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INTRODUCCION

Debido a que los Actinomicetos comprenden un gran
niimero de organismos que tienen la propiedad de inhibir
el crecimiento de bacterias, hongos, y aun de algunas es-
pecies de los mismos Actinomicetos; asi como por poder ob-
tenerse de ellos substancias aprovechables terapdéuticamente
y por encontrarse ampliamente distribuidos en la natura-
leza, se ha tratado de aislar algunas especies de ellos y de

éstas, los correspondientes principios antibidticos.
Se considera que el efecto inhibitorio, sobre ¢l desa-

rrollo de bacterias y de hongos, esti intimamente relacio-
nado con la produccién de agentes tOxicos, a los cuales se
les conoce con el nombre de ‘antibidticos’™; entendiéndose
por antibidtico, toda substancia producida por organismos
vivos, capaz de desarrollar una accién téxica que puede
manifestarse por la inhibicién o muerte del organismo con-
tra el cual actia.

I.os antibiéticos conocidos hasta la fecha, se pueden
clasificar en dos grupos de acuerdo con su origen: El pri-
mero comprende aquellos que proceden de_ bacterias, le-
vaduras u hongos y el segundo los que se obtienen a partir
de Actinomicetos.

Aunque no se puede seguir hablando de antibidticos,
sin hacer un poco de historia del antagonismo y poder asi
comprender mejor, la clasificacion de los antibidticos de

acuerdo con su origen.
Aun cuando el antagonismo bacteriano se conoce des-
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de 1877, solo hasta tldimas fechas ha sido ampliamente es-
tudiado. Pasteur y Joubert en ese afio describieron el efec-
Lo antagéonico de cicrtos organismoes sobre el desarrollo de
B. anthracis o sea que la enfermedad producida por esta
bacteria poedia ser reprimida por la presencia de ciertos or-
ganismos, accldén que podria tener aplicaciones terapduticas.

De Bary en 1859 (33). enfatizd el significado de las re-
laciones antagdénicas que se verifican entre los micro-orga-
nismos, notando que cuando dos crecen en el mismo subs-
trato, uno anula el desarrollo del otro.

En 188g Bouchard (338) descubria que P. prioceariea era
antagonista a algunas especies bacterianas, no dando nom-
Lre para dicha substancia antibacteriana.

Un afio mids tarde Gasperini (34) demostraba la accion
antagonica de los Acrinomicetos, cbhservando, que estos or-
ganismos se¢ desarrollan sobre el micelio de los hongos en

los cniales viven _bajo una limitada vida de pardsitos, como
consecuencia de In facult QUE POSETIT Qe tigoriT a—ment

brana de los hongos inferiores.

R Duchesne (34), en 1897 notd ue ciertos hongos del
género Pcenicilinm eran capaces de inhibir el crecimiento
de varias bacterias,

Las posibilidades terapduiicas, que se encontraron a la
accion antagonica, pronto (uneren aprovechados por Enmerich
y Loew, en 18gqg para combatir algunas infecciones, em-

pleando para c¢llo lo que creian era una enzima: la piocia-
nasa.

Frost en 1904 (84) establecié ue al suelo se le podia
considerar como una fuente de antagonistas del grupoc de
los Actinomicetos y que el enriquecimiento del suelo con
bacterias especificas patdégenas tales como M. tuberculosis

no traia como consecuencia ¢l desarrollo de un anatgénico
especifico a dicho bacilo.

En 1913, Alsberg y Black (35) obtuvieron el Acido pe-
nicilico. producido por Peniciliian puberulion. De acuer-
do con estos investigadores, esta substancia es especifica
contra patdégenos gram positivos y gram negatives. En_es-
te mismo ano Voudremer (33) establece que el Aspergilus

fumigatus atenua el desarrollo del Mycobacterium tubercu-
losis.

Greig y Smith (34) observaron en 101%, que cuando
una muestra de suelo se siembra en una placa de agar nu-
tritivo, el crecimiento de ciertas colonias de B. Mrycoides y
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B. vulgatus se inhibe por otras colonias existentes en la
placa. Por el examen de las colonias que provocan el efec-

to toxico, se cncontrd que estaban formadas por Actinomi-
Cetos.

En el aifio de 1921, se probaron un gran ntmero de
Actinomicetos por su accion antibacter iana, siendo l.ieske
el que establecié que ¢l proceso antagonico cn la natura-
leza puede considerarse conio selectivo, o sea que dicha ac-
cion varia de acuerdo con la especie de Actinomiceto.

Un nuevo agente antibidtico fué descrito en 12 por
Gratia y Dath (383), obtenido a parvtir de Actinomicetos, al
cual se le didé el nombre de Actinomicetina.

Rosenthal (g4) introduce.cen 1925 varics mdétodos para
la medicidn de la actividad bacteriostatica y bactericida de
los Actinomicetos; aislando ademaias del polvo, un organismo
antagonico para C. dipthteriac.

Puede decirse que con el descubrimiento de Fleming,
en 1929 de la Penicilina, se inicia la ¢poca de los antibido.
ticos. Al e\'lmlna.r, dicho inv csuo.ldor dnrdntg su trabajo

CLLIcAD ’Jl(l‘.(l’ klk. Lﬁl(llll\}l.\_l\_,ua, Jj\_}t\l RO L \.Allklll\llll coItta-
minante, habia formado una colenia y que las colonias bac-
terianas habian sido lisadas; este hongo [ué identificado por
&1 erroneamente, como Penicilium rubrin y posteriormen-
clasificado como Peniciliwon notatum, ¢l que, cultivado en
caldo imparte 2 este propiedades antibacterianas.

Fn 1921 se reportd el descubrimiento de una nueva
substancia antibidtica, a la cual se le dié el nombre de Ci-
trinina, obtenida a partir de P. citrinnm, descubicerta por
Hetherington y Raistrick (33).

De acuerdo con Borulina, en 1935 los Actinomicetos
presentan antagonismo contra varias {ormas de bacterias es-
poruladas, y son capaces de provocar la lisis de las células
vivas, produciendo adem:is una substancia termoestable cuan-
do se cultivan sobre medios de agar.

Nakhimovskaia (84) encontrdé que los Actinomicctos
se cncuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y
quec la mayoria de los aislados, de una gran variedad de sue-
los, presentan propiedades 1ntawon1c1s, aunque el princi-
pio antibidtico solamente en un pequeiio nuimero de casos
ha sido aislado del medio. Estas propiedades antibacterianas

no sélo se presentan en los medios de cultivo artificiales,

sino que también en el mismo suelo; estando adem:s rela-
cionadas con la mayor o menor cantidad de materia orgia-
nica.
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El siguiente agente antibiético descrito en 1936, fué lIa
Gliotoxima de Weindling y Emerson (33)., siendo el pro-
ductor de dicha substancia el Tricoderma Lignorum; esta

substancia es efectiva contra organismos gram positivos y
gram negativos.

La substancia producida por
considerd en un principio como de la naturaleza de una
endo exo bacteriolisina. Mias tarde fué designada por
Welsch (83) 1937-1989 como Actinomicetina. La lisis de
las bacterias vivas se considera que ocurren en dos fases: en
Ia primera se hace sentir el efecto bactericida de la subs-
tancia sobre la bacteria viviente y en la segunda se hace
notoria la accidon bacteriolitica sobre la bacteria muerta.

el organismo A. albus se

En 1938 Anslow y Raistrick (33) descubrieron otra subs-
tancia antibidtica, la Fumigatina; una substancia derivada
del metabolismo del Aspergilus fumigatus y con una mar-
cada accién contra patdgenos.

