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1.0.0 INTRODUCCION.
1.1.0 Antecedentes.

Una de las inguietudes del hombre en las que se ha tenidd
que volver un cazador, ha sido la investigacidén de ese vasto -
universo que es la microbiologia, para lo cual el ingenio y el
estudio se han hecho presentes para penetrar en dicho universo
microscbpico, dando como¢ resultado desde el lente de Antonio -~
Van. Leeuwenhoek hasta los més sofisticados microscopios y me-~
dios de cultivo. =

En los Wltimos siglos se crefa que los organismos vivos ~
podian originarse exponténeamente al descomponerse la sustancia
orginica, descartdndose lo anterior cuando Redi demostro que las
larvas no aparecian en la carne descom-uesta, siempre y cuando
éate fuera protegida de la deposicién de huevos por las moscas.

Los cuidadosus experimentos de Spallanzani (1729-1799), que
introdujo el uso de medios de cultivo estérilés demostraron que
un liquido putrescible, tal como una infus:ién de carne, podies
conservarse indefinidamente si se hervia y se tanaba bien. En
1837, Schwann demostré que nodfan obtenerse resultsd.s similares
aunque se permitiers entrar aire en el recipiente donde se con~
servaban los alimentos, siempre gque éstos fueran taados conve~
nientemente y que el aire pasara a través de un tubo calentadogl

Schoeder y Van Dusch introdujeror el nso de un té~on de -
algodbn, el cuasl se emnlea aln para excluir de los medios de -~
cultivo las sustancias contamirantes gue hay en el polvo atmog
férico. ILouis Pasteur (1855-1895) demostréd que un medio hervi
do podria permanecer estable en un frasco no cerrado en forma
de cuello de cisne, abierto al aire a través de .n tubo horizon
tal en forma sinusoide, en el cual las particulas de volvo sedi
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mentaba (o bien eran atrapadas >or la hunmedad de corndensacién),
a medida que el aire entraba en la vasija enfriada. Pasteur de
mostré tambidén que en la atmésfera de un sbé6tano o de la cima de
una montafia, que se hallaban relativamente libres de volvo, -~
podrian abrirse los frascos y volverse a cerrar, con gran posi
bilidad de que no se produjera la c ntaminacién. Ias aporta--
ciones de Pasteur no fueron en princi~io mis decisivas nue las
de sus >redecesores, los cuales habidn obtenido también medios
de cultivo estérilec y estables. El entusiasmo y la habilidad
de Pasteur como polemistz contricayeron en gran manera & abo--
lir el fantasma de la generacién expontanea. Por ultimo John
Tyndaltl, fisico britrnico que se hallaba interesado en los efec
tos 6pticos del nolvo atmosf{érico y que através de este tema
tomd parte en la polémica de la generacién exnontanea, demostrd
que existian varios materiales q.ue no se nodfan esterilizar me
diante ebullicibn, concluybd fi:.almente que en 16s materiales
contaminados existia un microorganismo que sobrevivia a la ebu
llicibén durante horas (Eacillus subtilis). En el mismo afio -
(1877), Ferdinand Cohn demostré la existencia de formas resis-
tentes tan pequeflas como las endosporas e indicd que estos mi-
croorgunismos constitufan etapas del ciclo de vida del bacilo
del heno (Bacillus subtilis). Sin embargo, hasta las esnoras
bacterianas més resistentes son ranidamente esterilizacas en
presencia de humedad a 121%. ©De aqui que el autoclave que al
canza esta temreratura y en la cual se usa vapor bajo presién
se haya convertido en pieza fundamental del laboratorio de bag
teriologia. 2

Ante estd insaciablie necesidad de conocer,wel hombre se
topd con su primer gran obstdculo que fue ¢l de tener un medio
propicio para que el microorganismo, tem: de estudio tuviera
un sitio en donde crecer y dond: el investigador nudiera diri-
gir sus observaciones. ILas »reguntus que se debieron de haber
hecho pogsiblemente fueron; ;en donde crecen los micro .rganismos
¥ que hay d= esnecial en donde se reproducen?, De estas pregun~
tas nacieron los primeros medica de cultive, dando enmo resul-
tado medios ricos veara e¢recimiento y nedios selectivos, y fue
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asi como se fundaron las bases de la microbiolozia originando
una industria con alta capacidad tecnologica, que son los ac-
tuales fabricantes de riedios de cultivo deshidratados, utiliza
dos en todas las ramas de la microbiologia.

