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Capítulo I. 



INTRODUCCION 

El propósito de esta tesis es el de contribu!r con la re-~ 

vision de ciertos aspectos bioquímicos y t~~nicos, al com 

plejo proceso de una industria de fermentación. Esta como 

todas las industrias bioquímicas, representa una serie de 

problemas tanto bioquímicos como tecnológicos que es nec~ 

sario coordinar, basandose en amplios conocimientos en e~ 

tod dos campos, para lograr los mejores resultados en ca

da industria. 

Esta tesis se ocupa de algunos problemas inherentes a la 

producción de oxitetraciclina por medio de una cepa de -

Streptomyces rimosus y su mejoramiento para la producción 

del antibiótico. 
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ANTECEDENTES 

(19) 
Definici6n.- Se denomine entibi6tiéo (del 

griego anti = centre y bies = vide) e les sustancias pro-

ducidas por algunos m!crorganismos que son capeces de in-

hibir el crecimiento y desarrollo de otros microrganismos. 

La palabra entibi6tico literalmente significa nocivo a la 

vida, pero convencionalmente se he aceptado para designar 

a dicho grupo de sustancias, 

(19) 
Historia.- Charles Darwin sent6 las bases D~ 

ra la investigación cint!fica del problema de la selección 

natural y la lucha contra las especies. Las relaciones ar ' 

tagónicas que existen entre microrganismos de dife re ntes . 

especies, fueron observadas, por primera vez por Luid Pa~ 

teur en 1887, quien demostró que las bacterias de la pus

tula maligna sucumbian rapidamente cuando se encontraban 

en cultivos mixtos con microbios de la putrefacción, cara~ 

terizando a este fenómeno como una lucha por la existen-
( 18) 

cia 
(19) 

En 1871 ~ 1872 V. manassein y A. Polotebnov explicaron 

por primera vez las propiedades de un moho del g~nero Pe- · 

nicillium. El primer entibiótico de origen bacteriano, que 

38 utiliz6 en celidad de remedio antis,ptico fu' obtenido 

obtenido de las bacterias del g'nero Pyocyaneum por R. emme 

rich y O. Low quienes la denomineron piocienesa. 
(Il) 

Alexander Fleming obtuvo el fermento lisozima, que posee 
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la propiedad de inpadir el crecimiento a multitud de micr.Q.!. 

ganismos. Sin embargo~ puede deci rse, que la era de los an

tibi6ticos se inicí~ formalmente en 1918, cuando este mis

mo autor demostr6 que el filtrado de un cultivo en caldo 

del moho Penicillium notatum pose!a propiedades antibacte -

rianas con respecto a las bacterias gram positivas . En 1940 
(5) 

E. Chain y G. florey obtuvieron un preparado r elativamen-

t e estable de penicilina. 

El desarrollo ulterior de este problema estubo ligado a los 
(6,7) 

trabajos de P. Dubas quien obtuvo gramicidina y tiroci~ 

dina del cultivo de~ · bravis; de S. Waksman y sus co labo r~ 

doras quienes elaboraron el m~todo de obtenci6n de l a estre2 

tomic ina, y de muchos otros investigadires que han enrique -

cido la medicina con otros preparados . 

Clasificaci6n.- Atendiendo a su origen los anti -

bi6ticos se pueden clasificar en1 

a) Antibióticos de origen animal . 

b) Antibióticos de origen vegetal . 

c~ Antibidticos de origen sint~tico ó 

semisint~tico. 

Otros autores los caracterizan de acuerdo a los tipos de 

seres de los cuales son antag6nicos y as{ se tiene1 

a) Antibióticos antibactéricos. 

b) Antibióticos antifúngicos. 

c) Antibióticos antivirales . 

Otra clasificacción los refiere al campo de acción de los 
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mismos, consider~ndose por lo tanto comoa 

al _Antibi6ticos de amplio espectro. 

\ b) Antibi6ticos de espectro reducido. 

En las tablas l y 2 se encuentran ejemplos de cada uno 

de ellos. 
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Espectro antimicrobiano.- la actividad antimicrobiana 

varía cualitativa y cuantitativamente. El rango de activi

dad de un antibidtico dado, se designa como su "espectro -

antimicrobiano". En determinadas condiciones tipo y con un 

microorganismo testigo, dicho espectro es caracter!stico -

para cada antibidtico. Tambiln es variable el grado de ac

tividad del antibidtico, con respecto de las diferentes e~ 

pecies de microrganismos y aún de cepas. 

Algunos antibidticos poseen espectro reducido, la Bio

micina es activa sobre ~· smegmatis y otras mycobacterias. 

Otros antibidticos poseen amplio espectro, las tetracicli

nas son activas no s6lo sobre bacterias gram positivas y -

gram negativas, sino también sobre ricketsias y algunos ~~ 

protozoarios! 

CARACTERISTICAS QUE DEBE REUNIR !!!! ANTIBIOTICO 

PARA QUE SEA APLICABLE EN mEDICINA. (19) 

a) Ser relativamente no tdxico. 

b) No precipitar las proteínas s'ricas. 

c) No causar hemdlisis. 

d) ~o provocar efectos adversos sobra los fagocitos. 

e) Estar libre de pirdgenos. 

f) No causar respuesta como la histamina. 

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

h) Provocar el mínimo de efectos secundarios. 
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TETBACI CLINAS. 

Generalidades.- Las tetraciclinas comprenden a una fa-

milia de compuestos biosint~ticos, y a sus derivados semi

sint~ticos que poseen un amplio espect~o antimicrobiano --

que incluye bacterias gram positivas y gram negativas, ri

cketsias, algunos virus, ciertos protozoarios y actinomic_! 

tos. Se ha reportado que la oxitetraciclina ataca tambi~n 

algunos helmintos y es favorable en el tratamiento de alg_!:! 

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, 
(8) 

m~s propiamente llamada 7-clortetraciclina (Aureomici-

~a, Lederle), fue reportada en 1948, año siguiente al des

cubrimiento del cloranfenicol. Este 7-cloranfenicol, fue -

el segundo antibi6tico de amplio espectro conocido. Este -
(10) 

fue seguido del descubrimiento de la oxitetraciclina 

dos años m~s tarde, más propiamente llamada 5-oxitetraci-

clina (Terramicina, Pfizer) y ~sta fue seguida por la te

traciclina base en 1953. Cuatro años más tarde {1957) la -

Demetilclortetraciclina, más propiamente llamada 6-demetil 

7-clortetraciclina {Declomicin, Lederle). Estas cuatro te

traciclinas son biosint~ticas y pueden ser extraídas por -

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

Subsecuentemente se han obtenido derivados semisint~ti-

cos ae los cuales no se sabe que puedan ser elaborados por 

microrganismos. Algunos de estos derivados semisintéticos 

son& N-(pirrolidinometil)tetraciclina, conocida como Rolit~ 

traciclinai tetraciclina-L-metilen glicina, conocida como -

Limeciclinai la 6-metilen-5-hidroxitetraciclina, a la que 

se ha nombrado metaciclina · (Rondomicina-Pfizer). 

Actualmente el termino genérico de Tetraciclinas agrupa 

a siete antibi6ticos que sena clortetraciclina, oxi t etraci

clina, tetraciclina, demetilclortetraciclina y rolitetraci

clina, recientemente a la metaciclina y a la metilenciclina. 