1l

A la gran lista de los antbioticos ¢nuimcrauos ot
afio de 1939 se suma uno mas: la Gramicidina. debida a
los trabajos de Dubos y producida por un organismo espo-
rulado, el B. brevis que posec propiedades liticas.

A esta substancia mids tarde se le llamdé Tirotricina, es-
tudios posteriores llevaron a considerar que la Tirotricina

es una mezcla de dos substancias conocidas como Gramici-
cidina y Tirocidina.

En este mismo afio Krassilnikov y Koreniako (g4) en
contrarcen un gran ntimero de Actinomicetos del género
Streptomyces que tienen propiedades fuertemente bacteri-
cidas para una gran variedad de organismos; Ias substancias
obtenidas tienen la propiedad de lisar completamente a las
células o bien matarlas, sin una lisis posterior.

Los Actinomicetos que posecen propiedades antagéni-
cas contra hongos y bacterias estiin ampliamente distribui-
dos; observdndose que las formas antagénicas cque se pre-

sentan con mucha mavyor frecuencia, son del género Strep-
tomyces, aun cuando esto no es una regla.

Dia a dia se descubren nuevos antibiéticos, asi es como
en 1g40 Waksman y Woodruff (35) encuentran la Actino-
micina, obtenida a partir del S. antibioticus, este organismo
esta caracterizado por la produccién de pigmentos negros
cuando se desarrolla sobre un mecdio conteniendo proteina y
peptona. Estd formada por la mezcla de dos substancias: la
Actinomicina A y la Actinomicina B. La primera es soluble
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en éter, alcohol y agua, la segunda es soluble en éter de

petrdleo, parcinlmente en alcohol, dando una suspension tur-
bia en agua
gua.

En 1942 se descubren nuevos principios antibidticos,
durante este afo se encuentra la Estreptotricina produci-
da por el S. Lavendulae; que acttia contra organismos gram
positivos y gram negativos, siendo dicha accién mds mar-
cada contra bacterias gram negativas.

En este mismo afo se obtienen otros dos principios
antibidticos: la Fumigacina derivada del Aspergilus fumi-
gatus y la Clavacina derivada del Aspergilus clavatus.

En 19435 se descubre el dcido Aspergilico obtenido del
Aspergilus flavus que ya habia sido descrito antes por \Whi-
te en 1940 (338). También en este aflo Bush y Goth (33)
describen la Flavacina, obtenida igualmente del A. flauvs.

X

Lo - 3o 31 nucva substancia

1e__se descubre una

antibiética, tal vez la de mayor importancia descrita hasta
entonces, debida a Schatz, Bugie y Waksman (25), y des-
crita con el nombre de Estreptomicina, debido a que es
producida por una especie de Actinomicetos que presentan
tanto micelio aéree, como grupos esporulantes. A este gru-

po de Actinomicetos Waksman y Flenrici le han dado el
nombre de Streptomyces.

La Estreptomicina se obtiene de cepas de Strepptomyces
griseus,

La Estreptomicina posee gran actividad contra varios
organismos gram negativos, y pequeiia o ninguna toxicidad
mara los animales. En estc mismo afio se encontrd otro an«-

bidtico la Flavacidina, aislada por Mckee, Rake y Hoock
del A. flavus (59).

El B. subtilis, produce varios principios antibidticos:
la Subtilina, la Bacilina. la Bacitracina y otros.

I.a primera fué descrita por Jansen y Hirchmann en
1944, ejerce una fuerte accidén antibidtica contra gran m'-
mero de organismos gram positivos y algunos cocos gram
negativos; en altas concentraciones actiia como bactericidna
y diluido, como bacteriostitico.

I.a Bacilina tiene una notable acciéon sobre organismos
del grupo “Coli”’, siendo esta accidon miis notable en los
liguidos de cultivo ya que su extraccion resulta casi impo-
sible, L.a Bacitracina es nna substancia antibacteriana des-
cubierta por Johnson, Anker y Meleney en 1945 (7);: ejerce
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accién antagénica contra el Treponema palidum.

Durante esta Gltima ddécada, el nimero de antibiéticos
ha aumentado :considerablemente, entre los descubiertos
mis recientemente tenemos: Eumicina, Colistacina, Grifo-
lina, Griscina, Micromonosporina, Cloromicetina, etc., sin
embargo, puecsto que el objeto del presente trabajo es la
obtencion del principio antibiotico de especies de Actino-
micctos, unicamente s¢ cnumerarin aqucellos obtenidos a
partir de estos organismos.

Con el nombre de Lavendulina y Actinorubina se dc
signa a dos antibiéticos obtenidos por Kelner y Morton (17
de dos especies de Actinomicetas, la primera pu)duc_xda
por un organismo semcjante al S. lavendilae y conocido
con el nombre de A- 10; la segunda tiene grandes semejan-
zas con el S. erithreus (A—x(‘)_r,); estas dos cepas bajo condi-
ciones semecijantes de crecimicnto, producen las substancias
antibacterianas antes mencionadas, que son activas contra
organismos gram positivos y gram negativos.

S by ccablecide. ouie o swepie o
treptonncul‘x, tinicamenté estd limitada a algunas cepas de
S. griseus, pero se ha encontrado que. existcen variantes a
dicha cepa que producen otros antibidoticos, siendo uno de
ellos la Griseina, descrita por Reynolds y Waksman (22) en
194%7. La Griseina tiene un gran poder sclectivo contra al-
gunas bacterias gram negativas y gran positivos.

Con el nmbre de Sulfactina, se designa a Ia substancia
antibiética obrenida por Kelner y I\ocholaty (5) de una
especie de Actinomiceto, (15). semejante al S. roseus. Se
le designa con este nombre por tener azufre en su molécu-
la; es activa contra organismos gram positivos ¢ inactiva
contra gram negativos.

La Neomicina y la Borrelidina igualmente correspon-
den a este grup de antibidticos, la primera pertenece al
grupo de Actinomicetos no cromodgenos (en liquidos); ac-
taan contra bacterias gram posuxvqs v gram negativas, la
segunda contra especies del género Borrelia, de ahi su nom-
bre.

Sin duda las dos ultimas substancias antibiéticas de
mayor importancia son: la Cloromicetina y la Aureomicina.

La, Cloromicetina se obtiene del S. venezuelae. Fué ais-

lada por Burkholder (23) y cristalizada por Enrlich, (6) po-
see fuerte efecto antibacteriano contra organismos gram
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negativos, incluyendo a algunos miembros del género Bruce-
Na: la Aureomicina deriva del S. aurefaciens y tiene gran

accion terapéutica contra bacterias, rikettsias y virus pato-
genos.
o

Terramicina es el nombre dado a la substancia anti-
bidtica descubierta en el laboratorio experimental de Chas.
Pfizer & Co. de Brooklyn, N. Y. Se extrae de una Actino-

miceto recientemente déscrito y designado con el nombre de
Streptomyces-riniosus.

I.a Terramicina acttia sobre bacterias, rikettsias y pro-
tozoarios, sin embargo su acciéon terapéutica, estard bien ci-
mentada hasta que se terminen los trabajos clinicos que al
respecto se estin realizando.

