Jurado Asignados

Presidente: Sara Manrique Regil
Vocals Oscar Amor Pﬁdero
Secretarios Guadalupe Véiez Pfat
Primer suplente: Carmen Reyna Bordes
Segundo suplente: Alicia Negrdn Mendoza

Sitio donde se desarrolla el tema: Fermic, S.A. de C.V.

Sustentante: Eugenia Margarita Ramfrez Aldrett

Asesor del temas Q.F.B. Guadalupe Vélez Pratt

2.8°



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A mis padres

a mi esposo

a mis hi jos.



Hago patente mi agradecimiento a Fermic S. A. de C.V.
por las facilidades que me brindaron para la elaboracidn de
la parte prdctica de esta tésis, a la Profa. Q.F.8. Guadaly
pe Velez Pratt y al Dr. Eugenio Tisselli, que con su direc-
cidn y ayuda moral, hicieron oosible la realizacidn de este

traba jo.



CAPITULOS:

1.- Introduccidn;

A.
“Ba
vC.
D.

Antecedentes

Tetraciclinas

Los Actinomycetos

Seleccién de microrganismos

para produccidn industrial.

II1.- Parte Experimental:

- A.
LB
C.

D.

Material y Equipo
Medios de cultivo
Tdcnicas de inoculacidn

Determinaciones a los cultivos

I11. Resultados

IV. Discusién y conclusiones

Resdmen

Bibliografia.



Capftulo I.



INTRODUCCION

£1 propdsito de esta tesis es el de contribufr con la re-:

vision de clertos aspectos bioqufmicos y técnicos, al com

plejo proceso de una industria de fermentacidn. Esta como
todas las industrias bioquimicas, representa una serie de
problemas tanto bioqufmicos como tecnoldgicos gque es nece
sario coordinar, basandose en amplios conocimientos en es
tod dos campos, para lograr los me jores resultados en ca-
-da industria.

Esta tesis se ocupa de algunos problemas inherentes a la
produccidn de oxitetracicllna por medio de una cepa de -
Streptomyces rimosus y su mejoramiento para la produccidn

del antibidtico.



ANTECEDENTES

(19)
Definicidn.- Se denomina antibidtico (del -

griego anti = contra y bios = vida) a las sustancias pro-
ducidas por algunos microrganismos que son capaces de in-
hibir el crecimiento y desarrollo de otros microrganismos.
La palabra antibidtico literalmente significa nocivo a la

vida, pero convencionalmente se ha aceptado para designar

a dicho grupo de sustancias.
19)

Historia.- Charles Darwin sentd las bases pa
ra la investigacidn cintffica del problema de la selecci®n
natural y la lucha contra las especies. Las relaciones an-
tagénicas que existen entre microrganismos de diferentes
especies, fueron observadas, por primera vez por Luid Pas
teur en 1887, quien demostrd que las bacterias de la pus-
tula maligna sucumbian rapidamente cuando se encontraban
en cultivos mixtos con microbios de la putrefaccién, carac
terizando a este fendmeno como una lucha por la existen-
cia(le)n

(19)
En IB71 < 1872 V. Manassein y A, Polotebnov explicaron
por primera vez las propiedades de un moho del gdnero Pe--
nicillium. E1 primer antibidtico de origen bacteriano, que
se utilizé en calidad de remedio antisédptico fué obtenido
obtenido de las bacterias del género Pyocyaneum por R. Emme
rich y 0. Low quienes la denominaron piocianasa.
Alexander Fleming(ll)obtuvo el fermento lisozima, que posee
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la propiedad de inpedir sl crecimiento a multitud de micror
ganismos. Sin embargo, puede decirse, que la era de los an-
tibidticos se inicid formalmente en 1918, cuando este mis-
mo autor demostrd que el filtrado de un cultive en caldo

del moho Penicillium notatum posefa propiedades antibacte-

rianas con respecto a las bacterias gram positivas. En 1940
£. Chain y G. Florey(S)obtuviernn un preparado relativamen-
te estable de penicilina.

£1 desarrollo ulterior de este problema estubo ligado a los
trabajos de P. Dubos(6’7)quian gbtuvo gramiéidina y tiroci-
dina del cultivo de B. brevis; de S. Waksman y sus colabora
dores quienes elaboraron el método de obtencidn de la estrep

tomicina, y de muchos otros investigadires que han enrique-

cido la medicina con otros preparados.

Clasificacién.- Atendiendo a su origen los anti=

bidticos se pueden clasificar en:
a) Antibidticos de origen animal.
b) Antibidticos de origen vegetal.
c) Antibidticos de origen sintético &
semisintético.
Otros autores los caracterizan de acuerdc a los tipos de
seres de los cuales son antagdnicos y as{ se tiene:
a) Antibidticos antibactéricos.
b) Antibidticos antiflngicos.
c) Antibiéticos antivirales.
Otra clasificaccidn los refisre al campo de accidn de los
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mismos, considerdndose por lo tanto comos
a) Antibiéticos de amplio espectro.
% b) Antibidticos de espectro reducido.
En las tablas 1 y 2 se encuentran ejempios de cada uno

de ellos.



Espectro antimicrobiano.- La actividad antimicrobiana
varfa cualitativa y cuantitativamente. E1 rango de activi-
dad de un antibiético dado, se designa como su "espectro -
antimicrobiano". En determinadas condiciones tipo y con un
microorganismo testigo, dicho espectro es caracterf{stico -
para cada antibiético. También es variable el grado de ac-
fividad del antibiético, con respecto de las diferentes es
pecies de microrganismos y adn de cepas.

Algunos antibifticos poseen espectro reducido, la Bio-
micina es activa sobre M. smegmatis y otras mycobacterias.
Otros antibidticos poseen amplio espectro, las tetracicli-
nas son activas no sélo sobre b;cterias gram positivas y -
gram negativas, sino también sobre ricketsias y algunos ==

protozoarios,

CARACTERISTICAS QUE DEBE REUNIR UN ANTIBIOTICO

PARA QUE SEA APLICABLE EN MEDICINA. (19)

a) Ser relativamente no téxico.

b) No precipitar las protefnas séricas.

c) No causar hemflisis.

d) No provocar efectos adversos sobre los fagocitos.
e) Estar libre de pirégenos. ‘

f) No causar respuesta como la histamina.

g) Ser tolerada por el individuo a la dosis requerida.

h) Provocar el mfnimo de efectos secundarios.

G



TETRACICLINAS.

Generalidades.- Las tetraciclinas comprenden a una fa-

milia de compuestos biosintéticos, y a sus derivados semi-
sintéticos que posesn un amplio espectro antimicrobiano ==
que incluye bacterias gram positivas y gram negativas, ri-
cketsias, algunos virus, ciertos protozoarios y actinomice
tos. Se ha reportado que la oxitetraciclina ataca también
algunos helmintos y es favorable en el tratamiento de algu
nas fases de la malaria (20). Esto no implica que todos los
miembros de la familia de las tetraciclinas posean la mis-
ma actividad sobre todas las especies y todas las clases =
de organismos mencionados.