Los tres Últimos 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 espec!fic~s. La 

tetraciclina y la demetilclortetraciclina también pueden -

ser obtenidas en forma semisintética a partir de clortetra __ 

ciclina. 

Bios!ntesis del nucleo tetraciclina, - Se-:·ha ii:cmp~oba?lo~ 

quil :el ácido• acético, el ácido propi6nico y sus derivados 

son frecuentemente utilizados como unidades en la bios!nte

sis de productos orgánicos por lo que no es sorprendente -

encontrar antibi6ticos que deriven de ellos. 

Las Tetraciclinas que poseen como esqueleto común el -

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

Caracteristicas químicas.- Todas las tetraciclinas son 

sales cristalinas y anfot~ricas , las cuales poseen tres 

grupos ianizables can un pK entre 3.3 y 9.7. Todas los -a 

miembros de la familia tieneo colar amarillo debido a su -

gr upa cromafórica común que absorbe en la región visible. 

Las distintas sustituyentes específicos son los que 

les proporcionan caracteristicas diferentes de estabilidad 

y solubilidad . Las sales de ácidas san generalmente m~s ~s 

tables que las formadas con bases , de ahí que sean los ele~ 

hidratos las que tienen mayor apl i ca¿ión . 
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CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS E.QB. SU ORIGEN ( 18 ) 
Tablas 1 y 2 

Antibi6ticos de 
origen animal 

Antibi6ticos de 
origen vegetal 

Antibi6ticos de ori 
gen sintético y se
misintético. 

Ecmolina 
Eritrina 
Interferon 
Lisozima 
Plaquina 
Otros. 

De plantas su
periores 

De hongos 

Allicina 
Imanina 
Rafanina 
Otros 

Penicillina y semejantes 

Albomicina 
Cloromicetina 
Clortetraciclina 
Eritromicina 

De Actinomicetos Oxitetraciclina 

De bacterias 

Levomicetina 
meticiclina 
Pembritin 
Sana si na 
Sintomicina 

Estreptomicina 
Neomicina 
Nistatina 
Tetraciclina 
Otros 

Bacitracina 
Gramicidina 
Polimixinas .A y 8 
Tirotricina, otras, 

7-Bromo Tetraciclina 
6-Demetil Tetraciclina 
Otros. 
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C.- LOS ACTINOMICETOS. 

Los Actinomicetos taxon6micamnete se encuentran como un 

grupo separado situado entre las bacteriai verdaderas y los 

homgos verdaderos, debido a que presentan caracteristicas -

en común con ambos. El género Nocardia esta estrechamente 

relacionado con Mycobacteria y Corynebacteria. Otros géne ~ 

ros Streptomyces y Micromonospora se relacionan más con los 

hongos. 

Son atacados por fagos como las bacterias, estos no at~ 

can a los hongos . Los actinomicetos son sensibles a los an

tibi6ticos a los que son sensibles las bacterias y no a los 

que son sensibles los hongos . Difieren también de los ho~&: 

ges 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 o.av de di~metro. No poseen un nucleo verda-

· dero como la mayoria de las bacterias, si no que la cromat! 

na se encuentra en forma de granulas dispersos en la hifa. 
( 

Todos los actinomicetos principalmente en cultivos j6-

venas son gram positivos. 

El micelio se desarrolla tanto en el sustrato como en 

la superficie como micelio aereo1 éste puede sera blanco, 

gris, rojo, amarillo, café, verde o con otro tipo de pig-
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mento. Algunos cultivos presentan pigmentos solubles que 

var i a~en intensidad y color de acuerdo al medio de cultivo 

empleado. 

En medios liquides estacionarios no produce nunca tu~-

bieda 1 crecen en la superficie -e. en forma de hojuelas .' so-.:;_ 

brenadantes, o b~n como pequeñas motas adheridas a las pa

redes del matraz en que se cultivan. 

La conidia reproductiva caracteristica del género Strep 

tomyces se producen por divisi6n del protoplasma en la hifa 

espor6gena, progresando de la cima a la base. Las esporas -

son más resistentes que el micelio vegetativo y nos recuer-

dan a las bacterias en talla, forma y características de -

tinci6n, su forma es oval o ~edonda y miden entre 0.5 a ~ l.5 ~ 
1 

de diámetro y de 1 !'l 2 \j\ de largo. 
\ 

Las colonias de Actinomicetos se pueden distinguir de -

las colonias de hongos por su aspecto compacto, fle~iblés 2 y 

con apariencia c6nica . Su superficie es seca y cubierta de 

micelio aereo. 

Todas las especies de Actinomycetos licuah la gelatina 

con mayor o menor rapidez dependiendo del organismo emplea

do. Algunos producen enzimas diastásicas , otras producen 

inve~tasa o tirosina. 

ORGAN!Smos PRODUCTORES DE TETRACICLINAS. 

ITlicrorganismo 

Streptomyces aureofaciens 

Streptomyces rimosus 

Antibi6tico .9J.llt oroduce. 

Clortetraciclina. 

Oxi tetraciclina. 
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Streptomyces viridifaciens Tetraticlina. 

Streptomyces viridifaciens ~· Demetilclortetraciclina. 
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CLASIFICACION DE ACTlNOrnYCETALES (28) 

(WAKSMAN Y HENRICI 1943) 

1 micelio rudimentario ausente. Familia mYCOBACTERIACEAE 

Género mycobacterium 

11 Micelio verdaderos 

A. Micelio vegetativo dividido en segmentos 

dentro de elementos bacilares ó cocoides. 

Familia ACllNOIYIYCETACrAE 

a.- Anaerotiios ~o microaerofili cos 

no ácido resistentes. Género 

Actinomyces. 

b.- Anaerobios parcialmente ácido 

resistentes o no ácido resis-

tentes. Género Nocardia. 

B. micelio vegetativo normalmente no dividi 
.., .... , _.,.._ -·- .~-'••u·"-'""''·• • ~-----"" • ~~ 

----~---~--. 

_c!Q_~n .. iU'..t.~o.s.par.as . la conidia se produce 

en 'ªl propj,_c;> , __ me<:fJ..o. /ramilia STREPTOIYIYCETA-
- ; -~~ 

CEAE. _, 
a.- La conidia se encuentra en cad~ 

) nas de hifas aereas. Género S ~r 

Streptomyces. 
" 6.- la conidia se encuentra termi-

nalmente sdla o en conididforos, 

.no en cadenas. 

--fhffiero IYlicromonospora. 
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DISTRIBUCION~ AISLAmIENTO 1 mETODOS DE 

ESTUDIO DE LOS ACTINOmICETOS . 

Distribución.- Los Actinomicetos se encuentran abundan-

temente en sustratos naturales, como suelos¡ charcos de agua 

fresca; alimentos en descomposición y en la atm6sfera. Los 

suelos alcalinos o neutros los tienen en mayor abundancia 

que los suelos ácidos. 

~e ha observado que tiene gran influencia la vegetación 

del lugar y la época del año en que se colectan las muestras 

encontrandose que son más abundantes en los meses de marzo 

y abril, decreciendo para diciembre y enero. 

factores .tUJ..a regulan .la cantidad ~ Actinpmicetos .wi 

el suelo. 
~ ~~-

1.- Abundancia de materia orgánica. 