De acuerdo con la clasificacion, que por su origen se
‘hace de las antibioticos. v_tomando en consideracién unica-

)

mente los obtenidos de 1os Actinomicetos, INCIuyo €l sis
guiente cuadro en el cual se reumen los mads importantes:
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ANTIBIOTICOS DERIVADOS DE ACTINOMICETOS.

Org. del que de-

Autor que lo descubrié y fecha de

A. antibioticus.

Antibiético riva, reporte.
Actinomicetina A. antibioticus, Grathia y Dath. 1924,
Actinomicina Waksman y Woodruff, 1940.

Org. sensible.

Gram (P). Gram (N).

Gram (P).

FACUIIIUIILIC i

A, antibiotic;us,

Waksman y Woodruff. 1940.

Gram (N).

Griseina: -

S. griseus

Reynolds y Waksman. 1947.

_E:treptotﬁci—' 8. lavendulus. Waksman y Woodruff. 194% Gram (P). Gram (N).
-rl;las.treptomici- S. griseus. Schatlz, Bugie y Waksman. 1944. Gram (P). Gram (N).
Lavendulina, A-10. Kelner y DMorton. 1947, Gram (P). Gram (N).
Actinorubina. 1‘.A-105. ;elner y Morton. 1947. - Gra; :p;_ Gram (N).

Gram (P). Gram (N).

Gram (P).

Sulfactina. R-30. . Kelner y XKocholaty. 1947.-
Cloromicetina. S. venezuelae. Enrlich 1948.
Aureomicina. S. aurefaciens.

Gram (N). Brucelas.

Virus, rikettsias,

Terrrmicina.

S. rimosus.

Rikettsias y protozoarios.
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CAPITULO 1I



PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

1.

MATERIALES Y M

A)
B)

E1ODUST

CURVA DE ACTIVIDAD.

SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO.

a) FUENTES DE CARBONO.
b)Y FUENTES DE NITROGENO.

EXPERIENCIAS Y RESULTADOS. '

A)
B)
<)

INOCULACION.

EXTRACCION.

PURIFICACION.

a) Mdrodo del Acido Picrico.

b) Mérodo del Heliantato.

OTROS METODOS DE PURIFICACION.
RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENI1
DOS.
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1. MATERIAILES Y NIZTODOS

Ay CURVA DE ACTIUVIDAD. El punto de partida en el
desarrollo de este trabajo, fué la determinacion de la curva
de actividad de un antibiético coneccido, Estreptomicina en
este caso, con el objeto de tomarla como referencia y poder
saber asi la concentracidén del Iiquido por ensayar.

Para este objeto creimos mils prictico expresar la con-
centraciéon en grs/lt que en unidades por ese mismo vo-
Iumen.

Existen actualmente varios mdérodos para la medicién
del poder antibidtico de una substancia, los mts emplea-
dos hasta ahora debido a su fiicil manipulacidén son: el de
discos de papel y el de las copas de Oxford.

El primero consiste en preparar cajas con gelosa nutri-
tiva v schre estas celocar aproximadamente o.5 ml de una
suspension de gérmenes de prueba. por cejomplo Bacitles
subtilis ce 24 hotas de sermbrado, el cual se distribuye uni-
formemente en la superficie de ia gelosa, se colocan’ las ca-
jas en la estufa hasta que el llquldo cde la suspension hava
casi secado, se sacan y sobre su superficie se colocan discos
de papel filtro estériles de dimensiones standard, emnbebidos
en la subsancia cuyn actividad se trata de determinar.

Se incuban a 37°C y se hace la lectura a las seis v a
las catorce hovas con objeto de medir el “halo” de inhibi-
cion y ver si este ha aumentado con el ticmpo.

El segundo método o sea ¢l debido a Fleming y modi-
ficado por Foster y Woodruff se cenoce tambié¢n con el
nombre de ““Mdétodo de los cilindros en placas’™ & de las
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“copas de Oxford”. En este método se dispone de pequeiios
cilindros de porcelana, de acero inoxidable, nicromo o bien
cde vidrio, cuyas dimensiones deben ser de 8 mm de diame-
o interior y 12 mm de longitud: se esterilizan a la flama
y cuando yva se han enfriado, se colocan sobre la superficie
de Ia gelosa, la cual ha sido previamente sembrada con la
suspension de Bacillus subiilis o de S. amvrens. L.a solucion
por comprobar se coloca en el interior del cdilindro y ¢ésia
al difundirse, revelard su potencia debido o la mavor o
mencr amplitud del campo inhibitorio. ’

Existe una modificacién a estos mdérodos (28) y asi,
en ver de verter un volumen determinado de la suspen-
sion de B. sublilis o S. anreus sobre la superlicie del agar,
la incoeulacion se efectviia por medio de un “hisopo’™ esté-
ril, el cual esti formado por un palillo bastante largo en
une de cuyos extremos se ha colocado un algodon perfec-
tamente envuclio: esta variante ofrece la ventaja de hacer
la distribucion de la suspension muts homogdénea, asi como
de facilitar ¢l scceado de la misma.

—_— _Fs importante hacer notary una de las condiciones in-

- -t - 2 AT T It cr e T ey s, - Y Ay 3 o
dispensables para qUic s€ ohrenzan—resulindas satisfactorios

en cualquiera de las prucbas cefectuadas por los métodos

antes mencionados.

Si la superlicie de gelosa nutritiva ya inoculada tiene
cantidad de liquido suficiente. el cual puede verse al in-
clinar la caja que lo contiene, ¢l contenido de la copa se
extiendce por una superficie que no corrvesponde a la que
ocuparia al difundirse en ausencia de aquél, debido a las
corrientes del liguido en exceso. Se obtienen pues, ‘“‘halos”
no bien definidos con bordes irregulares que ocupan una
superficie menor a la que presentarian los formados sobre
una superficie lo suficientemente seca. ya que la concen-
tracion del problema ha disminuido al mezclarse con el
cxceso de suspension.

La sclucion tipo se prepard a partir de sulfato de es-
treptomicina, cuyo contenido era equivalente a un grarmo
de estreptomicina bisica pura, se diselvié en 10 ml de sue-
ro fisiolégico v de ahi se hizo una serie de diluciones.

Para la primera dilucion se tomaron o.1 ml de solu-
cién inicial, para la segunda o.2 ml, la tercera o.4 ml, la

cuarta 0.6 m! y la quinta 0.8 ml. A cada uno de los tubos
se agregaron 10 ml de suero fisioldgico.

Para hacer posible 1a comparacion entre las concen-
traciones del medio ya cultivado con Actinomicetos y las
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de la serie de diluciones, s¢ investicgd entre Ia literatura
de los diferentes autores consultados, para saber de qué or-
den era la muixima concentracion obtenida al cultivar al-
-gunas de las cepas por elles estudiadas, encontriindose que
era de o.1 gr/le.

Asi pues se prepararon dos grificas: una para concen-

traciones altas y ortra para bajas, la tildma esti comprendi-
da entre aquellos limites que nos parecieron msiis amplios
para el rango de concentracionecs a obtener con las cepas
que se estudiaron.

Asi, se tomaron los siguicntes voliimenes del tubo que
contenia o.1 ml de la solucién original:

o.1x ml o.2 ml, o.4 ml, 0.6 ml y 0.8 ml y se les agre-
‘g6 10 ml de suero fisioldgico a cada uno.