La primera en ser descubierta fue la clortetraciclina,
més propiamente llamada 7=-clortetraciclina = (Aureomici-
na, Lederle), fue reportada en 1948, afio siguiente al'des-
cubrimiento del cloranfenicol. Este 7-cloranfenicol, fue =
el segundo antibiético de amplio espectro conocido. Este =
fue sequido del descubrimiento de la oxitetraciclina (10)-
dos afios mids tarde, mds proﬁiamente llamada S-oxitetraci--
clina (Terramicina, Pfizer) y ésta fue sequida por la te-
traciclina base en 1953. Cuatrc afios mds tarde (1957) la =
Demetilclortetraciclina, mds propiamente llamada 6-demetil
7-clortetr;ciclina (Declomicin, Lederle). Estas cuatro te=
traciclinas son biosintéticas y pueden ser extrafdas por -

medios apropiados, fermentados por cepas sspseciales de es-
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treptomicetos.

Subsecuentemente se han obtenido derivados semisintéti-
cos de los cuales no se sabe que puedan ser elaborados por
microrganismos. Algunos de estos derivados semisintéticos
sont N-(pirrolidinometil)tetraciclina, conocida como Rolite
traciclina; tetraciclina-L-metilen glicina, conocida como B
Limeciclina; la 6-metilen=5-hidroxitetraciclina, a la que
se ha nombrado Metaciclina'(Rondomibina-Pfizer).

Actualmente el termino gendrico de Tetraciclinas agrupa
a siete antibidticos que son: clortetraciclina, oxitetraci-
clina, tetraciclina, demetilclortetraciclina y rolitetraci-
clina, recientemente a la metaciclina y a la metilenciclina.
Los tres dltimos compuestos son derivados semisintéticos y
no se sabe hasta la fecha que puedan ser producidos por mi-
crorganismos. Los cuatro primeros pueden ser obtenidos me=
diante microrganismos apropiados en medios especificos. La
tetraciclina y la demetilclortetraciclina también pueden =
ser obtenidas en forma semisintética a partir de clortetra_

ciclina.

Biosfntesis del nucleo tetraciclina.- Se~ha comptrebado_

que e &cidoiacdtico, el 4cido propidnico y sus derivados
son frecuentemente utilizados como unidades en la biosfnte-
sis de productos orgdnicos por lo que no es sorprendente -
encontrar antibidticos que deriven de ellos.

Las Tetraciclinas que poseen como esqueleto comin el -

hidronaftaceno se ha comprobado que se forman mediante la
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union de unidades acetato.

Caracteristic;s qufmicas.- Todas las tetraciclinas son

sales cristalinas y anfotéricas , las cuales poseen tres
grupos ionizables con un pKa entre 3.3 y 9.7. Todos los ==
miembros de la familia tienee color amarillo debido a su -
grupo cromofdérico comin gue absorbe en la regidn visible.
Los distintos sustituyentes especfficos son los que -
les proporcionan caracteristicas diferentes de estabilidad
y solubilidad. Las sales de 4dcidos son generalmente mds es
tables que las formadas con bases, de ah{ que sean los clor

hidratos los que tienen mayor aplicadidn.



CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS POR SU ORIGEN ( 18 )

Tablas 1 y 2

Antibidticos de
origen animal

Antibidticos de
origen vegetal

Antibiéticos de orf
gen sintético y se-
misintético.

Ecmolina
Eritrina
Interferon
Lisozima
Plaquina
Otros.

De plantas su-
periores

De hongos

De Actinomicetos

De bacterias

Levomicetina
Meticiclina
Pembritin
Sanasina
Sintomicina

Allicina
Imanina
Rafanina
Otros

Penicillina y semejantes

Albomicina
Cloromicetina
Clortetraciclina
Eritromicina
Oxitetraciclina
Estreptomicina
Neomicina
Nistatina
Tetraciclina
Otros

Bacitracina
Gramicidina
Polimixinas A y B
Tirotricina, otras.

7-Bromo Tetraciclina
6-Demetil Tetraciclina

Otros.



C.- LOS ACTINOMICETOS.

Los Actinomicatﬁs‘taxonémicamnete ss8 encuentran como un
grupo separado situado entre las bacterias verdaderas y los
homgos verdaderos, debido a que presentan caracteristicas -
en comin con ambos. E1 género Nocardia esta estrechamente
relacionado con Mycobacteria y Corynebacteria. Otros géne-
ros Streptomyces y Micromonospora se relacionan mds con los
hongos.

Son atacadas por fagos como las bacterias, estos no ata
can a los hongos. Los actinomicetos son sensibles a los an-
tibidticos a los que son sensibles las bacterias y no a los
que son sensibles los hongos. Difieren también de los hohs:
gos en que no poseen quitina o celulosa en su micelio o en

sus esporas como estos lo presentan.

Caracteristicas generales.-~Se definen como microrganis-
mos unicelulares filamentosos , que se caracterisan por la
forma del micelio unicelular ramificado. Sus hifas son lar-

: gas y de 0.5 a 0.8y de didmetro. No poseen un nucleo verda-
>‘dero como la mayoria de las bacterias, si no que la cromati
- na se encuentra en forma de granulos dispersos en la hifa.
Todos los actinomicetos principalmente en cultivos jé-
venes son gram positivos.
£l micelio se desarrolla tanto en el sustrato como en
la superficie como micelio aereo; éste puede ser: blanco,

gris, rojo, amarillo, café, verde o con otro tipo ds pig-
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mento., Algunos cultivos presentan pigmentos solubles que =~
variaylen intensidad y color de acuerdo al medio de cultive
empléado.

En medios liquidos estacionarios no produce nunca tur-
bieaﬁzz crecen en la superficie-e en forma de hojuelas:so--
brenadantes, o b@n como pequefias motas adheridas a las pa-
redes del matraz en que se cultivan.

La conidia reproductiva caracteristica del género Strep
tomyces se producen por divisién del protoplasma en la hifa
espordgena, progresando de la cima a la base. Las esporas -
son mds resistentes que el micelio vegetativo y nos recuer-

dan a las bacterias en talla, forma y caracteristicas de =--

tincidén, su forma es oval o redonda y miden entre 0.5 a. 1.5%
!

de didmetro y de 1 & 2y de largo.

Las colonias de Act}nomicetos se pueden distinquir de =~
las colonias de hongos por su aspecto compacto, flexiblescy
con apariencia cénica. Su superficie es seca y cubierta de

micelio aereo.

Todas las especies de Actinomycetos licuan la gelatina
con mayor o menor rapidez dependiendo del organismo emplea-
db, Alqunos producen enzimas diastdsicas , otras producen

invertasa o tirosina.

ORGANISMOS PRODUCTORES DE TETRACICLINAS,

Mic s Antibiético gue produce.
Streptomyces aureofaciens Clortetraciclina.

Streptomyces rimosus Oxitetraciclina.
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Streptomyces viridifaciens Tetraciclina.

Streptomyces viridifaciens var. Demetilclortetraciclina.

- 19 = i



CLASIFICACIUNVQE ACTINOMYCETALES (28)

(WAKSMAN Y HENRICI 1943)

1 Micelio rudimentario ausente. Familia MYCOBACTERIACEAE

Género Mycobacterium

IT Micelio verdadero:

A. Micelio vegetativo dividido en segmentos
dentro de elementos bacilares & cocoides.
Familia ACTINOMYCETACEAE
a.- Anaerobios o microaerofilicos
no 4cido resistentes. Género
Actinomyces.
b.- Anaerobios parcialmente dcido
resistentes o no 4cido resis-
tentes. Género Nocardia.