2.- Reacción del suelo (ácida o alcalina). 

3 .- Humedad relativa. 

4.- Temperatura. 

5.- Aireaci6n o suministro de oxígeno. 

6.- Vegetaci6n 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 b~cterias (2a• 

a 37ºC) durante dos a siete dias. Los organismos antag6ni• 

ces se reconocen por que producen una zona de inhibici6n 

del crecimiento, estos organismos se aislan con el objeto 
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de obtener un cultivo puro de ellos y poder continuar con 

la investigaci6n. 

Otro m~todo se efectúa inoculando directamente la mues-

tra de tierra sobre placas de agar nutritivo que ya han si

do inoculadas previamente con el microrganismo del cu~l qu~ 

remos encontrar un antag6nico, se incuban en las mismas con 

diciones que en el método antes citado y por igual periodo 

de tiempo al término del cúal se observa cúal ó cuales son 

las colonias que han presentado una zona de inhibición 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 antibi6tico ya conocido para 

lo cual se sigue el siguiente procedimientos sobre medios 

apropiados(Czapeck ) se inoculan diluciones de suelo de una 

concentraci6n de l X 10-l, a 1 X 10-
6 

y se incuban de 5 a 

10 dias a una temperatura de 24 - 25•c al cabo de los cua-

les se escojan las colonias que morfol6gicamente se aseme 

jan m~s a la cepa buscada. Las colonias seleccionadas se 

someten a nuevas resiembras hasta obtener una concentración 

por placa de 2 a 4 colonias, cuando ya se han identificado 

plenamente, se someten a pruebas de producción. 

METODOS .Qf ESTUDIO 

Selección.- Debe considerarse bajo dos puntos de vist~ 1 

la selección de un microrganismo para llevar a cabo un pro-
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ceso conocido o la selecci6n de un microrganismo para efec

tuar un proceso des,C?onocido aún. En el primer caso se acon

seja recurrir a las colecciones de cultivos existentes en -

el comercio y en el segundo, efectuar una serie de pruebas 

de un grupo amplio de microrganismos debidamente aislados . 

ETAPAS EN El AISLAMIENTO DE 

.!:!!!. NUEVO ANTIBIOTICO 

A. Aislamiento 

B. Detecci6n y selecci6n 

C. Evaluaci6n del priduc 

to. 

Aislamiento del suelo. 

Desarrollo de los métodos de 

culti vo del microrganismo. 

Probar propiedades antimicro

bianas. 

Observa r el cr ecimiento en me 

dio liqu i do. Probar filtrado. 

Extracci 6n y purificaci6n del 

Antibi6tico. 

Identificaci6n de la sustancia 

aislada. 

Estudio de su actividad y to~ 

icidad en animales . 

Su Aplicaci6n en clínica. 
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D. Pruebas al antibi6tico 

purificado. 

Potencia. 

Est,erilidad. 

Pirogenicidad. 

Histamina. 

Humedad. 

pH. 

Estabilidad. 

Cristalinidad. 

Toxicidad. 

E. Posteriormente se efectúan los estudios farmacológicos. 
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SELECCION DE mICRORGANISmos PARA PRODUCCION 

INDUSTRIAL. 

MEJORAMIENTO DE LA CEPA. 

Cuando ha sido debidamente aislado un microrganismo 

productor de antibi6tico y se quiere que esa producci6n sea 

econ6micamente costeable para llevarse a escala industrial, 

es necesario someter a la Cepa a diversos procedimientos, 

con el objeto de probocar en ella cambios genéticos tales, 

que se traduzcan en una mayor capacidad productora para que 

justifiquen la inversi6n econ6mica que se hará en esa indu~ 

tria, 

Por selecci6n directa.- Se ha observado que la mutación 

espontanea se presenta alrededor de una por cada 106 ó 108 

células. Con el objeto de detectar estas mutantes se siguen 

métodos simples que es a los que llamamos "selección direc-

ta", esto se hace mediante siembras en placa de los culti

vos puros, con objeto de obtener colonias aisladas las cu~ 

les se prueban con respecto a productividad, escogiendo a 

las más capaces y continuando con ellas el proceso de seles 

ción. 

Por selección de mutantes.Se define a la mutación como 

un cambio brusco y estable de un gene que se expresa en al

gún caracter fenotípico, frecuentemente como una modifica-

ci6n bioquímica. 

El DNA, material genético primario, esta constituido -



por dos cadenas polinucle6tidas largas, plegadas como una 

helice y que mantienen una configuraci6n estable por apa

reamientos de bases mediant e puentes de hidr6geno entre -

las dos helices, quedando una frente a otra. Algunas mut~ 

clones pueden ser causadas por la inserción de un nuevo -

par de bases, supresión de uno ó más pares de bases, col~ 

caci6n diferente de las bases 6 cambios qu í micos en ellas 

mismas . 

Aunque los mecanismos que pr ovoca n es t os cambios , son 

poco conocidos, se sabe que agentes como los rayos X y - 

las radiaciones ga mma pueden romper las uniones fosfoés t er 

individuales, por acc ión de r adi cales libres como H+ y OH 

que se producen cuando la rad i a ci ón es absorbida por agua. 

Otros sitios de acción incluyen también la r uptura med i an 

te radiaciones ionizantes de l a unión del puente de hidr~ 

Los agentes alquilantes como las mostaza s ni trogenadas 

RN(CH
2

-cH 2-c1) 2 y las mostazas sulfuradas S(CH 2-cH 2), pro

vocan la mutación atacando a los átomos de nitrógeno de -

las bases, interalquilando bases alineadas y por tanto im-

pidiendo la la separación de la estructura de doble hélice 

del DNA durante la replicación. Otro agente mutágeno es el 

ácido nitroso que transforma a la citosina en uracilo en -

el DNA y el 5-bromo uracilo que ree~plaza a la base normal 

timina y da lugar a errores en la replicación ulterior del 

DNA. 
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El hongo del pan, Neurospora ~· ha proporcionado -

material excelente para el estudio de la genética bioquí-

mica. Las especies -silvestres del hongo, crecen bién en 

medios de cultivo simples conteniendo compuestos de azúcar 

sales y biotina. Cuando exponemos estos cultivos a agentes 

mutagénicosencontramos mutantes que s6lo crecen añadiendo 

al medio original ciertos metabolitos. 

Aplicaci6n ~ las técnicas anteriores para obtener .!!!.!:!.

tantas 2!, Streptomyces.- Es bien sabido que Streptomyces 

aureofaciens es un organismo productor de Tetraciclina y 

Clortetraciclina. la concentraci6n de uno u otro antibi6-

t1co rleoende de la presencia del ión cloro. Por lo tanto 

la obtenci6n de Clortetraciclina no presenta mayor problema 

pero cuando el producto deseado es la Tetraciclina, nos 

encontramos con el problema que es prácticamente imposible 

la ausencia 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 pequeña cantidad -

de Clortetraciclfna como imgureza en la Tetraciclina, esto 

no es deseable por que ocaciona problemas en la extracción 

y purificación. 