Ias relaciones que nos dan el contenido de estrepto-
_micina en cada una de las diluciones son las siguientes:

AL TAS CONCENTRACIONES

Tubo N¢ Relacion Grs. Estreptomicina

1 0.1 _ 0.0099
10.1

z o.2 0.001g6
10.2

3 O.4 0.00385
10.4

4 0.6 0.00566
10.6

5 _ 0.8 0.00741
10.8



BAJAS CONCENTRACIONES

Tubo N° Relacion Grs. Iistreptomicina
1 0.00099 ©0.0000g8
10.1 : -
2 S 0.00198 0.000104.
10.2
3 ’ ' 0.00396 0.000381
o 10.4 : ’
4 . 0.00504 G.000L0
= o 10.6 ,
5 : ’ ©0.00792 B 0.00078
10.8

Parcceria a simple vista que el sistema adoptado para
cbtener la serie de diluciones es del todo inadecuado, pero
aunque los niimeros que expresan la concentracién de cada
uno, son algunas veces inconmensurables, el error volumé-
trico se encuentra reducido al minimo, pues cabe recordar
que las pipetas de 10 ml no estin graduadas con gran pre-

cision, lo cual dificulta medir voltimenes del orden de los
décimos de ml.

IL.as cajas de Pewri se prepararon poniéndoles una capa
uniforme de agar nutritivo, sobre cuya superficie se dis-
tribuyé una suspension de Bacillus subtilis empleando el
método del ““hisopo™.

Sabemos que el B. substilis es gram Positivo, sin embar-
go presenta una gran sensibilidad a las soluciones de estrep-
tomicina, es la causa de su empleo en los trabajos de Waks-
man como organismo de prueba para la actividad, no sélo

de 1a estreptomicina sino en general para otros muchos anti-
bidticos.

Una vez colocados dentro de las cajas los cilindros de
Oxford, se pusieron en estos 0.1 ml de cada una de las di-
luciones, incubindose en la estufa a 3%7° C. Después de ca-
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torce horas se hizo un examen, encontrindose en toclas ellas
“halos inhibitorios”, perfectamente definidos y cuyas dimen-
siones variaban de acuerdo con la mayor o menor concentra-
cién de estreptomicina puesta en cada copa.

Las lecturas de los “‘halos” expresados en milimetros
fueron los siguientes:

ALTAS CONCENTRACIONES

Caja .

No. Dm. en nun. Promedio mm. Estreptomicina

1 37, 88, 88 38 0.0099

2 32, 36, 88 36 0.0196

3 39. 40, 42 40.3 0.0385

4 h 44, 41, 41 2 0.0565

5 40, 45, 45 43 0.0741
BAJAS CONCENTRACIONES

Caja .' . !

No. Dm. en mm. Promedio mm. Estreptomicina

1 . 16, 14, 16 15.8 0.000098

2 21, 21, 22 21.3 0.000194.

3 25, 26, 24 25 0.000381

4 ' 21, 24, 23 22.6 0.00056

5 28, 3o, go 29.3 0.0007%73

NOTA.—En la segunda columna estin anotadas las tres me-

didas tomadas aproximadamente siguiendo didmetros in-

clinados uno respecto de otro 60% en la tercera aparece el

promedio de esas tres lecturas y en la cuarta la concentra-

cién en gramos de la solucién émpleada, )
t o,
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B).—-SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO

Tomando cn consideracion que los Actinomicetos va-
rian grandemente de acuerdo con las condiciones nutritivas
del medio, asi como que muchas de sus caracteristicas tini-
camente llegun a hacerse palpables con el emplco de un me-
dio sintético y como concomitante la produccion de ciertas
substancias, producto de su metabolismo, es de vital impor-
tancia la scleccion del medio de cultivo.

Cuandoe Unicamente se trata de determinar
logia y propiedades caracteristicas de cultivo., se emplean
cemunmente los medios sintéticos; sin embargo para otros
proposito se hace necesario el uso de medios orgiinicos. Cabe
hacer notar que un organismo que habitualmente se desa-
rrolla a expensas de un medio nutritivo formado por subs-
tancias orginicas complejas. puede adaptarse ficilmente a
otros medios, aun cuando las condiciones nutritivas de es-
tos sean mmay_ diversas,

la morfo-

Citaremos algunas de las substancias orginicas comple-
jas. las cuales al agregarse a un medio de cultivo, hacen que
la produccién de la substancia activa sea muy rdpida: exurac-
to de carne, extracto de levadura, agua de cocimiento de
maiz, harina de soya, ctc. Si ¢l medio de cultivo que se em-
plea es sintético simple, el desarrolio de la substancia acti-
va, es muy lento y en consecucencia el rendimiento bajo.

En la seleccion de un medio de cultivo para Actino-
micetos, s¢ debe considerar, en primer lugar, que este pro-
porcicne una fucnte de carbono y de nitrégeno completas
y que a la vez facilite la produccidén de la substancia activa.

a) FUENTES DE CARBONO.—Beijerinck fué el pri-
mero cn determinar que ciertos Actinomicetos son capaces
de ebtener el carbono y energia necesarios, a partir de com-
puestos simples. Asimismo, son capaces de utilizar una gran
variedad de compuestos org:inicos simples y complejos como
fuentes de carbono; entre estos podemos citar a los dcidos
orginicos, azuicares, almidones, hemi celulosas y celulosas,
protecinas, polipéptidos, aminodcidos, etc.; pueden también
estos organismos atacar a un grupo limitado de grasas, hi-
drocarburos, compuestos de benceno y algunas substancias
resistentes como ligninas, taninos y hule.

Entre las principales fuentes de carbono que son a la
vez las mejores, se encuentran: glucosa, maltosa, dextrina,
almidén, glicerol, dcidos orginicos y proteinas.
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L.os carbohidratos como la glucosa favorecen el creci-
miento del organismo y la utilizacion de proteinas y amino-
Acidos; pero después de mleiples cstudios, se ha llegado a
Ia conclusion que las concentraciones considerables de glu-
cosa, ciertarmente aumentan Ia formacion de la substancia
antibiotica, perc esta tendrd una actividad muy inferior
a la que tendria uno cbtenido con bajas concentraciones de
eglucosa; o sea, que la glucosa nos puede servir de “‘buffer”
a bajas concentraciones, yva que la acidez inicial del medio
debida al :dcido producido por ella, tiende a neutralizarse
cen el amonio en excese producido por el Actinomiceto al
desarrellarse; llegiindose pronto a vn meiximo debido al ri-
pido cambio del pH del medio, yva qruie este llega a ser e
8.6 y atin de¢ g.o.

D).—FULELN LI BES DI NI'I ROUGENO.—L.ns Actinomice-
tos son incapaces por si mismos de fijar el nitrégeno atmos-
férico, pero en cambio, son canaces de utilizar tanto formas
orgdnicas como inorginicas del mismo.

Entre los compuestos de nitrogeno emubleados para tal
fin. cabe citar los siguientes: glicocola, alanina. dcido as-
piartico, aminodicidos, etc. Asimismo, los Actinomicetos pue-
den obtener su fuente de nitrégeno a partir de nitratos.

Se encuentran adema:is otros elementos gue son de vi-
tal importancia para un buen desarrollo: cntre estos tenc-
mos el Fe, S, Mn, P, K, y Mg.

Los medios mids comunmente ecmpleados nor reunir las
dos condiciones antes mencionadas son los siguientes:

Medio cde extracto de levadura (Waksman):

Ext. de levadura 10 ar
Glucosa 10 >s
NaCl . 5 .
Sulfato de magnesio o.25 .,
FeSO,.7H.O X 0.01 ;,
Agua destilada ' 1000 ml
PH 6.8
Afedio de Emerson: ; . )

Fxt. de carne : 4.0 gr.
Peptona 4.0 »s
NaCl 2.5 .