B. Micelio vsgetativo normalmente no dividi

ERNS. o i A

_do_en. art:nspnras. La conidia se produce

en el propiu{me@io.;Familia STREPTOMYCETA=-

CEAE. -

a.- La conidia se encuentra en cadg

| nas de hifas aereas. Género 5=r
Streptomyces.

B.- La conidia se encuentra te?mi-
nalmente séla o en conidiéforos,
no en cadenas.

~Género Micromonospora.

- 1



DISTRIBUCION, AISLAMIENTO Y METODOS DE

ESTUDIO DE LOS ACTINOMICETOS.

Distribucién.- Los Actinomicetos se encusntran abundan-

temente en sustratos naturales, como suelos; charcos de agua
fresca; alimentos en descomposicidn y en la atmdsfera. Los
suelos alcalinos o neutros los tienen en mayor abundancia
que los suelos 4cidos.

Se ha observado que tiene gran influencia la vegetacidn
del lugar y la dpoca del afio en que se colectan las muestras
encontrandose que son mds abundantes en los meses de marzo
y abril, decreciendc para diciembre y enero.

Factores gue regulan la cantidad de Actinomicetos en

el suelo.

1.~ Abundancia de materia orgdnica.

2.- Reaccidn del suelo (dcida o alcalina).

3.~ Humedad relativa.

4.~ Temperatura.

5.- Aireacidn o suministro de ox{geno.

6.- Vegetacidén del lugar.

Aislamiento.- Se aislan del suelo mediante diluciones
de éste sobre medios de agar nutritivo y se incuban a la
temperatura apropiada para el desarrollo de bacterias (28°
a8 37°C) duraﬁte dos a siete dias. Los‘organismos antagdni=
cos se reconocen por que producen una zona de inhibicidn

del crecimiento, estos organismos se aislan con el objeto
- 14 =



de obtener un cultivo puro de ellos y poder continuar con

la investigacién.

' Otro método se efectla inoculando directamente la mues-
tra de tierra sobre placas de agar nutritivo que ya han si=-
do inoculadas previamente con el microrganismo del cudl que
remos encontrar un antagénico, se incuban en las mismas con
diciones que en el método antes citado y por igual periodo
de tiempo al término del clal se observa cual 6 cuales son
las colonias que han presentado una zona de inhibicidn y se
aislan en cultivos puros para continuar con su estudio.

Frecuentemente se trata de encontrar otra cepa de la -
misma especie que produzca un antibidtico ya conocido para
lo cual se sigue el siguiente procedimientos sobre medios
apropiados(Czapeck) se inoculan diluciones de suelo de una
concentracidn de 1 X 10'1, alX 10-6 y se incuban de 5 a
10 dias a una temperatura de 24 - 26°C al cabo de los cua=-
les se escojen las colonias que morfolfigicamente se aseme-
jan mds a la cepa buscada. Las colonias seleccionadas se
someten a nuevas resiembras hasta obtener una concentracidn
por placa de 2 a 4 colonias; cuando ya se han identificado

plenamente, se someten a pruebas de produccidn.

|

METODOS DE ESTUDIO

Seleccidn.- Debe considerarse bajo dos puntos de vista;

la seleccién de un microrganismo para llsvar a caba un pro-
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ceso conocido o la seleccidn de un microrganismo para efec-

tuar un proceso desconocido aln. En el primer caso se acon-

seja recurrir a las cole
el comercio y en el segu

de un grupo amplio de mi

UN

cciones de cultivos existentes en =
ndo, efectuar una series de pruebas

crorganismos debidamente aislados.

NUEVO ANTIBIOTICO

A. Aislamiento

B. Deteccidn y seleccién

Aislamiento del suelo.

Desarrollo de los métodos de

cultivo del microrganismo.

Probar propiedades antimicro-
bianas.
Observar el crecimiento en me

dio liquido. Probar filtrado.

C. Evaluacidn del priduc

Extraccidén y purificacién del
Antibidtico.
ldentificacidn de la sustancia

aislada.

Estudio de su actividad y tox

icidad en animalss.

to.

Su Aplicacidén en clinica.
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Potencia.
Esterilidad.
Pirogenicidad.

Histamina.

D. Pruebas al antibidético Humedad.
purificado. pH.
Estabilidad.
Cristalinidad.
Toxicidad.

E. Posteriormente se efectlan los estudios farmacoldgicos.
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SELECCION DE MICRORGANISMOS PARA PRODUCCION

INDUSTRIAL.

MEJORAMIENTO DE LA CEPA.

Cuando ha sido debidamente aislado un microrganismo --
productor de antibidtico y se quiers que esa produccidn sea
gecondmicamente costeable para llevarse a escala industrial,
es necesario someter a la Cepa a diversos procedimientos,
con sl objeto de probocar en ella cambios genéticos tales,
que se traduzcan en una mayor capacidad productora para que
justifiquen la inversién econdmica que se hard en esa indus

tria.

Por seleccidn directa.- Se ha observado que la mutacidn
8

espontanea se presenta alrededor de una por cada 10 6 10
células. Con el objeto de detectar estas mutantes se siguen
métodos simples que es a los que llamamos "seleccidn direc-
ta", esto se hace mediante siembras en placa de los culti-

vos puros, con dbjeto de obtener colonias aisladas las cuj

les se prueban con respecto a productividad, escogiendo a
las mds capaces y continuando con ellas el proceso de selec

cién.

Por seleccién de mutantes.Se define a la mutacidén como

un cambio brusco y estable de un gene que se expresa en al-
gln caracter fenotf{pico, frecuentemente como una modifica-
cidn bioquimica.

E1 DNA, material genético primario, esta constituido -



por dos cadenas polinucledtidas largas, plegadas como una
helice y que mantienen una configuracidn estable por apa-
reamientos de baseé mediante puentes de hidrégeno entre -
las dos helices, guedando una frente a otra. Algunas muta
ciones pueden ser causadas por la insercidn de un nueveo -
par de bases, supresién de uno & mds pares de bases, colp

cacidn diferente de las bases & cambios quimicos en ellas

mismas.

Aunque los mecanismos que provocan estos cambios, son
poco conocidos, se sabe que agentes como los rayos X y ==
las radiaciones gamma pueden romper las uniones fosfoéster
individuales, por accién de radicales libres coma HY y OH™
que se producen cuando la radiacidn es absorbida por agua.
Otros sitios de accién incluyen también la ruptura median
te radiaciones ionizantes de la unidn del puente de hidrd
QPnO.

Los agentes alquilantes como las mostazas nitrogenadas
RN(CHZ-CHZ-CI)Z y las mostazas sulfuradas S(CHZ-CHZ), pro-
vocan la mutacidn atacando a los Atomos de nitrdgenoc de --
las bases, interalquilando bases alineadas y por tanto im-
pidiendo la la separacidn de la estructura de doble hélice
del DNA durante la replicacién. Otro agente mutdgeno es el
dcido nitroso que transforma a la citosina en uracilo en =
el DNA y el S-bromo uracilo que reemplaza a la base normal
timina y da lugar a errores en la replicaciédn ulterior del

DNA L]
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E1 honge del pan, Neurospora crasa, ha proporcionado -

material excelente para el estudio de la genética bioqui--
mica. Las especies silvestres del hongo, crecen bién en -
medios de cultivo simples conteniendo compuestos de azdcar
sales y biotina. Cuando exponemos estos cultivos a agentes
mutagénicosencontramos mutantes que sdlo crecen afadiendo
al medio original ciertos metabolitos.

