OH -+ 2 .CO

S.cerevisiae C1,_

Pd _ 10,1147
Be = -—pg—= .

Etgnol = 11.36 %

Se.cerevisiae 82

Ge - P9 _ 99744
P 10.0313

H.9943

Etangl = 3.90 % =
S.,cerevisiae 4

Ge =*§;_=1€,;3§§§'—= 0.9504

Etanpl = 6.80 %

S.cerevisiae C

=== [
Py 10.0150

Ge = "5z = "30.1064 0.9909
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Etanoul = 6441 %

S.cerevisiae Cg

Pd
a

Ge " =—pg—=

Etanol =

S.cerevisiae 875=i?

101989

0.9864

Secerevisia

0.0 0.0
W .xn‘

LS R

2]
N
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L6 RESULTADOS DE LA LIOFILIZACION

Antes y despufs de 1la liofilizacifn se determind les viabilidad de las

cepas que forman esta subcoleccifin con las siguientes resultados :

Acetaobecter suboxydiins, Lactabacillus delbreuckii, Bacillus gubtillds ATCC 6633,

Bacillus subtilis ATCC 6051 vy 81, Corynebacterium glutamicum, Bacillus pplymyxs

colonias incontables hasta la dilucifin de 10-12.

Penicilliwn s.p 83 v CB colonias incontahles hasta 1l dilucifn de 10'10.
Streptomyeces griseus, Streptomyces olivaceus, Proteus rettoerii ATCC 9918

colonias incontables hasta la dilucifn de 10-8.

Aspergillus niger EM-2 y EM-3 desarrnllé confluente haste la dilucibn de 1078,

en ambpe csso0s.
Ashbya gossypii desarrolld confluente hasta la dilucién de 10"“ antes y desa-

3

rrolld confluente hasta la dilucién de 107 después de la liofilizaciéns

El sellado y el vacioc de las ampnolletas fueron satisfactoriss en todos les

CasnsS .
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5. DISCUSION

Acides orgfnicos :

Después de obtener los rendimientos de las ocho cepas de Rspergillus
niger probudas, se enconird que las mejores productoras de fcido citricao
Fuergn la EM=2 y la EM-3 con rendimientos de 39.88 % y 45.35 % respectiva-
mente; el rendimiento reportado en la literatura es de 42.35 %, en las mis-
mas condiciones de cultivo que las empleadas en este trabajo. Estas cepas se
liofilizarfn para su conservacifin per considerarlas buenas productoras de
epta Scido.

Con el Acetobscter suboxydens el rendimiento fuf de 85.20 % de fcido scéti-

co; la literatura reporta un rendimiento de 89 ¥ en las mismas condiciones

de cultivo gue las descrltas para la producci8n de este &cido. Ests cepa se
canserva por el método de liofilizacifina.

E1 Lactobacillus delbreuckii probada prodejo un rendimienta del 69.96 % de

ficida l&ctica; la literatura consultada reporta un rendimiento del 97 % en

las mismas concdiciones de cultivo; por 1o que el L.delbreuckii disponible en

el Cepario de la Facultad de Quimica realmente no es muy buen productor de

Bcido l&ctico auntue produce una cantidad aceptable. Esta cepo tembién se lio-

filizg para su canservacién.

Enzimas :
De las dos cepas probadas de Bacillus subtilis productoras de o~ amilasa

la cepa ATCC 6633 fuf le mejor productora con una actividad especifica . de
38.76 U / mg gque es muy cercana a la reportads en la literaturs ¢ 39°U / mg)

en las mismas condiciones de cultivo. Esta cepa se canservo mediantéxliufili—
zacibn. )
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Después de probar los cepas de Bacillus subtilis productoras de proteasa

se wncontrd que dos cepas‘la ATCC 6051 y 1la C1 son bupnaa productoras de

esta enzima. La cepa ATCC 6051 pruduce una activldad prutaulitica de 43 U

vy la cepa C

una actividad prntenlitica de b7 U igual a la reportada por

la literstura en las mismas cnndxcinnes s Estas dos cepas se lio-

filizaron para su ccnaeruac 6

La sctividad especffica’ de ld triptoF ‘asgvdE'Pruteus-rettgerii ATCC 9918

fué de 7.1 expresado mfFa de indul

tada en la litsratura (7.24 Fg,de

para su conservecifn.