34 .



Ext. de levadura 1.0 .

Glucosa - 10.0 .
Agua destilada 1000 ml
Nedio de Extracto de corne:
Peprona K0 gr.
Ext. de carne .. . e 5.0 >
NaCl ’ 5.0 ...
Agua de lallave . 1000 ml}
Pl ' 7.§ a. 7-4ié
Medio de Glucosa: R :
Glucesa i 10 grl
Peptona. 5 ,,.;3
Ext. de carne 5 ,,';?
Cloruro de SQdio ' 5 ) ,,f
Agua de la lave 1000 ml
rPH - ) ’ 7.1

1I. EXPERIENCIAS ¥ RESULTADOS

Los principio"s antibiéticos obtenidos se lo‘rraron‘ a par-
tir de las siguientes cepas: .
No. r St're[)éo.;nyces griseus.
No. 2 Cepa X-1 (Streptomyces sp.)
No. g Cepa X-97 (Streptomyces sp.).

La primera procedente de la American Type !Cultive
Collection N. y las otras dos pr (.poruonddds por el Pr ()fceor
AL Sdinchez Marroquin.

Se escogid el S. griseus, para aue sirviera de guia en el
proceso de obten( 10n y purificacion, ya aue e¢s uno de los
xne]Or estudiados hasta ahora, v en regundo lugar para que
sirviese de referencia al establecer tanto semejanzas como
diferencias posibles entre el principio antibidtico de las dos
nuevas cepas con respecto a la estreptomicina.
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A).—Inoculacion. Inoculacion.,

Cada una de las cepas antes mencionadas, fué sembra-
da en un medio en el cual los componentes no reuniesen las
caracteristicas enumeradas anteriormente. ¢ sea en un me-
dic muy pobre, con objeto de que cada uno de los cultivos
esporularn, y una vez estando en esas condiciones, al hacer
la siembra a un medio rico la multiplicacion fuera Optima.

El medio escogido para tal objeto fué el de papa, el
cual tiene la siguiente composicion:

Medio de papa :

Papas peladas 300 gr ¥

Agar 20 ,,

L luCcosa 5 s

Agua de la llave ’ B 1000 ml’ _
' pH ' 6.8 >

La esporulaciéon completa se efecttia 7 & 10 dias des-
pués de haberse hecho la siembra, teniendo las esporas una
superficie brillante de color amarillento o bien rosado: Ia
forma de esporulacién depende de la naturaleza especifica
de cada organismo, asi como de las condiciones de cultivo.

De este cultivo. se suspenden las esporas en suero fisio-
1()01co, con el objeto de que sirvan para inocular frascos de
gran superficie, en los cuales se ha puesto medio de Waks-
man adicionado_ de agar en un 29; las esporas asi inocu-
ladas en un mecdio reciente, germinan con rapidez, general-
mente después de =2 a 6 horas.

Los frascos de gran superficie con el cultivo, nos servi-
ran como nuevas fuentes para obtener esporas y hacer de
ahi las siembras en el medio liquido para la produccién
de cada uno de los antibidticos.

L.os frascos de gran superficie son de forma plana, con
capacidad de un litro, en ellos se pusieron 100 ml del medio
sélido, se agregéd. esta pequefia cantidad para formar una
capa delgada que permitiera la obtencién de esporas en el
menor tiempo posible. Se colocan en la estufa a 1ncubar
a una temperatura menor de 28° C.

Una vez que el desarrollo de los micelios aéreas ha
llegado a su maximo, lo cual se comprueba porque en to-

— 39—



da Ia superficie del medio hay una pelicula uniforme, pro-
ducida por el desarrcllo de las cepas, el medio de Waksman
al igual que Ia superficie del cultivo han temado una pig-
mentacion muy variada; en el caso del S. grisens el medio
adquirié un tinte ligeramente rosado. la cepa X-I café ver-
doso y en cambio el medio conteniendo la cepa X-g7 tomé
tintes violdceas; estas distintas coloraciones del mismo me-
dio, son debidas a 1a propicdad que ticnen los Actinomice-
tos de producir una gran diversidad de pigmentos cuando
se desarrollan tanto en medios sintéticos como orginicos.

Estas pigmentaciones puecden variar en intensidad se-
gin la composicion del medio, (fuentes de carbono y ni-
trogeno) y la influencia de algunas condiciones de creci-
miento tales como acreacion y tempevatura. llegando a con-

csiderarse alounos de nataraleza sintética cuando son el re-
sultado de translormaciciics 1

IC o

dio.

IOV Adel e~

I.a produccion de pigmentos por Actinomicetos ha si-
do utilizada cemo una caracteristica importante de cultivo

al describir dichos organismos, designindoseles con el nom-
bre de formas cromogenas.

La naturaleza y la formacion de estos pigmentos ha si-
do ampliamente investigada por Beijerinck: de acuerdo con
este autor, ¢l proceso de praoduccién de pigimentos de los
Actincmicetos, cuando estos se desarrollan en medios con-
teniendo gelosa. estd intimamente relacionado con la formu-
cion de una forma quindnica, la cual se vuelve café en un
medio alcalino o en presencia de oxigeno: ademds dicha
forma quinodnica, ejerce en presencia del fierro contenido
ent el medio una accidén enzimiitica, derivando dicha forma
de 1a peptona del medio.

Para cada una de las cepas se prepararon 2o frascos
de medio de Waksman liquido, conteniendo cada uno de
ellos 160 ml., con objeto de que el volumen final del me-
dio con la substancia activa despudés de haberse hecho el
control de actividad, fuese de g litros.

Al preparar el medio, debe tenerse especial cuidado en
ajustar el pH a 6.8, ya quc loa Actinomicetos reqguieren
para su desarrollo un medio neutro o ligeramente alcalino.

De la fuente de esporas preparada con anticipacion, se
hizo una suspensién en suero fisioldégico., procuranda que
éste arrastre consigo la mayor cantidad de esporas y asi la
inoculacion de los frascos sea abundante.
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I.a superficie de las tres cepas al ponerse en contacto
con el suero, presentd una superficie brillante y una gran

resistencia a mojarse, ya que en su composiciomn entran
algunos lipidos.

La obtencion del principio antibiotico, puede hacerse

por medio de cultivos estacionarios en gran superficie o
ypor cultivo sumergido con aecreacién y agitacion.

El primer mcéd¢todo consiste en sembrar, en el medio
seleccionado, una suspension de esporas de la cepa en es-
tudio. hecho esto, se incuba a 28° C. Las colonias al desa-
rrollarse pueden formar una pelicula uniforme sobre la

superficie del medio, un anillo alrededor de las paredes o
bien colomnias aisladas.

Se puede presentar otra variancidon _en el modo del de-

sarrollo del Actinomiceto, la cual consiste en qQu€ taiitG €:x
el fondo del medio de cultivo como en la superficie del
mismo, se agrupan una serie de colonias las cuales tienen
el aspecto de copos; este ultimo modo de desarrollo esta
srandemente influenciado por la naturaleza de las esporas,
1a cantidad de aire que poscen. asi como por la agitacidon
del medio, lo cual trae consigo el rompimiento del micelio
al Iniciarse el nuevo desarrollo.