Aplicacidn de las técnicas anteriores para obtener my-

tantes de Streptomyces.- Es bien sabido que Streptomycss

aureofaciens s un organismo productor de fetraciclina y
Clortetraciclina. La concentracidn de uno u otro antibid-
tico Adepende de la presencia del idn cloro. Por lo tanto
la obtencién de Clortetraciclina no presenta mayor problema
pero cuando el producto deseado es la Tetraciclina, nos =
encontramos con el problema que es prdcticamente imposible
la aussncia del cloro el cual siempre se encuentra presen-
te, lo que provoca que la Tetraciclina obtenida tenga ras-
tros de Clortetraciclina. Aunque las especificaciones tipo
para el producto terminado permiten una pequefia cantidad -
de Clortetraciclina como impureza en la Tetraciclina, esto

no es deseable por que ocaciona problemas en la extraccidn

y purificacién.

Haciendo experimentos con Streptomyces aursofacisns, =

sometiéndolo a agentes mutdgenos que incluyen radiacionss
ultravioleta, nicotina y mostazas nitrogsnadas, so obtuvig

ron unas mutantes que son descendientes directos de Streps<
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tomyces aureofaciens A-377, aislado del suelo(24). Estas

mutantes tienen la capacidad de ignorar la existéncia del
ién cloro y han sido designadas por la American Type Culty
re Collection con los siguientes ndmeros: 13,908; 13,909;
13,910; 13,911.

Dichas mutantes tienen las mismas caracteristicas que

Streptomyces aureofaciens pero difieren en la pigmentacidn

aue imparten al medio.

Otros estudios sobre la misma cepa de Sffeptomyces au-

reofaciens 377 y tratandose con los mismos agentes mutagé-
nicos del e jemplo anterior han llegado a una mutante que -
produce un nuevo tipo de Tetraciclina, cuya férmula estruc

tural es la siguientss
" [C‘\5)5
N ~
!

|
»F\(&u H
g / o
|
>~ ) ag Bz
{ " ou T
0 0 0 -
Esta nueva cepa ha sido designada como la S-1308; esta

mutante mantiene las caracteristicas de la que ls dio ori=

gen,.pero difiere en la pigmentacién que imparte al medio.
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3.~ Medios para mantenimisnto.- Tienen por objeto

disminufr al minimo la variacidn y degeneracidn

de la cepa.

MEDIOS PARA PRODUCCION.

Fuentes de carbono.- Industrialmente los mds usados son

glucosa y sacarosa, pero puede usarse glicerol o almiddn.
Se ha observado que la produccidn del Antibidtico disminuye
cuando se utilizan oligosacdridos o polisacdridos como dni-
ca fuente del elemento, en cambio aumenta cuando se utili-==
zan en combinacidn con con monosacdridos.

Fuentes de nitrdgeno.-En general requieren fuentes caom-

ple jas de nitrégeno, como aminodcidos, harina de soya, hari
na de semilla de algodén, & sales inorgdnicas de amonio co-
mo sulfatos, hidréxidos, fosfatos, nitratos cloruros, aun--
que es indeseable el cambio en el pH que provocan estas sa~-
les. También es usada la urea y el agua de cocimiento de --
mafz, que es un subproducto en la elaboracidn de la glucosa

y el almidén de mafz, el cual también es rico en fosfatos.

Otros elementos.-Hay que agregar al medio cierta canti-
dad de calcio é magnesio por que el antibidtico produce e--
fectos tdxico sobre el organismo prodﬁctor, inhibiendo la -
formacidn dél mismo; este efecto se atribuye al sscuestro -
de iénes metdlicos esenciales, por parte del antibidtico.

La adicidén de calcio 6 magnesio satura el poder secuestran-
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te y deja las trazas metdlicas libres para llevar a sfecto
su funcién, ademds dichas sales también ayudan a regular -
el pH del medio.

También, el cultivo requiere un minimo de los siguien--
tes elementos: Mn, Zn, Fe, Cu y Co.

Es recomendable la adicidn de algln aceite que a la =
vez que actda como nutriente ejerce un efecto antiespuman-
te. Pueden ser aceites vegetales comos aceite de cacahuate,

aceite de mafz, aceite de cdrtamo, aceite de soya, etc.

CARACTERIZACION

Es necesario un conocimiento a fondo de la cepa para -
su caracterizacién.

Entre los caracteres que deben de tomarse en cuenta pa
ra cumplir dicho objetivo se encuentran los siguientes:

a) La pigmentacién del medio de crecimiento.

b) La capacidad para hidrolizar protefnas o almido
nes.

c) La inversidn de azlcares.

d) La digestién de la celulosa.

e) La formacidn de antibidticos espec{ficos.

f) Y otrac caracteristicas suplementarias como son
las siguientess reduccién de nitratos, utiliza-
cién de grasas, parafina 8 fenol, y la sensibi-
lidad del microrganismo hacia determinado fago.
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CARACTERISTICAS DE LA CEPA.

Streptomyces rimosus tiene las siguientes caracter{sti

cas.=7z!

a) Micelio aereo sscaso.

b) E1 micelio aereo sin ser totalmente de color -
blanco tiende a é1.

c) Cuando el crecimiento es vigorose las colonias
se fragmentan, al principio circunferencialmen-
te y después en pequefias piezas aisladas unas -
de otras,

d) No crecen en agar sintético.

PRESERVACION DEL MICRORGANISMO

Con el gran incremento de la Microbiologfa Industrial
v la formacidn de grandes colecciones de cepas, ha sido ng
cesario conservar a los microrganismos por periodos de tiem
po mds o menos largos, para lo cuai se han desarrollado va
rios métodos. '
Una de ias técnicas mds simples de conservacidn, es por
medio de subcultivos, los cuales causan variacidén de la ce-
pa por lo que se han tenido que elaborar métodos mds efi=»
cientes comg los que se describen a continuacidns
1.- En tubos inclinados o algdin otro tipo de culti-
vo mantenido en refrigeracién.
2.--Los organismos, & sus esporas, se suspenden en
fluidos como leche descremada o suero y se some
ten a el proceso de liofilizacidn, que consiste
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_refrigeracién

en un enfriamiento rdpido seguido de una deshi-
dratacidn mediante vacio. Las ampolletas que =--
contienen el liofilizado, se conservan en atmos
fera inerte de nitrdgeno, de preferencia bajo -
(14).

Muestras de tierra previamente esterilizadas se
inoculan con el cultivo que se quiere conservar, .
se incuban a temperatura apropiada durante dos
o tres semanas para propiciar el desarrollo, al
al cabo de los cuales las muestras se conservan
en ambiente seco bajo refrigeracién(zg)n

Los tubos inclinados se cubren con una capa de

parafina estéril y se guardan bajo refrigeracién.
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CONDICIONES PARA LOS CULTIVOS

DE ACTINOMICETOS.