Haciendo experimentos con Streptomyces aureofaciens, -

sometiéndolo a agentes mutágenos que incluyen radiaciones 

ultravioleta, nicotina y mostazas nitrogenadas, so obtuvi~ 

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

mu~antes tienen la capacidad da ignorar la e~ist~ncia del 

i6n ·cloro y han sido designadas por la American Type Cu! t.!:! 

re Collection con los siguientes números& 13,908; 13,909; 

13,910; 13,911. 

Dichas mutantes tienen las mismas caracteristicas que 

Streptomyces aureofaciens pero difieren en la pigmentací6n 

aue imparten al medio. 

Otros estudios sobre la misma cepa de Streptomyces !_!:!

reofaciens 377 y tratandose con los mismos agentes mutag~-

nicos del ejemplo anterior han llegado a una mutante que -

produce un nuevo tipo de Tetraciclina, cuya f6rmula estruE 

tural es la siguienter 

!) o 

Esta nueva capa ha sido designada como la 5-1308; esta 

mutante mantiene las caracteristicas de la que le dio ori~ 

gen, . pero difiere en la pigmentaci6n que imparte al medio. 
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3.- medios para mantenimiento.- Tienen por objeto 

disminu!r al mínimo la variaci6n y degeneraci6n 

de la cepa. 

MEDIOS PARA PRODUCCION. 

Fuentes ..92, carbono.- Industrialmente los más usados son 

glucosa y sacarosa, pero puede usarse glicerol o almidón. 

Se ha observado que la producción del Antibiótico disminuye 

cuando se utilizan oligosacáridos o polisacáridos como ~ni

ca fuente del elemento, en cambio aumenta cuando se utili~

zan en combinación con con monosacáridos, 

Fuentes ~ nitróaeno.-En general requieren fuentes com

plejas de nitrógeno, como aminoácidos, harina de soya, har! 

na de semilla de algodón, ó sales inorgánicas de amonio co

mo sulfatos, hidróxidos, fosfatos, nitratos cloruros, aun--

que es indeseable el cambio en el pH que provocan estas s~

les. También es usada la urea y el agua de cocimiento de -

maíz, que es un subproducto en la elaboración de la glucosa 

y el almid6n de maíz, el cual t ambién es rico en fosfatos. 

Otros elementos .-Ha y que agregar al medio cierta canti

dad de calcio 6 magnesio por que el antibiótico produce e-

factos bóx i co sobre el organismo productor, inhibiendo la -

formación del mismos este efecto se atribuye al secuestro -

de i6nes metálicos esenciales, por parte del antibiótico. 

La adición de calcio ó magnesio satura el poder secuestran-
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te y deja las trazas metálicas libres para llevar a efecto 

su función, además dichas sales también ayudan a regular -

el pH del medio. 

También, el cultivo requiere un mínimo de los siguien-

tes elementos& mn, Zn, fe, Cu y Co. 

Es recomendable la adición de algún aceite que a la ~ 

vez que actúa como nutriente ejerce un efecto antiespuman

te. Pueden ser aceites vegetales comos aceite de cacahuate, 

aceite de ma!z, aceite de cártamo, aceite de soya, etc. 

CARACTERIZACION 

Es necesario un conocimiento a fondo de la cepa para -

su caracterización. 

Entre los caracteres que deben de tomarse en cuenta pa 

~a cumplir dicho objetivo se encuentran los siguientes& 

a) La pigmentación del medio de crecimiento. 

b) La capacidad para hidrolizar proteínas o almid~ 

nes. 

c) La inversión de azúcares, 

d) La digestión de la celulosa. 

e) La formación de antibióticos específicos. 

f) Y otrac caracteristicas suplementa~ias como son 

las siguientes& reducción de nitratos, utiliza

ción de grasas, parafina ó fenal, y la sensibi

lidad del microrganismo hacia determinado fago. 
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CARACTERISTICAS DE LA CEPA. 

Streptomyces r~mosus tiene las siguientes característ! 

cas. -::::-:: , 

a) micelio aereo escaso. 

b) El micelio aereo sin ser totalmente de color 

blanco tiende a él. 

c) Cuando el crecimiento es vigoroso las colonias 

se fragmentan, al principio circunfarencialmen

ta y después en pequeñas piezas aisladas unas -

de otras, 

d) No crecen en agar sintético. 

PRESERVACION DEL MICRORGANISl'llO 

Con el gran incremento de la Microbiología Industrial 

y la formación da grandes colecciones de capas, ha sido n~ 

cesarlo conservar a los microrganismos por periodos de tiem 

po más o menos largos, para lo cual se han desarrollado v~ 

rios métodos. 

Una de las técnicas más simples de conservación, es por -
medio de subcultivos, los cuales causan variación de la ce

pa por lo que se han tanido _que elaborar métodos más efi~~ 

cientes como los que se describen a continuacióna 

1.- En tubos inclinados o algún otro tipo de culti

vo mantenido en refrigeración. 

2.~- Los organismos, ó sus esporas, se suspenden en 

fluidos como lecha descremada o suero y se som~ 

ten a el proceso de liofilización, que consiste 
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en un enfriamiento rápido seguido de una deshi

drataci6n mediante vacio. Las ampolletas que --

contienen el liofilizado, se conservan en atmo! 

fera inerte de nitr6geno, de preferencia bajo -
(14) 

. refrigeraci6n • 

3.- muestras de tierra previamente esterilizadas se 

inoculan con el cultivo que se quiere conservar, , 

se inc~ban a temperatura apropiada durante dos 

o tres semanas para propiciar el desarrollo, al 

al cabo de los cuales las muestras se conservan 
• (29) 

en ambiente seco bajo refrigeracion • 

4.- Los tubos inclinados se cubren con una capa de 

parafina estéril y se guardan bajo refrigeraci6n. 
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CONDICIONES PARA LOS CUL.TIVOS 

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 

variaci6n. Esta se presenta en la talla, forma y color de 

las colonias, así como de las esporas, formaci6n de pigmen 

to soluble y caracteristicas bioquímicas tales comos util! 

zaci6n de carbonoJ formaci6n de &cido sulfhídrico y produ~ 

ci6n de enzimas o antibi6ticos. 

Los cultivos degenerados muestran considerable varia--

ci6n en su afinidad tint6rea. 

Causas de variaci6ns 

l.-Composici6n química del medio. 

2.-Estado físico (liqu!do-s6lido, diluído -con

centrado, cultivo continuo 6 intermitente). 

3.-Medio ambientes temperatura, humedad, airea

ci6n. 

4.-Naturaleza del in6culo. 

s.-Presencia de contaminantes, especialmente 

organismos con efecto antag6nico 6 asociati-

vo. 

6.-Fen6meno lítico, incluyendo efectos del fago. 

El grado de esporulaci6n, el color de las esporas, la 

forma y superficie de las colonias, la presencia de exud~ 
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do, la cantidad y color de pigmento soluble son las carac- · 

teristicas m's variables. 

CONDICIONES DEL CULTIVO 

Aireación ~ agit1ci6n.- Como son altamente aerobios, -

la producci6n del antibi6tico aumenta en relaci6n directa 

a la agitaci6n hasta un punto Óptimo caracter!stico para -

cada especie. 

Temperatura.- Se considera que 2a•c es la temperatura 

óptima para la producci6n. Pero puede considerarse entre -

24• y 31•c de acuerdo con la cepa usada • 

.e!:!·- La producción del antibiótico es mayor entre 7 y 

B. Se acostumbra agregar~al medio carbonato de Calcio o 

Magnesio como reguladores del pH, pero tienen el inconve-

niente de que dificultan la extracción y purificación del 

. producto. 