El mdétodo de cultive sumergido sc emplea sobre todo
en aquecllos casos en que la produccion de la substancia
activa se hace en grande escala; en este caso las colonias de
Actinomicetos toman el aspecto de laminillas y el mayor

o menor desarrollo se aprecia por el aumento de turbidez
del medio de cultivo.

Para obtener un buen desarrollo por este método, se
necesita la concurrencia de dos factores: agitacién y aerea-
cion; estas tienen por objeto evitar el crecimiento en la
superlicie.

La agitacién sc hace por medio de un agitador de as-
pas y la aereacién por medio de una bomba. En los gran-
des laboratorios, estos dos requisitos se cumplen con el em-
pleo de tambores fermentadores rotativos equipados con ae-

readores y agitadores; la eficiencia en estos casos es maxi-
ma.

En nuestro caso empleamos el primer método por ser
mads .accesible.

Cada uno de los frascos fué¢ inoculado con g ml. de
la suspensién de esporas, incubidindose a la estufa, colocan-
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do los frascos en dos niveles, siempre en forma horizontal
con objeto de que la superficie de desarrollo fuese mayor,
s¢ debe ademiis procurar que los tapones de los frascos no se
majen para evitar cualquier contaminacién,

Se hacen observaciones periddicas de los [rascos para
ver el desarrollo alcanzado. ILa primera determinacion de
actividad (centra B. subtilis) sc hizo al tercer dia de la
siembra, habiendoe resultado positiva para el S. griseus y
negativa para las otras cepas.

I.a segunda determinacion se hizo al sexto dia de la
siembra rosultando igualmente posiciva para el S. grisecus y
¢l X-1. y negativa para la cepa X-97.

I.a tercera deternmiinacion se practicod al noveno dia rve-
sultando activas las cepas S, grisews y Ia X-1, Ia primera
fué la que didd halos de inhibicion de mavyores divisiones, en

x

i STE GO wa O O TiTly  Po(Ueiios pero perfecta-
mente definidos. I.a cepa X-g7 no mostré actividad.

De acuerdo con Ia magnitud de les halos, se construvd
Ia siguiente tabla, calculkindose ademuis In concentracion
probable en gramos por litro, relacienacdo las dimensiones
de les hales con Ia grifica de actividad.

Cepa Dire. en . Tiempo en dias Con. grs/le.
S. griscus 12 4 0.07
1.1 6 0.09Q
17 9 o.12
X-1 — 3 —_
18 G 0.08 '
20 9 0.16 '

En vista de que la cepa X-97 no dié actividad alguna,

s¢ pensG que ésia tal vez fuera mds tardia en producir en
principic antibidtico por lo que nuevamente se le determi-
nd su actividad a los 12 dias, habiendo resnltado positiva
en algunas de las cajas y en cambio en otras no s¢ obtuvo
hale irhibitevio definide, si no miis bien. una especie de
halo difuso de color café,

Al S. ¢grisens vy al XN-1 se les determind tambidén activi-
d~d con objeto de ver =i esta habia aumentado, pero como
Ine dimerciones de los halos resultaren icuanles a las de la
vez anterior se concluyd que la concentracion del anub.é-
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tico no habia aumentado si no que permanecid constante,
lo que quiere decir que el cultivo ha alcanzado su desarro-
llo maximo y esti en condiciones cde extraerse.

Despuds de dos semanas de incubacion volvid a pr%)—
barse la actividad de la cepa X-g7 cncontrindose que el ta-
maiio de los halos habia aumeniado, siendo positivo pana
tcdos los frascos, aun cuando las dimensiones no fucron
constantes, o sea que ¢n algunos la conceneracion del anti-
bidotico fud mayor que cn otros. '

Haciendo una tabla sermncjante a la anterior se detey-
mind la concentracidn en gramos por litro. !

i

Cepa D, en o Tiempo en dias Con. grs/lt.

X-g7 11 9 0.06 !
15 15 o.10
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HALO DE INHIBICION DBTENIDO COML1A CEPA X-1

Tomando ¢n cuenta Ias observaciones hechas periédi-
camente se¢ puede acentar lo siguiente:

1.—Habiendo colocado los frascos en la estufa en dos
niveles, los de la parte superior presentaron un mejor desa-
rrollo, que los de Ia parte inferior. debido a que la tem-
peratura c¢n estos Gltimos fué de g2¢ C. y en los de la su-
perior de menos 28° C. o sea que a esta temperatura las g
cepas probadas dicron mejor desarrollo.

2.—La presencia de olor intenso después de dos dias
de desarrollo. Este olor es caracteristico de todos los Ac-
tinomicetos acrobios productores de esperas esféricas.

3.—Estos organismos se desarrollan formando un anillo
alrededor de la superficie del medio.
4.—La coloracion tomada por el medio de Waksman

fué muy variada, en algunos casos presenté un color café
obscuro y en otros uno café muy claro. Esto es debido pro-
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bablemente, a que los actinomicetos al formar los pigmen-
tos pueden retenerlos en los micelios o bien disolverlos en

el medio.

5.—E1 medio al utilizarse debe ser tyndalizado, para
evitar la caramelizacion de la glucosa. En vias de experien-
cia, parte del medio se esterilizé a una y media atmdsfera,
por lo cual tomd un color miis obscuro; wtratando de ver si
aun este medio reunia las caracteristicas necesarias para el
desarrollo, sc¢ inoculd como de ordinario, encontriandose
que el crecimicento en este caso es muy supcrior al que se
obtiene cuando anicamente se tyndaliza.

B) EXTRACCION.—FE] contenido de todos los fras-
cos, correspondientes a cada cepa, se filtra a través de un
Buchner, con objeto de eliminar todos los sélidos en sus-
pensién.

Se ajusta el pH a ocho y se adsorbe con Norita A al
19%,, agitando 2 la temperatura ambiente durante una ho-
Ta.

Adem:s de la Norita A se empled otro carbdon activa-
do, la Norita G; no didé ningan resultado satisfactorio, ya
que su pH no redne las condiciones necesarias por ser
neutro.

' Después de agitar durante una hora. se considera que
la adsorcién ha sido completa, procediéndose entonces a la
filtracion.

El adsorvente se lava con un voiumen de agua igual
a 4 O 5 veces el peso de la Norita empleada. Algunos au-
tores recomiendan que el lavado se haga con alcohol eti-
lico, empleando un volumen 10 veces mayor que el del pe-
so de la Norita A. El adsorvente se suspende en alcohol
metilico dcido, que contenga o.5 ml. de HCL concentrado ’
por cada 100 ml. de alcohol metilico. La cantidad de al-
cohol dcido agregado, debe ser igual a Ila décima parte del
volumen adsorvido.

En vez del empleo del metanol dcido, se recomienda
el del dcido clorhidrico anhidro en metanol, 1o cual facilita
grandemente la precipitacién ya que en este caso se ha eli-
minado el agua que es la que hace que el precipitado re-
sultante tenga un aspecto gomoso y muy adherente a las
superficies de los recipientes en los cuales se coloca el li-
quido.
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La elucion se facilita agitando con energia el adsor-
-vente y el eluyente con un agitador durante una hora; se
filtra y lava con pequerios veltimenes de metancel, proce-
dié¢ndose a la concentracion, misma que se hace al vacio a
suna temperatura naxima de 2592 C. Antes de principiar la
fconcentracion. el extracto que contiene toda la potencia del
antibiético, se neutratiza con NakHCO,, hasta un pH de 6.
i La concentracion se prolonga hasta que el volumen
.s¢ reduce a un ddécimo del inicial. vna vez en estas condi-
ciones sc trata con sicte volamenes de acetona, obteniéndo-
s¢ un precipitado muov (ine de color café, el cual se separa
por centrifugacion.  la precipitacion con acetona debe ser
completn, chreniéndose, alpunas veces varias fracciones, ya
Sque entre mavyor cantidod Ce orccteona se agrega, mavor es
fa cantidad de precivitado que se ebticne, aun cnando ca-
da vez mas fino v escaso.