Esta industria ha llegado a México por medio de las indug
trias transnacionales las cuales ofrecen productos de alta cali
dad, basada en los componentes, regularmente de imvortacién gue
constituyen sus medios de cultivo.

La actual crisis econémica de nuestro pais ha hecho necesa
rio el cierre de las fronteras, lo cual trae por consecuencia
la falta de wateria prima de imnortacién; aunado a todo esto,
la industria productora de medios de cultivo se enfrentz a una
serie de compafifas nacionales que habiéndose declarado produc-
toras no 1o son y las que 10 son ofrecen sus productos de baja
o mala calidad.

Una de las soluciones dadas por la misma industria es la
de buscar e investigar materias primas disponibles y dtiles pa
ra la fabricacién de medios de cultivo, el primer -roblema a ven
cer es el de desarrollar un interés por el estudio de materias
primas utilizadas y por utilizar.

Las materias primas utilizadas en la elaboracién de medios
de cultivo son de origen animal y vegetal fundamentalmente. Las
dificultades a las cuales estan sujetos los procesos de produccién
hacen que en México la elaboracién sea de mala calidad a causa
de une falta de control quimico-microbiolégico durante la nrodug
cién. Dlichos proce:os son la desecacién, pulverizacién, hidréli
sis dcida, hidrélisis alcalina, digestién enzimatica y extraccio
nes acuosas.

Por otra parte la demanda de medios de cultivo se origina
principalmente por el sector salud, ya que en el campo industrial
el control microbidlorgico se esta empezando a desarrollar. ig-
to trae como consecuencia caue la demarida de medios de cultivo
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sea limitada y por lo tento 1oz elaboracibén de materis prima no
deja una ganaencia cuantiosa para los industriales debido a su
alto costo de elaboracién y su baja demenda.

la investigacién de materias primas se sigue desarrollando
e nivel internacional, por ejemplo: se empieza a trabajar con
métodos adecuados para aislemiento de virus a partir de alimen
tos. Las técnicas de que se disponen no son lo suficientemente
sensibles, requieren un laboratorio complejo y en algunos cesos
llevan consigo la observacién prolongada de los cultivos celula
res o de los animales inoculados. Por lo que se refiere a bac~
terias entéricas bién conocidas, todavia no se cuenta con bue-
nos métodos para el aislamiento e identificacién de algunos gé
neros, tal es el caso especialmente del género Shigella. Adn
cuando se cuenta con técnicas serolbégicas para identificacién
de cepas entero patégenas de E. coli, estas técnicas no se uti
lizan de modo general por los microbibflogos. En el presente
trabajo se estudiardn los extractos y las peptonas gue puedan
ser utilizadas como nutrientes microbianos, que se distribuyen
actualmente en el vals y en el extranjero, pudiendo ser esta
la base para determinar la calidad de los productos mencionados.
Lo anterior podré aportar soluciones en la autosuficiencia del
pais} en el renglon de:medios de cultivo para el crecimiento de
microorganismos nocivos y benéficos al hombre y la naturaleza.
Los cuales estén directamente relacionados con la salud publi-~
ca, la selud animal, la agricultura, la industria alimenticia
Y quimico-farmacéutica.(3 1 (42,(5)

4

Durante mucho tiempo se ha tratado de experimentar con nue
vas substancias tanto gara me jorar los medios de cultivo existen
tes como para reemvlazar a algunos nutrientes considerados cla-
sicos. Y es asi como observamos que la investigacién, en cual-~
quier rama de la microbiologia no cesa.
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1.2.0 Generalidades.

Practicamente casi todos los microorganismos, pero en par
ticular las bacterias y los hongos, pueden cultivarse sobre -~
sustratos nutritivos para el estudio de sus propiedades o para

la utilizacién de ciertas caructeristicas en condiciones con--
troladas.(6)(7),(8),(9).