Vitaminas y AminoScidos :

La cepa de Ashbya gossypili disponible en 21 Cepario de 1le Facultad de
Guimica es una buena productora de ribpflavine ya que produjo 0.74 ﬁg / ml
y le literaturs reporta una produccisn de 1 mg / ml de esta vitamina en las

mismas condiciones de cultivo. Esta cepa se conservd por el método de liofi-

lizacifn.
La literatura reporta una produccién de 0.38 pg / ml de cianocobalaminae por

Streptomyces oplivaceus; la cepa disponible en el Lepario de la Fecultad de

Cufmice produjo 0.364 il / ml en las mismas condiciones de sultivo que las
reportadas por l2 literantura. Esta ceps se conservd por el método de liofi-
lizacidn por considerarse uno buena productors de ésta vitamina.

ta cepa disponible en el Cepario de la Facultad de tufmice de Cgrynebacterium
glutamicum produjo 27.5 mg/ml de &Scido glut&mico; esta cantided de aminofcida
se considers buena ye que la literatura reporta 30 mg / ml como uns buena

produccifn de &cido glutflmico por el C.glutamicum. Esta cepa se liofFilizd

para su conservaclidn o
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Antibibticos :

Unn vez aobtenidos los rendimientos de lss cuatro' cepas probadas de
Penicillium s.p productoras de penicilina, se encontro gque les mejores pro-
ductoras de este antibiético son las cepas C, que produce 300 mg /ml vy 1a
CB que produce 320 mg / mi; la literaturs repartsa un rangn de praduccibn
entre 250 mg / ml y S00 mg / ml dependiendo de la cepa y las condicliones de
cultivo. Estas cepas se liofilizarwun para su conservacidn.

€1 Bacillus polymyxa produjo 55 pg / ml de polimixina; esta produccidn es
cercana a la repportada por la literatura que es de 60 Mo / ml a 1as mismas
condiciones de cultivo. Esta cepé se liofilizd paxa eu conservacibn.

La cepa disponible en =} Cepario de la Facultad de Quimica de Streptomyces
griseus es una buena praoductcora ce gstreptomicina ya que produJo 0.265 mg/ml
de este antibiético mientras la literatura con:ulceda reporia D.25 mg/ml

en las mismos condicliones de cultivo. Esta cepa se conservd por el métoda

de liofilizaci6n,

Etanol :

De las cepas de Saccharomyces cerevisiag productoras de etsncl que ase
probaron, la ceps C1 v la ecepa Cs son las mejores productoras @ La 81 da
un rendimiento de 11.36 % y 1a ES un rendimiento de 1003 %. La literatura
reporta rendimientos entre el 10 v 2l 15 % dependiendo de la cepa y las con-

diciones de cultivo . Estas dos cepas se liofilizeron para su conservecifn

por considerarlas buenas productoras de etanol.

Con lo anterior podemos decir gue los mfétodas de veloracifn empleados en
el presente trabajo demostraron gque los microorganismos productores de sus-

tancias de inter&s industriesl que integran esta subcoleccifn y las técnicas

a9



empleadns pars su producclifn (medios y condiclones Jde gultivo) SOFR las
adecuadas en la forma en gque estdn descritas.

Comparando los resultados de las veloraciones de lae sustancias producildes
por los microorganismos gue integran esta subcoleccibdn, con los reportsdos
en los diferentes articulos revissdos, se encontrf que, en las centidades
de las sustencias producidas por esta subcoleccifn no hebifa diferencias

significativas con las reportadas bajo 1lss mismas condiclones de trabajo.
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6. CONCLUSIONES
de microorganismas a nivel industrial pars la produccifn de

Ge1 E1 uso
como Acidas orgénicaes, Enzimag, Vitaminas y Aminolcidos, anti-

sustanclias
Etanol, per su bajo casto, Facil recuperacifn y pureze de las

bifiticos v
sustanciss obtenidas es importante para la autosuflciencia del pafs respecto
a dichas sustancias.

6.2 Esta subcoleccifin integradas por 13 cepas productoras de diferentes

sustancias, incluyendo el montaje de los métodas rura la produccifn Sptima
y valoracién sencilla de trece sustancias de interfs industrisl, constituyen

un importante recurso hinlfgice y didféctico pars la Faculted de Qufmica y

para otras instituciones gue puedan requerirlo.
6.3 Por ésto. la presente subcoleccifin serf de gran utilidad pere les materias

de Microbioclogla Industrial, Seminaric de Microbiologia Industrial, Biosinte-
als Microbiana de Aplicacifn Industrial, Enclogis, Techologis de Alimentos

y Fisiologfs y Bilaguimica de Microorganiemos,
6.4 Lem aplicacifin de los m&todas pasra la cuasntificacién de las sustanclas
de interés industrial producidas por fermentecibn, dempstrd que los micra-—
organismos productores que integran esta subcolececibn y las técnicas pera
la produccidn de dichas sustancias son confiables v aplicables en la fome
en que estin descritos ya que tienen rendimientss parecidos s los reporta-
dos en condiciones Sptimas por la literatura consultada.

6.5 Estas cepos pueden utilizarse dentro de la Facultad para le realizacifin

de prficticas sencillas e ilustrativas sobre le preduccifn de sustancilas de

gran interés industrial s bajo costo por microorganismose
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