Medio de cultivo.- Los medios de crecimiento usados PA 

ra la mayoría de los Actinomycetos comprenden varias cate

goriass 

lll.- ITledios usados para la identificación y caract.!!. 

rizaci6n de espe-cies. Son medios de composicion 

tipo. 

2.- Medios para obtener el m~ximo rendimiento en -

la producci6n de su.stancias químicas. Tienen 

/ composici6n química compleja, utilizando darle 

vados de vegetales (agua de cocimiento de maíz) 

y animales (caseína, extracto de carne, etc.). 
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C~pitulo II. 

PARTE EXPERlmENTAL. 



A. MATERIAL Y EQUIPO. 

Cepa productora.- Se eligi6 Streptomyces rimosus de la 

American Type Culture Collection, catalogado bajo el • nume-

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

Eguipo empteado;~ Todo el material común en un labora

torio de microbiología para las determinaciones que se de~ 

criben. 

8. MEDIOS DE CULTIVO. 

Los medios de cultivo empleados para este estudio, fu~ 

ron tomados algunos directamente de la literatura, y otros 

fueron ideados especialmente, teniendo en cuenta las nece

cidades del género 5treptomyces. 

Por lo que se tienen cuatro series distintas de medios1 

A. Medios 1Íquidos1 a) Para desarrollo. 'D3 

b) Para fermentaci6n. ~~ 

B. ffledios s6lidos1 a) Para esporulaci6n. ~~ 

-b) Para mantenimiento, 

Todos ellos se prepararon usando agua destilada, el pH 

se ajust6 entre 6.5 y 7.2 que son los límites recomendables. 

Todos se esterilizaron bajo las mismas condiciones1 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 est.ériles, se conservan a temperat1! 

ra ambiente por no más de siete días, al cabo de los cuales 

el medio puede considerarse envejecido por la pérdida de -

agua sufrida por evaporación, por lo que ya no corresponden 

a la fórmula original del medio. Cuando los medios se con

se r van bajo refrigeración el límite de envejecimiento puede 

prolongarse hasta dos semana~ máxima. 

Los medios estériles empleados para aislar las colonias 

en caja petri, se preparan y esterilizan en matraces de 500 

ml con 300 ml de medio y una véz estéri l es se repar t en en 

las cajas estériles también, aproximadamente 30 ml por caja 

Las cajas se usan después de 24h de vaciado el medio y no -

más de 72· h después. 

Antes de emplear cualquiera de los medios anteriore s es 

necesario revisarlos con el objeto de descubrir alguna con

taminación de los mismos . 
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IYIEDIOS DE CULTIVO 

Para desarrollo& 

Los medias empleados para desarrollo se preparan siem

pre bajo la misma técnicai se disuelven todas las materias 

primas indicadas en la fórmula, una a una, y finalmente se 

ajusta el pH a 7.3 con NaOH SN ; si éste ya se encuentra i

nicialmente al valar deseada, se omite este paso. Una vez 

preparado el medio s e coloca sobre un agitador magnético y 

se distribuye en matraces de 125 ml, colocando 25 '· ml por -

matráz. 

IYledio Q.¡ 

Sacarosa 30 g. 

NaN03 3 g. 

KH 2Po4 1 g. 

IYlgS0 4 o.s g·. 

FeS04 0 . 01 g. 

Agua destilada c.b.p . l 1 . 

~.02 , 

Peptona 4 g. 

Gelysate 4 g. 

NaCl 2.s g. 

Extracto de levadura 1 g. 

Glucosa 10 g. 

Agua destilada c.b.p. I l. 
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1Ylea1~3J 

Agua de cocimiento de ma!z 

Sacarosa 

20 g. 

10 g. 

3.5 g. 

1 g. 

Agua destilada c.b.p. 1 litro. 

l'ledio ~ 
Lactosa 

Glucosa 

Agua de cocimiento de maíz 

NaN0
3 

KH
2

Po
4 

l!lgS04 .7H
2

0 

20 

1.2 

40 

3 

0.5 

0.25 

Agua destilada c.b.p . 1 litro. 

PARA ESPORULACION. 

IYledio ([J 

Extracto de levadura 1 

Extracto de carne 1 

Triptosa 2 

feS0 4 • 7H
2

0 0.1 

Agar 20 

Agua destilada c.b.p. l litro. 
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Se disuelven todas las materias primas y se ajusta el 

pH a 7.2 con NaOH .5N. Se calienta hasta disolver e! agar -

y se agregan 10 g de glucosa. Se esteriliza a 121•c X 15' 

Se reparte en tubos de cultivo ( 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 f 2 

Sacarosa 

Dextrina 

Cistina 

NaCl 

KH
2

Po 4 

Extracto de levadura 

Peptona 

FeS0 4 .7H 2o 

Agar 

·3 g. 

15 g. 

0.1 g. 

0.5 g. 

0.5 g. 

1 g. 

5 g. 

0.010 9• 

20 9• 

Agua destilada c.b.p. 1 litro 

Se disuelven todas las materias primas y se calientan 

para disolver el agar. Se reparten en matraces de 500 ml 

colocando 300 ml por matraz. Una vez estéril se reparte en 

cajas petri estériles también, aproximadamente 30 ml por 

caja. La esterilizaci6n se erectua en autoclave 121• X 15' 

Extracto de carne 4 g. 
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Gelysate 4 g • . 

NaCl 2.5 g. 

Extracto de levadura 1 9• 

Glucosa ID 9• 

Agar 20 g . 

Agua destilada c.b . p. l litro 

Se prepara igual que el medio E2• 

l'l!edio ~4 (Bacto-Czapek) 

Sacarosa 10 g. 

NaN0 3 4 9• 

KH 2Po 4 l 9• 

IYlgS0 4 o.s 9• 

KCl o.s 9• 

FeS0 4 0.01 , 9• 

Para rehidratar el medio se suspenden 49 g de Bacto-

Czapek "Difco" en 100 0 ml de agua destilada, se calienta 

hasta disolución completa; se distribuye de la misma mane-

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

15 minutos. 
t --

Medio~" 
Glucosa 10 9 • 

(NH 4 ) 2HP0 4 4 g. 

NaCl 5 g. -

KH2P0 4 5 g. 

IYlgS0 4 • 7H20 l 9• 
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CaC1 2 
0.04 g. 

feS0 4 .7H 20 0.02 g. 

IYlnS0 4 • 7H 20 0.01 g. 

Agar 15 g. 

Agua destilada c.b.p. 1 litro 

Se calienta hasta disolver el agar, se reparte y este-

riliza igual que los medios anteriores. 

Medio E
6 

Sacarosa 3 g. 

Dextrina 15 g. 

Glicina 0.1 g. 

NaCl 0.5 g. 

KH 2PO! o.s g. 

Extract o de levadura 1 g. 

Pept'Oná 15 g. 

Agar 20 g. 