Los cultivos de Actinomicetos, muestran un marcado po-
limorfismo derivado de las caracteristicas del medio de -
cultivo y las condiciones ambientales que favorezcan dicha
variacién. Esta se presenta esn la talla, forma y color de
las colonias, as{ como de las esporas, formacién de pigmen
to soluble y caracteristicas bioqufmicas tales comos utili

zacién de carbono; formacién de dcido sulfhidrico y produg

cién de enzimas o antibibticos.
Los cultivos degenerados muestran considerable varia--
cidn en su afinidad tintérea.
Causas de variacidns
1.-Composicién quimica del medio.
2.-Estado ffsico (liqufdo-sélido, dilufdo -con-
centrado, cultivo continuo é intermitente).
3.-Medio ambientes temperatura, humedad, airsa-
cién. -
4.-Naturaleza del inéculo.
5.-Presencia de contaminantes, especialmente
organismos con efecto antagénico 6 asociati-
vo.
6.~Fenémeno 1{tico, incluyendo efectos del fago.
El1 grado de esporulacién, el color de las esporas, la
forma y superficie de las qolonias, la presencia de exuda

- 25 =



do, la cantidad y color de pigmento soluble son las carac-
teristicas mds variables.

CONDICIONES DEL CULTIVO
Aireacidpn y agitacidn.- Como son altamente aerobios, -

la produccidn del antibidtico aumenta en relacién directa
a la agitacién hasta un punto dptimo caracter{stico para -
cada especie.

Temperatura.- Se considera que 28°C es la temperatura
éptima para la produccidn. Pero puede considerarse entre =
24° y 31°C de écuerdo con la cepa usada.

pH.- La produccién del antibidtico es mayor entre 7 y
8. Se acostumbra agregar-al medio carbonato de Calcio o
Magnesio como reguladores del pH, pero tienen el inconve--
niente de que dificultan la extraccidn y purificacidn del
_ praducto.

Medio de cultivo.=- Los medios de crecimiento usados pa

ra la mayorfa de los Actinomycetos comprendsn varias cate-

gorias:

Y.~ Medios usados para la identificacién y caractg

rizacién de especies. Son medios de composicion

tipo.

2.~ Medios para obtener el mdximo rendimiento en -
la producecién de sustancias qufmicas. Tienen
/composicidn quimica compleja, utilizande deri=
vados de vegetales (agua de cocimiento de mafz)
y animales (casefna, extracto des carne, estc.).
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Cdpitulo II.

PARTE EXPERIMENTAL.




A. MATERIAL Y EQUIPQ.

Cepa productora.- Se eliqid Streptomyces rimosus de la

American Type Culture Collection, catalogado bajo el nime-

ro 10,970. E£Es un microrganismo productor de Oxitetracicli-

na.

Equipo empleadn.~ Todo el material comdn en un labora-

torio de microbiologfa para las determinaciones que se des

criben.

B, MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios de cultivo empleados para este estudio, fue
ron tomados algunos directamente de la literatura, y otros
fueron ideados especialmente, teniendo en cuenta las nece-

cidades del género Streptomyces.

Por lo que se tienen cuatro series distintas de medios:

A. Medios lfquidos: a) Para desarrollo. Pz

b) Para fermentacién. F.

B. Medios sélidoss a) Para esporulacidn. &3

b) Para mantenimiento.

Todos ellos se prepararon usando agua destilada, el pH
se ajustd entre 6.5 y 7.2 que son los limites recomendables.
Todos se esterilizaron bajo las mismas condicioness 121°

durante 15 minutos.

Una véz preparados se procedio a esterilizarlos inme-
diatamente para no dar lugar al desarrollo de las bacterias
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propias de los nutrientes usados.

Los medios una véz estériles, se conservan a temperaty
ra ambiente por no mds de siete dfias, al cabo de los cuales
el medio puede considerarse enve jecido por la pérdida de =
aqua sufrida por evaporacidn, por lo que ya no corresponden
a la férmula original del medio. Cuando los medios se con-
servan bajo refrigeracién el 1fmite de envejecimiento puede
prolongarse hasta dos semanas mdximo.

Los medios estériles empleados péra aislar las colonias
en caja petri, se preparan y esterilizan en matraces de 500
ml con 300 ml de medio y una véz estériles se reparten en
las cajas estériles también, aproximadamente 30 ml por caja
Las cajas se usan después de 24h de vaciado el medio y no =~
mds de 72 h después.

Antes de emplear cualquiera de los medios anteriores es
necesario revisarlos con el objeto de descubrir alguna con-

taminaciédn de los mismos.
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MEDIOS DE CULTIVO LV

Para desarrollo:

Los medios empleados para desarrollo se preparan siem-
pre bajo la misma técnica; se disuelven todas las materias
priéas indicadas en la fdrmula, una a una, y finalmente se
ajusta el pH a 7.3 con NaOH SN; si éste ya se encuentra i-
nicialmente al valor deseado, se omite este paso. Una vez
preparado el medio se coloca sobre un agitador magnético y

se distribuye en matraces de 125 ml, colocando 25 ml por =

matrdz.

Medio DOj
Sacarosa 30 qg.
NaNO+ 3 qg.
KH2P04 1l g.
MgS0O, . 0.5 g.
FeS0, 0.01 g.
Agua destilada c.b.p. 1 1.

Medio Dy )
Peptona 4 g.
Gelysate 4 qg.
NaCl 2.5 g.
‘Extracto de levadura 1 @s
Glucosa 10 g.

“gua destilada c.b-pv I 1.
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Medi _U_3
Agua de cocimiento de maiz 20
Sacarosa 10
CaCO3 , 3-8
(NH4) 2S04 1
Agua destilada c.b.p. I litro.

Medio D4 )
Lactasa » 20
Glucosa 1.2
Agua de cocimiento de maiz 40
NaNO3 3
KH2P04 - 0.5
m9504.7H20 0.25
Agua destilada c.b.p. 1 litro.

PARA ESPORULACION.

'Medio(ei)
Extracto de levadura 1
Extracto de carne il
Triptosa 2
FeSO4.7H20 0.1
Agar 20

Agua destilada c.b.p. 1 litro.

= 30 =
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Se disuelven todas las materias primas y se ajusta el
pH a 7.2 con NaOH SN. Se calienta hasta disolver el agar -
y se agregan 10 g de glucosa. Se esteriliza a 121°C X 15!

Se reparts en tubos de cultivoe ( 25 X 200 mm), aproxi=-
madamente 15 ml por tubo y en matraces erlenmayer de 500 -

ml con 300 ml de medio por matraz.

‘Medio EZ
Sacarosa ‘3 q.
Dextrina 15 qg.
Cistina 0.1 g.
NaCl 0.5 g.
Extracto de levadura 1 g.
Peptona 5 g.
FeS0,.7H,0 0.010 g.
Agar 20 g.

Agua destilada c.b.p. 1 litro
Se disuelven todas las materiasvprimas y se calientan
para disolver el agar. Se reparten en matraces de 500 ml
colocando 300 ml por matraz. Una vez estéril se reparts en
cajas petri estériles tambiédn, aproximadamente 30 ml por

caja; La esterilizacidn se efectua en autoclave 121° X 15'

Medio §3

Extracto de carne 4 g.
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Gelysate 4 g..

NaCl 2.5 q.
Extrécto de levadura 1l g
Glucosa 10 q.
Agar 20 g.

Agua destilada c.b.p. 1 litro

Se prepara igual que el medio E,.

Medio E, (Bacto-Czapek)

Sacarosa 10 qg.
NaNQ4 4 g.
KH,PO, T s
Mmgs0, 0.5 g. \
KC1 .5 g-
FesO, 0.01 g.

Para rehidratar el medio ss suspenden 49 g de Bacto-
Czapek "Difco" en 1000 ml de agua destilada, se calienta
hasta disolucidn completa; se distribuye de la misma mane-

. ra que los medios antes citados y se esteriliza a 121° X

15 minutos.