Hasta aqui no se

e hn hecho ninguna distifcion TeSPecis
.a cada una de las cepas. ya que hasta este paso las tres no
dieron ninguna divergencia con respecto a los trabajos que
sobre estreptomicina efectud Waksman y sus colaborado-
res; ademisis es va nervlfectamenre conocidec gue la cepa de
'S, grisens es una de las mejoves productoras de ¢ste anti-
‘hidtico. Para esta cepa se siguieron las indicaciones de
- Waksman, purificando Ia sobstancia cruda. por ¢l método
del picrato. hasta obtener el cloruro correspondiente.

OBSERVACIONES

1.—Fl carbaon empleado como adsorvente. debe ser uno
aue tenga un pH ncutro o ligeramente alcalino.

de pre-
s ferencia el primero v

a que este facilitard 1a adsorcion de

la estreptemicina o de cualquier otro antibidtico con pro-
' piecdadces bisicas.

; 2.—L.o« cluventes deben estar excentos de agua para
| aue tanto la concentracion como la precipitacion sean mas
faciles v efectivas.
, C).—PURIFICACION.

CEPA X-r.—FEl precipitado obtenido con acetona se se-
pardé por centrifugacidon, obteniéndose un producto viscoso
de color café que se adhiere firmemente a las paredes de
fos. tuboes de centrifuen. Al liquido ya centrifugado se le
sagregd mits acetona, obteniéndose un nuevo precipitado de
cristales amarillentos muy finos, los cuales al centrifugarse



formaron una pelicula muy fina en las paredes del tubo de
centrifugacion y observados al microscopio presentaron ¢l
aspecto ‘de finas agujas alargadas.

Haciendo una solucion en agua de cada una de estas
fracciones se les determind su actividad, resultundo positi-
a. Considerando gue atn cunando el aspecto era distinr:,
las dos fracciones procedian de la misma cepa v teniendo
actividad, no presentaba ninguna ventaja el purificarlas por
separado, de ahi que las dos se unicron.

). —PURIFICACION DFEL ANTIBIOTICO X-t POR FI.
METODO DFEFIL. ACIDO PICRICO.

Se disolvid el concentrado active en agua destilada y
se tratd con una solucion de dcido Picrico al cuatro por
ciento. En ¢l caso en que gueden particulas sélidas, se ca-

lienta hfrer'nnt_nig,—qﬂ—;w,u CITT TCIURy iR TILC virias horas

a 52 C., al cabo de las cuales en 1a parte 1nlcur)x del tubo
se han fonn'xdo unos cristales de color amarillo: estos se
separariin por decantacion de la solucion, disolvigrndose en
metanol caliente, el cual contiecne un exceso de HCI.. 2.5 N.
Esta solucién se vierte en 10 volimenes de dter, pre-
cipitando un polvo blanco cristalino correspondiente al clo-
ruro del antibidético X-1. Este ple(‘lplt"ldr) se pucde disol-
ver en metanol y reprecipitar con éter.

Se secd al vacio y se pesd con objeto de calcular el
rendimiento aproximado con respecto a los datos obtenidos
en el caso de la estreptomicina. El rendimiento fué de

45%-

OBSERVACIONIES

1.—L.os concentrados de las dos cepas dan un persisten-
te olor a amoniaco.

2.—FEste proceso sc repitié dos veces, ¢n la primera el
volumen del que se partié fué muy pequeiio, por lo cual
la cantidad de cristales obtenidos fué muy limitada; estos
cristales se secaron perfectamnente al vacio y observados al
microscopio tienen la forma de agujas alargadas. Siguien-
do el mismo método, pero empleando mayor veolumen, sc
obtuvo una mayor cantidad de cristales, altamente higros-
coépicos, llegando a licuarse casi completamente.
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3.—El rendimiento del cloruro del antibidtico X-1 fud
de 45%.

CrPrA X-g7.—Del precipitado con acetona, se tomd una
fracciéon y se disolvié en agua. Se agregd una solucion de
dcido picrico, estandarizd a 52 C. durante una hora, no
produciéndose ningun precipitado, de ahi que se halla es-
cogido el método de purificacion del heliantato.

L) .~PURIFICACION POR L. METODO HEILIAN-
TATO.—Se disuelve ¢l precipitado en metanol caliente,
procurando quc la temperatura no exceda de 552 C., se pre-
cipita adicionindole una solucién de anaranjado de metilo
al 109.

Esta precipitacion se puede cfectuar con soluciones m:is
diluidas de anaranjado de metilo, pero ¢l volumen reque-
rido para qgue la precipitacidn seo ceovmnleia o socec—ess

Ge, y el preapitado asi obtenido muy fino; esto trac como
consecuencia dificultad al centrifugar.

El emplco de soluciones concentradas tiene el incon-
veniente de que ¢l anaranjado de metilo puede precipitar
junto con el heliantato del antibidtico, pero esta desventa-
ja se anula con los lavados posteriores a que se somete el
heliantato, este es insoluble en agua, disolviéndose tnica-
mente el colorante.

El precipitado se conserva durante una noche a 10?2 C.
centrifugindose finalmente y el producto cristalino se lava
con agua destilada.

I.a recristalizacidn se cefecttia disolviendo el heliantato
en metanol acuoso al 839 y estandarizando a 10° C. Se
centrifuga nuevamente y se lava, seciindose al vacio con ace-
tona o dter.

CONVERSION DFEIL. HELLJANTATO AL CILORU-
RO CORRESPONDIENTE. — El heliantato obtenido, sc
trata con metanol dicido preparado en la proporcién de 1:26
en volumen. La mezcla se agita cuidadosamente adquirien-
do el heliantato una coloracién intensamente violeta, te-
niendo ademds un pH de 4. l.a agitacién se prolonga por
30 minutos despuds de los cuales se filtra a través de una
delgada capa de Darco G-6o; esta filtracién tiene por objecto
climinar el color, pero en nuestro caso atin después de ha-
ber pasado varias veces la solucién a través del Darco, con-
serv$ un ligero tinte rosado.
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El Darco G-Go sc lava con pequeias porciones de me-
tanol, quedando el filtrado en condiciones de ser precipi-
tado; se tomd una pequena fraccién a Ia cual se agregdé ace-
tona, con objeto de ver si ésta era ¢l pr Lc1pxt‘xnte adecuado,
al no obtenerse precipitaciéon. se tomd otra muestra a la
que s¢ agregd &rer, obtenidéndose un precipitado abundante,
de ahi que se halla escogido este tilltimo como precipitante.

Se secd y pesd el cloruro del antibiético X-g%7. con ob-
jeto de calcular el rendimiento, sicndo este de 79,

OBSERVACIONES

1.—I1 empleo de soluciones concentradas de anaranja-
do de metilo di muy buenos resultados.

2.—El pH del antibidtico disuclto en metanol! caliente
debe ser neutro para obtenerse una bucna precxpxtacu’)n,

ya quc en caso contrario _on cne el ¥y T1 drla-

(e Y xu\l,

rmag o dC micetilo pasa a su [orma quxnunxca, no produ-
ciéndose ningiin precipitado.