Ya que los diversos microprgunismos exigen requisitos di-
versos al medio de cultivo, se necesita en el laboratorio micro
biolégico una serie de medios de cultivo esneciales.

Los medios de cultivo fabricados a escala industrial tie—
nen la ventaja de que gqueda garantizada la reproducibilidad de
los resultados y de que son posibles andlisis cuantitativos.

La proliferacién de bacterias es el resultado de una interaccién
compleja de diferentes sustancias alimenticias y priuncinios ~
activos, en la cual intervienen factores fisico-quimicos como
temperatursz, pH, potencial redox, ete. Para su crecimiento o
dos los microorganiémos necesitan agua. Ademds deben estar en
forma utilizable el carbono, oxigeno, hidrégeno, nitrégeno, -~
azufre, fésforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, etc.(S)’(g)‘

Estos elementos bases de la vida no scn de gran utilidad
si no siguen un orden el cual los hace ser dtilés. Dicho or-
den nos dard una jerarquia de compuestos cn la organizacién mo
lecular de la célula, dando origen a biomoléculas caracterizadas
por su especializacién, idoneidad, sus dimensiones y estructura.
Lo anterior nos ayudard a tener una mejor idea de la organiza-
cién celular.'”

Muchos microorganismos deoenden ademéds de oligoelementos
como manganeso, molibdeno, cinc, cubre, cloro, etec.
e

Los microorgurismos exigentes tienen neoc:sid«d de factores
de crecimiento como vitaminms, vurivas y otras sustancias que
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no pueden sintetizar ellos miswmos.

Los miecroorganismos puedin clmgificarse segin sus necesi
dades de carvono. Los autédtrofos wrecisan solarente de didxi
do de carbono, mientras que 1los heterdtrofos requieren que el
carbono se encuentre en w.a forma reducida mis comnleja, tal
como la glucosa. Los microorganismos pueden clasificarse tom
bién basdndose en su fuente de energia: Los fotdétrofos obtig
nen su energia de la luz mientrzs que Ius quimidtrofus la obtie
nen de las reacciones de oxidacién-reduccitn. Las célules que
emnlean reductores inorgénicos como donadores de electrones se
1laman litétrofos, mientras que los que utilizan noléculas or
génicas son organbtrofos., Los autétrofos fotosintéticos y los
quimiorganétrofos, se alimentan mituamente; Las células fotosin
téticas emplean dibéxido de'carbono atmosférico y energia solar
para sintetizar la glucosa y desvwrender oxigeno, mientras que
las células quimiorganotréficas de los animales oxidan a la glu
cosa y a otros productos de la fotosintesis a expensas de oxi-
geno molecular, para asi liberur energia y diéxido de carbono.
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1.2.1 Agua.

Las bacterias neceuitarn, para crecer y multiplicarse,gren
cantidad de agua en sus inmediucioneas. Bl agua es el vehlculo
por la cual los materiales esenciales penetran en la célula y
salen todos los desechos, No es sélo un reactor en procesos
metag?liccs sino que tambiédn es parte integrante del protovlag
ma.

Las bacterias, igual que todas las demés células vivas con
tienen gran proporcién de agua. IEsta es el nrincial componen
te de las células y representa del 7% al 85 % del peso total. 5)

'El agua a causa de su abundarcia y ubicuidad era conside
rada con frecuencia un liquido inerte, meramnente destinada a
llenar espacios en los organismos.vivos. Pero en realidad sg
bemos que el agua y los nroductos de su ionizacién, los iones
hidroxilo e hidronio, son factores importantes en la determina
cién de la estructura y las proniedades biolégicas de las prg
teinas, de los 4dcidos nucléicos, asi como de las membranas de
los ribosomas y de otros muchos comnonentes celulares.