¥ s
MQdia@

Glucosa 7 10 q.
(NH4)2HPU4 4 g.
_NaCl 5 4
KHoPO, 5 g,
MgSQ, . 7HL0 1 qg.
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CaCl 0.04 g.

2
F9504.7H20 0.02 g.
MH504.7H20 . 0.01 ge
Agar 15 qg.

Agua destilada c.b.p. 1 litro
Se calienta hasta disolver el agar, se reparte y este-

riliza iqual que los medios anteriores.

Medio E&
Sacarosa 3 g.
Dextrina 15 g.
Glicina 0.1 g.
NaCl 0.5 g.
KH,PO, 0.5 g.
Extracto de lsvadura 1 g.
Peptona 15 g.
Agar 20 q.

Agua destilada c.b.p. 1 litro

PARA FERMENTACION

Todos los medios para fermentacion se preparan de la
misma manera: se disuelven todas las materias primas y se
ajusta a pH 6.5 con NaOH SN, posteriormente se reparten en
matraces erlenﬁayar de 500 ml con 40 ml de medio fermenta-
tivo por matraz. La esterilizacidn se efectua en autoclave
a 121° durante 15 minutos.-
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m (? )
edio L

Harina de mafz 65
Agqua dercocimiento de mafz 10
(NH4),S0, 3
CaCU3 1
ZnSU4 0.02
MnS0,, 0.2

Agua destilada c.b.p. 1 litro.

L/
mgdio@f/

’tgzﬁgfina de mafz . 60
Harinz de soya 10
(NH,) 2S04 3
EEaCO3 1

Agua destilada c.b.p. 1 litro

Nediqgg;

Harina de maiz 80
Caseina 15
(NH4)2504 3

Agua destilada c.b.p. 1 litro

Medio F,
Harina de mafz 80
(NH4)2504 3
CaCO4 1
ZnSD4 0.02
MnSO4 0.2

Agua destilada c.b.p. 1 litro

.7

Q.

Qe

Qe
* 0}

Qe
Qe
Q.
Qe

Qe
Q.
ge.

Qe
Qe
Qe
qg-.

Qe



medig((//\l":; 7

Almiddn de mafz 150 g.
Gluten 30 g.
Dextrina 30 g.
(NH4)2504 18 g.
CaCly 27 q.
Mn504.7H20 0.15 g.
ZnS0, . TH,0 0.15 g.
C0504.7H20 0.6 q.

Agua de cocimiento de maiz 24 g.

Cacahiiate molido 9 g.
Agua destilada c.b.p. 1 litro
HEG

Sacarosa 30 q.
(NH4)2504 3 q.
CaCO4 6 g.
Cacahuate molido 20 g.
Agua de cocimiento de maiz 3 q.

Agua destilada c.b.p. 1 litro

Nota.- A todos los medios se les agregd después de este
rilizados 0.3 ml de aceite de cacahuate estéril, como anti=-

espumante.
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C.- TECNICAS DE INOCULACION

E1 liofilizado que contiene las esporas de la cepa -

Streptomyces rimosus 10,970 ATCC, se suspenden con S ml de

agua destilada estéril; con 1 ml se hacen las siguientes -

inoculacioness

a)

b)

A tubos inclinados conteniendo el medioc E;, a ra
zén de 0.i ml por tubo. Se conservan a 28°C has-
ta completar su aspnrulacién. Se cosechan con 6
ml de agua estéril y se conservan.

La suspensidn de esporas del liofilizado se dilu
ve a 1071, 1072, 1073, 107, y se inoculan 0.1
ml de cada una de estas a cadé una de cinco ca-<
jas petri conteniendo el medio E,. El indculo se
distribuye uniformemente con el objeto de obte--
ner colonias aisladas. Las cajas se conservan a
28°C hasta completar su esporuiacién (8alo0 di
as). Al cabo de los cuales las colonias obteni--
das se observan en cuanto a sus caracteristicas

morfolégicas.

Desarrollo :

Para observar el crecimiento de la cepa en medios 1lfqui

dos, se inoculan 0.5 ml de la suspensidn de esporas obteni-

das en (a)

a cada uno de los medios de desarrollo Dl' DZ’

D45 D4y Dg. Se incuban durante 24 horas a 28°C sobre agita-

dor ocilante, al cabo de los cuales se determina: pH, PMV
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(porciento de micelio en voldmen) y se hace observacidn al
microscopio en preparacidn en fresco.

Esgorulacién:v |

Para observar la esporulaé&én y forma de las colonias
en los distintos medios, se procede de la siguiente manera:
de la suspensidn obtenida en a) se hacen diluciones desde
10‘1 hasta 10-6, y se inoculan 0.1 ml por caja petri conte
niendo cada uno de los siguientes medios: El, E2, Ez, E4,
ES' Se utilizan cuan cuatro cajas de cada medio por dilu--
cidn. ;

Las cajas se incuban de 8 a 10 dias hasta que completen
su esporulacidn a 28°C. Cuando esta es completa se hacen
las anotaciones respectivas a las caracteristicas de las .

colonias en cada uno de los distintos medios.

Fermentacidns

La capacidad de la cepa para producir antibidético se
prueba en los medios de fermentacidn. Para inocular éstos
se emplearon cultivos de 24 horas en los diferentes medios
E§EL Cada uno de los medios "D" se inocula a tres matraces
de cada uno de los diferentes medios "F" a razén de Qé;; :

Cﬁ})da inécula por matraz. Se considera que a las 144 h la
~produccidn. del antibidtice ha llegado a su término, por -

tir de este)punto,5se observa que éste permanece canstante
6 su incremento resulta despreciable, por lo que se suspen

de la incubacidn y se procede a efectdar el andlisis cuan-
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titativo de éste por los métodos microbiolégice y quimico

descritos mds adelante.

Los resultados de cada uno de los tres matraces que --
contienen el mismo medio "F" e igual infculec "D", se promg
dian en cada serie de inoculaciaones.

D. DETERMINACIONES EN LOS CULTIVOS. L

Dosificacidn del antibidtico

Método Espectofotométrico:

Se acidifica el caldo con HpS04 al 50% hasta un pH de
1.7 - 1.8 con el fin de disolver el antibidtico, se agita
durante 10 minutos, se toman con una pipeta 10 ml que se
pasan a un matraz volumétrico, llevandose al aforo con so-
lucién amortiguadora pH 2 (KC1/HC1 2N), se filtra y del se
gundo filtrado se toman 10 ml que se llevan a 100 ml nueva
mente con solucidn amortiguadora, se agita y se lee en es=-
pectofotdmetro a 353 m. , Las lecturas se refieren a una E
curva patrén.

Curva patrén ( Grdfica #1 )

Se pesan exactamente 100 mg de Oxitetraciclina base
U.S.P. secada previamente durante 3 horas a 60°C a un vacio
inferior a 5 mm de Hg y se transfiere a un matraz volumétri
co de 100 ml; se lleva al aforo con HC1l 0.1 N, se agita y
de esta solucidn se toman las siguientes cantidades:

1 ml y se 1leva a 20 ml que equivalen a 50 gammas/ml

1 n n " " L] 25 " " n " 40 fn "
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1 ml y se lleva 50 ml que equivalen a 20 gammas/ml.