Agua destilada c.b.p. l litro 

PARA FERmENTACION 

Todos los medios para fermentac!on se preparan de la , 

misma maneras se disuelven todas las materias primas y se 

ajusta a pH 6.5 con NaOH SN, posteriormente se reparten en 

matraces erlenmayer de sao ml con 40 ml de medio fermenta

tivo por matraz. La esterilización se efectua en autoclave 

a i21• durante 15 minutos. 
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~ 
Harina de ma!z 65 g. 

Agua de cocimiento de ma!z 10 g. 

(NH 4 ) 2so4 3 g. 

CaC0 3 1 g. 

ZnS0 4 0.02 g. 

mnso 4 0.2 g. 

Agua destilada c.b.p. l litro. 

l~a:\// 
IY!edi~-

--itarina de ma!z ~ 

Hariné". de soya 

60 g. 

10 g. 

3 g. 

l 9• 

Agua destilada c.b.p. l litro 

IY!edio(Q 

Harina de ma!z 

Caseina 

80 g. 

15 g. 

3 g. 

l g. 

Agua destilada ~.b.p. L litro 

Harina de ma!z · 

( NH 
4

) 
2
so 

4 

CaC0 3 

ZnS0
4 

fllnS0 4 
Agua destilada c.b.p. 
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~I/ F 

Almid6n de maíz 150 g. 

Gluten 30 g. 

Dextrina 3o g. 

(NH 4 ) 2so 4 18 g. 

CaC0 3 27 g. 

MnS0 4 , 7H
2

0 0.15 g. 

ZnS0 4 ,7H
2

0 0.15 g. 

coso 4 • 7H 2o 0.6 g. 

Agua de cocimiento de maíz 24 g , · 

Cacah lJate molido 9 g. 

Agua de s tilada c . b.p. l litro 

IYledio (f§) 

Sacarosa 

Cacahuate molido 

Agua de cocimiento de maíz 

Agua destilada c.b.p. l litro 

30 g. 

3 g. 

6 g. 

20 9• 

3 g. 

Nota.- A todos los medios se les agreg6 después de est~ 

rilizados 0.3 ml de aceite de cacahuate estéril, como anti-

espumante. 
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C.- TECNICAS DE INOCULACION 

El liofilizado que contiene las esporas de la cepa 

Streétomyces rimosus 10,970 ATCC, se suspenden con 5 ml de 

agua des tilada estéril1 con 1 ml se hacen las siguientes -

inoculaciones a 

a) A tubos inclinados conteniendo el medio E1, a r~ 

z6n de O.i ml por tubo. Se conservan a 2a•c has-

b) 

ta completar su esporulaci6n. Se cosechan con 6 

ml de agua estéril y se conservan. 

La suspensi6n de esporas del liofilizado se dilJ:! 
-1 10-2 , 10-3 , 10-4 , se inoculan O.l ye a 10 , y 

ml de cada una de estas a cada una de cinco ca-..r 

jas petri conteniendo el medio E1 • El in6culo se 

distribuye uniformemente con el objeto de obte--

ner colonias aisladas. Las cajas se conservan a 

28~C hasta completar su esporulaci6n ( 8 a 10 di 

as). Al cabo de los cuales las colonias obteni•-

das se observan en cuanta a sus caracteristicas 

morfol6gicas. 

Desarrollo a 

Para observar el crecimiento de la cepa en medios líqu! 

dos, .se inoculan O. 5 ml de la suspensi6n de esporas obteni

das en (a) a cada uno de los medios de desarrollo o
1

, o
2

, 

03' D4, o5 • Se incuban durante 24 horas a 2a•c sobre agita

dor ocilante, al cabo de los cuales se determinas pH, PMV 
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. (porciento de micelio en volúmen) y se hace observación al 

microscopio en preparaci6n en fresco. 

Esporulacióna 
e 

Para observar la esporulación y forma de las colonias 

en los distintos medios, se procede de la siguiente manera& 

de la s uspensión obtenida en ~) se hacen diluciones desde 

10-1 hasta 10-
6

, y se inoculan 0.1 ml por caja petri cont~ 

niendo cada uno de los siguientes mediosa E1 , E2 , E3, E4, 

E5 • Se utilizan cuan cuatro cajas de cada medio por dilu-

ción. 

Las cajas se incuban de 8 a 10 dias hasta que completen 

su esporulación a 2BºC. Cuando es t a es completa se hacen 

las anotaciones respectivas a las caracteristicas de las 

colonias en cada uno de los distintos medios. 

Fermentación a 

La capacidad de la cepa para producir antibiótico se 

prueba en los medios de fermentación . Para inocular éstos 

se emplearon cultivos de 24 horas en los diferentes medios 

~· Cada uno de los medios "D" se inoc_ul~.a tres matrac.es 

de ·· cada uno de los diferentes medios "F" a razón de 

@ de inácuiQ por matraz. S.JL_..considera q11e a las 144 h la 

~n-_daLao.t!p~ ~ti ~~ .-~~)J.~.ql!.Q.2._!!__ su t por -

ctue si efectuamos dos_ificªp o.nas suc..e.sivas del mi SJDo a pa.r -tir de este punto, ~ se ~ bbse~va que éste permanece constante 

ó su incremento resulta despreciable, por lo que se suspen 

de la incubación y se · procede a efect~ar el an,lisis cuan-
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ti t ativo de éste por los métodos microbiológico y químico 

descritos más adelante. 

los resultados de cada uno de los tres matraces que -

contienen el mismo medio "F" e igual inóculo "D", se prom~ 

dian en cada serie de inoculaciones. 

D. DETERmINACIONES EN LOS CULTIVOS.~ 

Dosificación del antibiótico 

método Espectofotométrico1 

Se acidifica el caldo con H2S04 al SO% hasta un pH de 

1.7 - 1.8 con el fin de disolver el antibiótico, se agita 

durante 10 minutos, se toman con una pipeta 10 ml que se 

pasan a un matraz volumétrico, llevandose al aforo con so

lución amortiguadora pH 2 (KCl/HCl 2N), se filtra y del s~ 

gundo filtrado se toman 10 ml que se llevan a 100 ml nuev~ 

mente con solución amortiguadora, se agita y se lee en es

pectofotómetrri a 3S3 m0 , Las lecturas se refieren a una -

curva patrón. 

Curva patrón Gráfica #1 ) 

Se pesan exactamente 100 mg de Oxitetraciclina base 

U.S.P. secada previamente durante 3 horas a 6o•c a un vacio 

inferior a 5 mm de Hg y se · transfiere a un matraz volumétr! 

co de 100 ml; se lleva al aforo con HCl 0.1 N, se agita y 

de esta solución se toman las siguientes cantidades& 

1 ml y se lleva a 20 ml que equivalen a SO gammas/ml 

l 11 11 ... 11 11 2S 11 " " 11 40 11 11 
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1 ml y se lleva SO ml que equivalen a 20 gammas/ml. 

1 " " " " 100 " " . " " 10 " " 

r " " " " 200 " " " n s n " 

Se determina la extinci6n a 353 m , en un espectofot,2 

metro. Se construye de esta manera la curva patr6n de clo~ 

hidrato de oxitetraciclina llevando a las abscisas la con

centraci6n de la soluci6n empleada y a las ordenadas las -

respectivas absorbancias registradas en el espectofot6metro. 
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DOSIFICACIO N MICROB!OLOGICA DE 

LA OXITETRACICLINA . 