38.—El decolorante empleado debe ser precisamente Dar-
co G- Go pues al experimentar con carbon animal activado,
el cual tiene un gran poder decolorante, la solucién obte-
nida carece por completo del antibidtico, es decir que este
al mismo tiempo que decolora adsorve el principio activo.

4.—FE1 precipitante adecuado resultd scr el éter.
D) OTROS METODOS DE PURIFICACION.

Adem:is de los dos métodos antes descritos, son de
gran importancia los de: Purificaciéon cromatogridfica con
6xido de aluminio y el de purificacion cromatonrr'iflca con
Darco G-60.

PURIFICACION CROMATOGRAFICA CON OXI-
DO DE Al.—Este método se lleva a cabo en columnas Ile-
nas del adsorvente (Al.O,; en este caso), haciendo fluir el
metanol con el solvente a través de dichas columnas, hasta
que la capa del disolvente depositada sobre el adsorvente

tenga un espesor de 1 6 2 mm.

La solucién del antibiético se hace fluir a través de
Ia columna por gravedad o bien por presion, siendo esta
ultima de 10 a 20 mm. de Hg.
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Una vez que tada la solucidon se encuentra en la ca-
pa adsorvente, se agrega metanol dejindolo fluir por gra-
vedad o por presiéon. De igual manera se inyecta el clu-
yente y se van tomando muestras de las [racciones de la
parte inferior de la columna a las cuales se les va agre-
gando acetona o éter como precipitante.

1.a recoleccidn de estas [racciones cmpiceza cuando al
agregar los precipitantes, estos indican la presencia del an-
tibidtico.

IL.as fracciones <del eluyente con el antibiGatico se con-
centran hasta un ddécimo del volumen original, estando lis-
tas para preaipitarse, secando al precipitado al vacio.

PURIFICACION CROMATOGRATICA CON DAR-
CO G-Go. FEl mérodo es semejante al anterior, las colum-

lad O :;\,llt‘lll Ly }.’&ll\.\l ATy frLAsprax il 'Jo’l'JC: w :chll Jri=
pel filtro. El solvente se introduce por presiom y cuando
Ia capa formada por el solvente sobre el adsorvente es de
1 a 2 mm., la columna estd lista para funcionar.

Cuando toda Ila solucion estii en la capa adsorvente,
se agrega metanol a presion el cual actuarit como disolven-

te. T.os cluyentes que van saliendo de Ia columna se van
analizando hasta que la prueba para Ia substancia activa sea
positiva,

Adem:ts de estos mdétodos Ia purificacion de los prin-
cinies actives se pucde lograr por el mdétodo de Ia sal de
Reinecke, del idcido picronolico v del fosfo-tungstato de
sodio.

E)——RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTE
DOS.

1-

1.—Se probaron tres cepas de Actinomicetos antagdni-

cos, aplicindoles ¢l mdétodo de extraccidon empleado para Ia
estreptomicina.

2.—El cardcter dec los principios de las cepas X-1 y X-9%7
es bisico.

8.—Il.os mejores crecimientos se obtuvieron cuando el
medio ecmpleado, que fué el de Waksman, se esterilizé a
1.5 atmadsferas.

4.—El pH m:is indicado para el medio de cultivo es el
de 6.8.
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5.—La temperatura 6ptima de desarrollo fué¢ Ia de 28° C._

G6.—IL.a presencia de concentraciones altas de glucosa
disminuyd considerablemente la actividad del antibiético.

7.—IL.os principios de las cepas X-1 y X-g7 tienen una
forma de cristalizacién semejante a la de la estreptomicina.

8.—Laos cristales obtenidos de la cepa X-1 resultaron
muy higroscopicos.

g.—El adsorvente empleado debe ser un carbdn neutro.

10.—FE1 mdétodo de puarificaciéon miis indicado para la
cepa N-1 fué¢ ¢l del :dcido picrico, y en cambio el de la
cepa X-97 fué el del heliantato.

11.—FEl precipitante especifico para ¢l antibiético de la
cepa X-g7 fud el éter.

12.—En la purlfxc'luon del antibiotico X- -97, el decolo-

empleados—en—lwnse—de—hhamaes, dThc sci PIcos

samente Darco G-6Go.
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DISCUSION ¥ CONCLUSIONES
DISCUSION

1.—La dificultad gue se
los principios antibid

. g
P S S e

presenta en la obtencidn de
ticos, en el proceso de purificaciéon y
1 % vnt

Covzazia o

P I Y Ao s :“‘“{“Y‘H"‘f")
gomoso de color café obscuro, puede eliminarse con el em-
pleo de HCL gascoso disuclto en metanol, en vez de HCL
en sclucion, ya que el agua contenida en el dcido es la que
hace que el precipitado presente esa consistencia.

2.—El precipitado gomoso se adhicre como ya se dijo
anteriormente firmemente a las paredes de los recipientes
que lo contienen, lo cual trac como consecuencia una dis-
minucién considerable en los rendimientos, para cvitar en
To posible wsta pérdida, considero que la precipitadion
debe hacerse en un recipiente tarado, secando ahi mismo el
precipitado obtenido.

5.—La precipitacién del helinntato correspondiente a 1a
cepa X-g97 debe hacerse en soluciones que presenten un PH
superior a 5. Esto tiene como base el hecho de que a
valores de pH superiores 4.4 el anaranjado de metilo se
presenta en su forma normal:
como puede verse en la formula, hay un hidrégeno dcido,

el cual puede ser neutralizado por los grupos basicos del
antibidético.

Cuando el pH de las soluciones, es inferior a 4.4, ia

heliantina sufre una tautomerizacién y se presenta bajo 1a
forma quindnica.
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CONCLUSIONES

v o Taomondn en cirents oz 31mo oo o Yo
cran morcoantaio—do Tos

0 N ¥ [

‘Actinomicetos aislados del suclo presentan propiedades an-
tagonicas, se trat6é de obtener substancias antibidticas que
fuesen susceptibles de aislarse del medio de cultivo, pues
¢éste ha sido el mids grande obsticulo con el que se ha tro-
pezado, ya gque muchas especies de Actinomicetos ain cuan-
do presentan antagonismo, no liberan en el medio su prin-
cipio activo.

2.—I.a accidén antagénica se encuentra sobre todo re-
presentada por el género Streptomyces, de ahi que se ha-
llan escogidos tres cepas correspondientes a dicho género:
S. griseus, X-1 y X-97.

3.—Fl rendimiento o sea ¢! mayor o mcenos desarrollo
de Actinomicetos, est:i relacionado con el aprovechamiento
que dicho organismo hace de la fuente de carbono y de
nitrégeno; Ia cliciencia de aprovechamiento de la fuente
de carbono, es mayor en el mdérodo de cultivo sumergido,
de ahi que se lc prefiera al de superflicie.

4.—Algunos Actinomicetos son capaces de producir fre-
cuentemente nuils de un antibidtico lo cual tiende a hacer
dificil el reconocimiento de la identidad de cualquier cons-
tituyente simple.

5.—Por las caracteristicns que presentan los dos anti-
bidticos obtenidos. puede decirse que pertenecen al grupo
de Ia estreptomicina, pues como ésta es posible obtenerlos
siguiendo los métodos e indicaciones elaborados por Waks-
man; presentan marcada basisidad, son solubles en los mis-
mos solventes y cristalizan de modo semcjante.
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