3 O “ 100 " B E " 10 " 2

18 u o " 200 " T it "5 o "

Se determina la extincidn a 353 m , en un espectofotd
metro. Se construye de esta manera la curva patrén de clor
hidrato de oxitetraciclina llevando a las abscisas la con-
centracidn de la solucién empleada y a las ordenadas las -

respectivas absorbancias registradas en el espectofotdmetro.
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DOSIFICACION MICROBIOLOGICA DE

LA OXITETRACICLINA.

La dosificacidn microbioldgica de la oxitetraciclina,
se hace segﬁn el método de placa, mediante inoculaciones

de agar con una cepa bacteriana sensible a dicho antibif-

tico seqgln las siguientes modalidades:

a) Cepa bacteriana

Bacillus cersus var. micoydes ATCC 9634 (esporas).

El micrerganismo se conserva mediante transplante
mensual en tubos inclinados con agar triptosa, se
incuban 24 horas a 30°C y se recojen con 30 ml de
agua destilada estéril, se distribuye ssta suspen-
sidn sobre una botella de Roux que contiene 300 ml
de Agar # 1 (Difco), se incuba a 30°C durante una
semana. Se hace una suspensidn con el bacilo desa-
rrollado, con 30 ml de agua destilada estéril y se
traﬁsfiere a un matraz estéril también, se calienta
por 30 minutos a 65°C, agitando frecuentemente. La
suspensién se centrifuga tres veces, lavando con aj-‘
gua estéril el sedimento, finalmente se calienta a
65° durante treinta minutos.

Para determinar la cantidad de indculo que se debe
aﬁplaar, se hace una prueba preliminar, usando dis-
tintas cantidades de indculo scbre agar # 8 (difco)
hasta obtener halos de inhibicidn visibles a la con .

centracién de 5 mcg/ml de antibidtico.
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b) Preparacién de las placas

En lugar de cajés petri, se usan placas de vidrio
cuadradas de 30 X 30 cm y enmarcadas con acero inox
idable, se esterilizan por exposicién a la luz ul--
travioleta durante 30 minutos.

Se licuan 300 ml del medioc "Bacto Antibiotic Medium"
# 2 (Difco) previamente hidratado y esterilizado, se
de ja enfriar a 55°C y se vierte en la placa: cuando
estd perfectamente solidificado, se vierten 100 ml
del medio " Bacto Antibiotic Medium " # 1 el cual ha
ha sido inoculado con la suspensidn de esporas a la
temperatura de 48° C. Se practican en la placa 36 -
horadaciones usando un sacabocados estéril de 0.5 mm
de didmetro.

La modalidad de usar una placa de vidrio en lugar de
cajas pétri es ya bién conocida y permite en la misma
placa llevar a cabo la determinacidn de diferentes -
concentraciones de una muestra y su correspaondiente

curva normal.

c) Curva patrén
Se pesan con exactitud 50 mg de oxitetraciclina pa-
tron USP previamente secada al vacio durante 3 h y
cuya potencia sea conocida, se disuelven en 100 ml
de solucidn amortiguadora pH 4.5 (cuando se usa ba-
se primeramente se disuelve en 5 ml de HCl1 0.1 N ).

obteniendose una solucidn de 500 mcg/ml. De esta
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d)-

f)

solucidn se toma 1 ml y se diluye a 100 con la mis-

ma solucidn amortiguadora, a esta solucién le llama
remos Ay (5 mcg/ml. De esta solucién se hacen dily
ciones hasta tener las siguientes concentraciones:
2.5 mcg/ml, 1.25 mcg/ml, 0.625 mcg/ml, a estas les
llamaremos Al’ Bo, Bl respectivamente.

Problemas

La muestra conteniendo el caldo de fermentacidn que
se va a valorar se acidula con H2504 al 10 % mds &
menos 1 ml, se filtra y del filtrade ss toman 5 ml
a los que se les agregan 5 ml de HC1 2 N y ss lle-
van a 100 nl en matraz aforado, esta solucidn sa -
denomina S,. A 10 ml de S, se agregan 10 ml de soluy
cidén amortiguadora de pH 4.5 y a esta se le denomi=-
na 5.

Procedimientos

La solucidn patrdén y la solucidn problema, ss colo=-
can mediante una pipeta de punta larga, dentro de -
las horadaciones ( midiendo 0.1 ml por perforacién)
segun el cuadro latino siguientes

S; Sz Ay Ay By B,

82 By S, S; A A1
Ry Ap S; S, By B
By By Ay Az S; Sj

Al A2 Sl 52 Bl 82

B By A2 Al S2 S5 1
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en donde cada letra representa una dilucidn del patrdn

A

A
1l
2? Bl’ By y para el problema 51 y 52 como se describen an=-

teriormente. =
La placa asi preparada se coloca en el refrigerador du-
rante 30 minutos y despuéds se incuba a 30°C durante 24 h.
f) Cdlculos:

Se mide el didmetro de inhibicidn en cada una de las
horadaciones y se saca un promedio de las lecturas. Se tra=-
za la curva patrdn corrigiendo los cuatro puntos promedio
de las diluciones de la curva por medio de:la fédrmula si--

guiente:

3A2 + 2A1 + 52 - S1 - Punto alto de la
curva.
5

35, + 25, + A, = A Punto bajo de 1la
L 2 1 2 curea.
5

Una vez trazada la curva se interpolan las lecturas de

las diluciones del problema y se calculan los porcentajes.
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DETERMINACIONES FISICOQUIMICAS

Porciento de micelio en voldmen

Para esta determinacidn se utilizan cultivos de 24 ho-
ras conteniendo los diferentes medios "D". Se procede de =
la siguiente manera: se vierte la muestra en tubos para -
centrifuga graddadés con capacidad para 10 ml, teniendo cui
dado que el cultivo sea homogeneo y llegue exactamente has-
ta la marca 10. Las muestras se colocan en la centrifuga du
rante 10 minutos. al cabo de los cuales se toma la lectura
anotando hasta que marca se encuentra el sedimento que co-
rresponde al porciento de micelio en voldmen & PMV.

Determinacidén del pH

El pH de los cultivos se determina usando un potencid-
metro, calibrado con una solucién amortiguadora, el cual
nos da directamente las lecturas.

Observacién al microscopio

Microscépicamente se observa que el micelio aereo se -
presenta mds o menos ramificado y que tales ramificaciones
pueden ser muy simpless monopddicas, simpddicas o también
verticiladas en diversas formas; esta (ltima caracteristi-
ca se ha utilizado para formar diversos grupos dentro del
mismo género. También puede observarse en algunas:ocacienes
un micelio que se reune en haces o mazos esféricos forman-
do conglomerados. Las hiéas que llevan las esporas pueden
ser qurtas o largas, simples o ramificadas y llevan las

esporas en cadenas rectas, flexibles o espiraladas.-
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A partur de la rehidratacién de las esporas y de su ing
culacidén a los diferentes medios de cultivo, segin se des--
cribe en el capftulo anterior, se inician las observacio-
nes tanto microscdpicas como macroscdpicas y las determina

ciones al crecimiento y comportamiento de Streptomyces ri-

mosus ATCC 10,970.

Se observé que el crecimiento del microrganismo es en
g@eneral muy fécil en los distintos medios de esporulacién,
pero inmediatamente se notan diferencias en su desarrollo

K( Tablas 3 y 4 ).