La dosificación microbiológica de la oxitetraciclina, 

se hace según el método de placa, mediante inoculaciones 

de agar con una cepa bacteriana sensible a dicho antibió

tico según las siguientes modalidades1 

a) Cepa bacteriana 1 

Bacillus cereus var. micoydes ATCC 9634 (esporas)• 

El microrganismo se conserva mediante transplante 

mensual en tubos inclinados con agar triptosa, se 

incuban 24 horas a 30ºC y se recejen con 30 ml de 

agua destilada estéril, se distribuye esta suspen

sión sobre una botella de Roux que contiene 300 ml 

de Agar # 1 (Difco), se incuba a 30ºC durante una 

semana. Se hace µna suspensión con el bacilo desa

rrollado, con 30 ml de agua destilada estéril y se 

transfiere a un matraz estéril también, se calienta 

por 30 minutos a 65°C, agitando frecuentemente. La 

suspensión se centrifuga tres veces, lavando con a, , 

gua estéril el sedimento, finalmente se calienta a 

65° durante treinta minutos. 

Para determinar la cantidad de inóculo que se debe 

emplear, se hace una prueba preliminar, usando dis

tintas cantidades de inóculo sobre agar # 8 {difco) 

hasta obtener halos de inhibición visibles. a la co~ 

centraci6n de 5 mcg/ml de antibiótico. 
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b) Preparaci6n ~ las placas 

En lugar de cajas petri, .se usan placas de vidrio 

cuadradas de 30 X 30 cm y enmarcadas con acero inox 

idable, se esterilizan por exposici6n a la luz ul-

travioleta durante 30 minutos. 

Se licuan 300 ml del medio "Saeto Antibiotic Medlum" 

# 2 (Difco) previamente hidratado y esterilizado, se 

deja enfriar a ss•c y se vierte en la placar cuando 

está perfectamente solidificado, se vierten 100 ml 

del medio " Saeto Antibiotic Medium " # 1 el cual ha 

ha sido inoculado con la suspensi6n de esporas a la 

temperatura de 48• C. Se practican en la placa 36 

horadaciones usando un sacabo~ados estéril de 0.5 mm 

de diámetro . 

La modalidad dP usar una placa de vidrio en lugar de 

cajas petri es ya bién conocida y permite en la misma 

placa llevar a cabo la determinación de diferentes -

concentraciones de una muestra y su correspondiente 

curva normal. 

c) Curva patrón 

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 solución amortiguadora pH 4.5 (cuando se usa ba

se primeramente se disuelve en 5 ml de HCl O.l N )• 

obteniendosa · una solución de 500 mcg/ml. De ~sta 
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solución se toma l ml y se diluye a 100 con la mis-

ma solución amortiguadora, a esta solución le llam! 

remos A2 ( - 5 mcg/~l. De esta solución se hacen dil~ 

cienes hasta tener las siguientes concentraciones& 

2.5 mcg/ml, 1.25 mcg/ml, 0.625 mcg/ml, a estas les 

llamaremos A1 , a2 , a1 respectivamente. 

· d) , Problemaa 

La muestra conteniendo el caldo de fermentaci6n que 

se va a valorar se acidula con H25o4 al 10 % más 6 

menos 1 ml, se filtra y del filtrado se toman 5 ml 

a los que se les agregan 5 ml de HCl 2 N y se lle~ 

van a 100 ~1 en matraz aforado, esta solución sa -

denomina 5 2 • A 10 ml de 5 2 se agregan 10 ml de solu 

ción amortiguadora de pH 4,5 y a esta se le denomi-

na 51 , 

f) Procedimientos 

La solución patrón y la solución problema, se colo-

can mediante una pipeta de punta larga, dentro de -

las horadaciones ( midiendo 0.1 ml por perforación) 

segun el cuadro latino siguientes 

51 52 A1 A2 ª1 82 

82 81 52 51 A2 Al 

A1 A2 51 S2 81 82 

81 82 A¡ A2 51 52 

Al A2 51 5 81 82 2 

82 8¡ A2 A¡ s2 s 1 
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en donde cada letra representa una dilución del patrón Al, 

A
2

, s1 , s2 y para el problema s1 y S2 como se describen an

teriormente. 

La placa as! preparada se coloca en el refrigerador du

rante 30 minutos y después se incuba a 30°C durante 24 h. 

f) Cálculos& 

Se mide el diámetro de inhibici6n en cada una de las 

horadaciones y se saca un promedio de las lecturas . Se tra

za la curva patrón corrigiendo los cuatro puntos promedio 

de las diluciones de la curva por medio de la f6rmula si--

guiente1 

3A 2 + 2A 1 + s 2 - s1 = 
5 

35 1 + 25 2 + A1 - A2 = 

5 

Punto alto de la 
curva. 

Punto bajo de l a 
curva. 

Una vez trazada la curva se interpolan las lecturas de 

las diluciones del problema y se calculan los porcentajes. 
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DETER mINACIONES FISICOQUIMICAS 

Porciento de micelio fil:!_ volÚmen 

Para esta determinaci6n se utilizan cultivos de 24 ho

ras conteniendo los diferentes medios "O". Se procede de • 

la siguiente maneras se vierte la muestra en tubos para 

centrífuga grad~ados con capacidad para 10 ml, teniendo cu! 

dado que el cultivo sea homogeneo y llegue exactamente has

ta la marca 10. Las muestras se colocan en la centrífuga d~ 

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 volúmen ó Pmv. 
Determinaci6n del !?.!:!. 

El pH de los cultivos se determi na usando un potenció

metro, calibrado con una solución amortiguadora, el cual 

nos da directamente las lecturas. 

Observación al microscopio 

microscópicamen t e se observa que el micelio aereo se -

presenta más o menos ramificado y que tales ramificaciones 

pueden ser muy simples1 monopódicas, simpódicas o también 

verticiladas en diversas formas; esta última característi

ca se ha utilizado para formar diversos grupos dentro del 

mism9 género. También puede observarse en alg~oas ~ ocasienes 

un micelio que se reune en haces o mazos esféricos forman

do conglomerados. Las hifas que llevan las esporas pueden 

ser cortas o largas, simples o ramificadas y llevan las 

esporas en cadenas rectas, flexibles o espiraladas. ~ 
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A partur de la rehidratación de las esporas y de su in~ 

culación a los diferentes medios de cultivo, seg6n se des--

cribe en el capítulo anterior, se inician las observacio-

nes tanto microscópicas como macroscópicas y las determin~ 

cienes al crecimiento y comportamiento de Streptomyces ri-

~ ATCC 10,970. 

~ Se observó que el crecimiento del microrganismo es en 

,,general muy f~cil en los distintos medios de esporulación, 
~ 

/pero inmediatamente se notan difere~cias en su desarrollo 

l( Tablas 3 y 4 ). 

Se obse r va en todos los medios que la esporulaci 6n se 

inicia alrrededor del sexto día, obteniendose mejores re-

s ultados en los medios Ei y~, destacando el segundo por 

su abundancia y aspecto. 

La e sporulación en tubos de cultivo fué también muy sa 

tisfactoria para l os mismos medios E1 y E5 • 

Los medios E3 y E4, se presentan muy deficientes pues 

las colonias tienen el aspecto de haber crecido en las --

condiciones mínimas para su desarrollo. 