‘ Se observa en todos los medios que la esporuiacién se
"inicia alrrededor del sexto dfa, obteniendose mejores re-
sultados en los medios £y Y_Eﬁ’ destacando el segundo por
su abundancia y aspecto.

La esporulacidn en tubos de cultivo fué también muy sa
tisfactoria para los mismos medios E1 y ES'

Los medios E4 y E4, se presentan muy deficientes pues
las colonias tienen el aspecto de haber crecido en las =-
condiciones minimas para su desarrgllo.

Los medios Ez y Eﬁ’ no presentaron crecimiento, tanto
en caja como en tubo inclinado.

La capacidad de las esporas para desarrollar el mice-
lio caracteristico de nuestro microrganismo, se comprobd
al inocular éstas en los medios liquidos de " Desarrollo”,
que son realmente medios vegetativos adecuados para esta

face del crecimientos para este paso se escogio la esporu-
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lacidén mds abundante, inoculando con estas esporas todos -
los medios de desarrollo.

Estando todos ‘los medios inoculados e incubados en i-
gualdad de condiciones, se procedié a observar el desarro-
llo tanto en los aspectos macro y microscdpico, como por
su cambio de pH al medio y la proporcidén de micelio desa=-
rrolladao en cada uno de los distintos medios. Estos re=-=-
sultados se encuentran en la tabla 4,

En el medio D; no se observa crecimiento alguno ni adn
despuds de 48 h de incubacidn. En el madio-D2 so observa
crecimiento escaso a las 24 h.

Los medios_l_?_1 y D4 son los mds satisfactorios, ya que

“a las 24 h presentan abundante desarrollo del micelio, el
7que es prdcticamente igual en las dos fdrmulas.

Con estos resultados se procedid a hacer la inocula-
cidén a los medios de fermentacidn, en series, como se indi
ca a continuacidn:

A- Del medio-D,

()

las seis fdérmulas de los medios de
fermentacion ( Tabla 5 ),

B- Del medio Dy a las seis fdérmulas de los medios de

fermentacidn ( Tabla 6 ).

C- Del medio D4 las seis fdérmulas de los medios de

~ [+] P [1\]

fermentacidn ( Tabla 7 ).

Después de terminada la incubacidn de los medios de fer

mentacdn, se determino la cantidad de antibidtico produci-

do en cada uno de ellos, tanto por métodos quimices como
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por métodos microbioldgicos.

Los mejores tf{tulos de dntibidtico se encuentran en la
serie B de fermentacién, inoculada con D3, y entre todas
las férmulas el mejor es para~£2. El resto de la serie da
resultados seme jantes, pudiendose considerar el segundo -
grupo como Fy, Fg, F5.

El medio F, did los resultados mds bajos.

Las series A‘y C pueden considerarse précticamepta igqua
les. Sin embargo, si observamos los resultados rearreglando
su distribucidn ( Tabla 8 ), se nota que la serie A tiene
una ligera ventaja sobre la serie C y por otro lado no pre
senta un tfitulo tan bajo como la serie C, por lo que se pue
de decir que se obtuviergn me jores resultados en una serie
cuya proveniencia no habfa sido precisamente calificada co-
mo la mejor ( el indculo desarrollado en DZ ), lo cual no
es muy sorprendente pero si muy importante.

Si a primera vista podria decirse que la mejor serie se
rfa la formada por: Eg - E4 (8 E3) - Fp, analisando los re--
sultados con mds cuidado, se pueden encontrar otras secuen-~
cias que sserian mejores y tal vez llegaran a mejorar mds fd

cilmente.

En cuanto a los medios de fsrmentacién,'también se pue-
de decir lo mismo. Aparentemente hay una preponderancia de
los medios F2 y Fg, considerando las tres series en conjun-
to, pero en cuanto al valor de los titulos son msjores Fo,

F1 vy F3 en este orden. Aunque los tftulos mds bajos en ge-
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neral para las tres series se obtuvieron en los medios Fl
y F, con la séla excepcién del F) que dd el titulo mds bajo
y que ocupa en la ‘serie B el tercer lugar.

Hay otros factores que considerar para estos tituloes,
que son las diferencias inherentes entre las determinacion
nes quimica y microbioldgica para la cantidad de antibidti
co presents en los medios, la velocidad de produccidn del
antibidtico y el progreso del mismo en cada fermentacidn,
desde el punto de vista bioquimico. De estos aspectos no
se ocupa este trabajo pero si se cree necaéario sefialar su
importancia.

En la grdfica 2 se musestra el progreso "ideal" de una
fermentacidn de este tipo. No fué posible determinarla con
los medios de este trabajo, aunque s{ puede y debe hacerse

cuando se estudia una nueva cepa, pero preferentemente a

escala piloto.
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TABLA # 3

Desarrollo de Streptomyces rimosus ATCC 10970

8n medios de esporulacion

Medio| Periodo de Colonias Pigmento
incubacidn en el
(dias) Forma Tamafio| Color | medio
en _mm,
Redondas, onduladas,
presentan mayor espo-
El 10 rulacion al centro, 18 blanco -
ligeramente elevadas.
Ez - - - - -
Redondas, planas, ca-
si transparentes, con
E3 10 aspecto anulado y es- 0.5 blanco -
porulacidn nula a la
periferia.
Redondas muy planas,
con bnrdes dentados y 10
€4 8 abundantes rugqosidades a gris -
al centro formando ani 15
llos.
Redondas, muy elevadas
ES 10 algunas crateriformes, 0.7 blanco -
esporulacidn abundante.
Eg - - - - -
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TABLA # 4

Desarrollo de Streptomyces rimosus 10,970 ATCC en

medios para crecimiento.

Medio de Tiempo de incubacidn pH final del

crecimiento (horas) pPmy medio.

Dl 24 - 7.1

- 7.0

- T2

- 6.8

D, 24 1.8 6.4

1.5 6.0

2:0 6.0

\ 1.5 6.4

D3 24 6.0 4.0
6.4  __4.5 méximo

6.2 3.8

5.9 4,2

D4 24 6.3 1.5
6.4 1.0 mdximo

6.3 1.7

6'0 1'7

Pmy =

Porciento de micelio en voldmen.
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TABLA V. SERIE A.

"Produccidn del antibidtico en los diferentes medios de

fermentacidn inoculados con S. rimosus crecido en medio D,"

Medio de fermentacidn Titulo Qu}mico T{tulo microbioldqgico
gammas/ml) (gammas/ml)
Fl 310 400
FZ 440 520
F3 365 300
Fa 400 400
FS 420 480
Fﬁ 370 450

= §) =



TABLA VI. SERIE 8.

" Produccidn del

antibidtico en los diferentes medios de

fermentacidn inoculados con S. rimosus crecido en medio D3 "

Medio de fermentacidn Tftulo Quimiceo T{tulo Microbioldgico
(gammas/m1) (gammas/ml)
A 720 630
Fz 775 810
F 650 610
3
Fa 320 350
Fe 470 S00
Fﬁ 400 350
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JABLA VvII. SERIE C.

“"Produccidn del antibjidtico en los diferentes medios de

fermentacidn inoculados con S. rimosus crecido en medio

con S 0"
Medio de fermentacidn T{ftulo Quimico Titulo Microbioclégico
(gammas/ml) (gammas/ml)
£y 380 210
Fa 465 440
Fs 465 400
F'A 400 320
F5 430 450
Fg 455 480
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