Los medios E2 y E6 , no presentaron crecimiento, tanto 

en caja como en tubo inclinado. 

La capacidad de las esporas para desarrollar el mice-

lio característico de nuestro microrganismo, se comprobó · 

- al inocular éstas en los medios liquides de " Desarrollo", 

1 que son realmente medios vagetativos adecuados para esta 
/ 
! face del crecimientos para este paso se escogio la esporu-
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lación más abundante, inoculando con estas esporas todos -

los medios de desarrollo. 

Estando todos ·ios medios inoculados e incubados en i-

gualdad de condiciones, se procedió a observar el desarro• 

lle tanto en los aspectos macro y microscópico, como por 

su cambio de pH al medio y la proporción de micelio desa

rrolladao en cada uno de los distintos medios. Estos re--

sultados se encuentran en la tabla 4. 

En el medio D1 no se observa crecimiento alguno ni aún 

después de 48 h de incubación. En el medio D
2 

so observa 

crecimiento escaso a las 24 h. 

/ --- Los medios~ y D 4 son los más satisfactorios, ya que 

~ las 24 h presentan abundante desarrollo del micelio, el 

1 que es prácticamente igual en las dos fórmulas. 
\ 

Con estos resultados se procedió a hacer la inocula-

ción a los medios de fermentación, en series, como se indi 

ca a continuación1 

A- Del medio ·· D2 a las seis fórmulas de los medios de 

fermentacion ( Tabla 5 ) . 
8- Del medio D3 a las seis fórmulas de los medios de 

fermentación ( Tabla 6 ) . 
C- Del medio D4 a les seis fórmulas de los medios de 

fermentación ( Tabla 7 ) . 
Después de terminada la incubación de los medios de fe~ 

mentacón, se determino la cantidad de antibiótico produci

do en cada uno de ellos, tanto por métodos químicos como 



por métodos microbiológicos. 

Los mejores títulos de ántibiótico se encuentran en la 

serié B de fermentación, inoculada con .!?J• y entre todas 

las fórmulas el mejor es para_!.z• El resto de la serie da 

resulta dos semejantes, pudiendose conside·rar el segundo -

grupo como F1 , F3, F5 • 

El medio F4 dió los resultados más bajos. 

Las series A y C pueden considerarse práctica"!e,nte igu.!!_ 

les. Sin embargo, si observamos los resultados rearreglando 

su distribución ( Tabla 8 ), se nota que la serie A tiene 

una ligera ventaja sobre la serie C y por otro lado no pr~ 

santa un título tan bajo como la serie C, por lo que se pu~ 

de decir que se obtuvier~n me j ores resultados en una serie 

cuya proveniencia no había sido precisamente calificada co

mo la mejor ( el inóculo desarrollado en o2 ), lo cual no 

es muy sorprendente pero si muy importante, 

Si a primera vista podría decirse que la mejor serie se 

ría la formada pera E5 - E4 (ó E3) - F2, analisando los re- · 

sultados con más cuidado, se pueden encontrar otras secuen

cias que serían mejores y tal vez llegaran a mejorar más fÁ 

cilmente. 

En cuanto a los medios de fermentación, también se pue

de decir lo mismo. Aparentemente hay una preponderancia de 

los medios F2 y F5 , considerando las tres series en conjun

to, pero en cuanto al valor de los títulos son mejores f 2, 

F1 y F3 en este orden. Aunque los títulos más bajos en ge-
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neral para las tres series se obtuvieron en los medios F1 

y F
3 

con la sóla excepción del F1 que dá el título más bajo 

y que ocupa en la ~ serie 8 el tercer lugar. 

Hay otros factores que considerar para estos títulos, 

que son las diferencias inherentes entre las determinacion 

nas química y microbiológica para la cantidad de antibióti 

co presente en los medios, la velocidad de producción del 

antibiótico y al progreso del mismo en caga fermentación, 

desde el punto de vista bioquímico. De estos aspectos no 

se ocupa esta trabajo pero sí se cree necesario señalar su 

importancia. 

En la gráfica 2 se muestra el progreso "ideal" de una 

ferm~ntación de este tipo. No fuá posible determinarla con 

los medios de este trabajo, aunque sí puede y debe hacerse 

cuando se estudia una nueva cepa, pero preferentemente a 

escala piloto. 
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TABLA # 3 

Desarrollo .2_! Streptomyces rimosus ATCC 10970 

.!.!! medios !!.! asporulaclon 

medio Periodo de Colonias Pigmento 
1ncubaci6n en el 

(din) Forma Tamai'lo Color medio 
en mm. 

Redondas, onduladas, 
presentan mayor aspo-

El 10 rul~cion al centro, 16 blanco -
liger·amente elevadas. 

E2 - - - - ·-
.. ; 

Redondas, planas, ca-
si transparentes, con 

E3 10 aspecto anulado y es- o.s blanéo ~ 

porulaci6n nula a la 
periferia. 

Redon das muy planas, 
c on bnrd es dentados y 10 

E4 8 abundantes rugosidades a gris -
al centro formando an.! 15 
llos . 

Redondas, muy elevadas 
E5 10 algunas crateriformes, 0.7 blanco -

esporulaci6n abundante. 

E6 - - - - -
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TABLA # 4 

Desarrollo de Streptomyces rimosus 10,970 ATCC en 

Medio de 
crecimiento 

medios para crecimiento. 

Tiempo de incubaci6n 
(horas) 

24 

24 

24 

24 

PIYIV 
pH final del 

medio. 

7.1 
7.0 
7.2 
6.8 

6.4 
6.0 
6.0 
6.4 

6.0 4.0 
6.4 4.5 máximo 
6.2 - ~ -- ---3-:S-
5.9 4.2 

6.3 
6.4 
~ 
6.0 

l. 5 
1.0 máximo 
l. 7 
l. 7 

Pmv = Porciento de ~icelio en volúmen. 
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"Producción del antibiótico ~ los diferentes medios de 

fermentación inoculados E..2n ~· rimosus ::recido ~ medio Q2
11 

medio de fermentación Titulo Qu7mico Título microbiolóoico 
(qammas ml) (aammas/ml) -

Fl :no 400 

' 

F2 440 520 

~ 

f" 3 365 300 

f" 4 400 400 

f" 5 420 480 

f" 6 370 450 

• 
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" Producci6n del antibi6tico .!!!! los diferentes ~ de 

fermentación inoculados f..Q!l ~· rimosus crecido .!!!! ~ Q..3 " 

llledio de fermentación Título ou7mico Título Microbiológico 
(oammas ml) ( aa111f'las/ml) 

Fl 720 630 

F2 775 810 . -; 
F 650 610 

3 

F4 320 350 

FS 470 500 

F6 400 350 
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TABLA fil· SERIE f.· 

"Prodycci6n .Qtl a.ntibi6tico .!!.ll _lM diferentes medios ~ 

fermentaci6n inoculados f.Q!2 2_. rimosus crecido !!! medio º-4 " 

l!ledio de fermentaci6n Título Químico Título l!licrobiol6gico 
(aammas/ml) (aammas/ml) . 

Fl 380 210 

F2 465 440 

F3 46 5 400 

F4 400 320 

F5 430 450 

F6 455 480 
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Capítulo ll• 
DISC US IO NES Y CONCLUSIONES. 
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