Il nunto de ebullicién, tensién sunerficisl, calor de vg
porizacién y el de fusibn del agua, son mds elevados que el de
otros hidrocariuros, como vor ejem-lo HQS é NH3. '

El calor de vaporizacibn es la cantidad de energia necessg
ria -ara surerar las fuerzas de atraccisn entre moleculas ad-
yacentes en un liguido. Los caloreu de vaporizacifn de algungs
liquidos en sus nunt.ug d. ebullicidén comrarsdos con el calor
de vaporizacibn del agus se dan en la tabla 1.0 .
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TABLA 1.0
LIQUIDO Bvap. cal/g
Agua 540
Ne tanol 263
Etanol 204
n-propanol 164
Acetona 125
Benceno 94
Cloroformo 59

Estas projiedades indican que las fuerzas de atraccién y
su cohesién interna entre molécuias son relativamente elevadasse)

Cusndo dos molédculas de agus se aproximan se establece una
atraccién electrostdtica, esto va acompafiado por una redistri-
bucién de las cargas electrostdticas en ambas moléculdaxz.

Una unibén electrostdtica compleja de esta clase se llama
enlace de hidr6genoc. Cada moléculas de agua es capaz de unirse
cpn 4 moleculas de agua, Fig.l .

Ios enlaces de hidrdégeno Be pregentan entre cuaslquier 4to
mo electronegativo como el oxigeno, nitrégenoc, Fluor y un Ato-
mo de hidrégeno unido covalertemente a otro dtomo electronega-

tivo.

la intensificacién de las fuerzas de atraccidén por la cog
peracibn de muchos enlaces débiles se llama cooperatividad.
El enlace de hidrégeno cooperativo es una caracteristica exhi-
bida tanto por proteinas como por los dcidos nucleicos por ejem
plo. El agua es un solvente mucho mejor que la mayor parte de
los liguidos. El agua disuelve con facilidad com»uestos no ié-
nicos de carsacter polar como azicares, alcoholes, aldehidos y
cetonas. Su solubilidad se debe a enlaces de hidrégeno con gru

pos funcionales rolares.
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Pig.l, enlace tetraédrico de hidrdgeno alrededor de¢ una
mélecula de agua en el hielo. Yas moléculas 1,2 y la moletula
central se hallan en el plano del pansel, la moltcula 3 se halla
por encima de el, y la molécvla 4 detras del plano.

El agua dispersa 6 solubiliza, formando micelzms a los com
puestog que contienen grupos simul tdnees, fuertemente no nola-
res y grupos fuertemente nolares. Tales moléculas reciben el
nombre de anfipdticas. En el interior de las micelas las integ
racciones de Van der Waals, aportan fuerzas de atraccién, adi
cionales. Las interacciones hidrofébicas son la asociacidn de
las porciones hidrofébicus de las moléculas anfipdticas que tien
den a producir gsistemas de elevada estabilidad.

Las propiedades coligativas del agua, tales como el descen
s0 del punto de congelaciébn, la elevacién del punto de ebulli-
cibn, la disminucién de la presién de vapor, etc; denenden del

nimerro de narticulas de un soluto X por unidad de volumen del
solvente.
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1.2.2 Compuestus orgdnicos de crecimiento
bacteriano.

El desarrollo bacteriano gonsiste en .na sucesidn de fases
earacterizadas vor variaciones en las gustancias nutritivas del
medio que se convierten en protorlasma bacteriano, el cual se
comrone de un conjuntc de com~uestos comnlejos. Sin embargo
hay ciertos constituyentes quimicos que, aunjue fYarian grande-
mente de un microorganismo a otro, son componentes bésicos de-
todas las céiulas bacterianas.

Protefnas.

Las proteinas contienen carbono, hidrégeno, nitrégenoc, oxi
geno y casi todas confienen azufrey Existen otros elementos
adicionales ccmo por ejemnlo el fésfore¢, hierro, cinc y cobre .
Los pesos moleculares de las oroteinas son muy elevados, pero
por hidrélisis 4dcida, las mcléculas proidicas dan una serie de
compuestos orgdénicos sencillos de bajo peso molecular: estos
compuestos son los o< -aminoficidos, que difieren entre si en 1 a
estructura de sus grupogs R 6 cadenas laterales,Fig.2.

1

v A\

H+
3
" Fig.2,formula estructural general de 108 oc -aminodcidos
hallados en las proteinas. Los grunos R son diferentes.

Por lo comin,solamente se encuentran 20cF —ghinodeidns dig
tintos en las proteinas.

En las moléculas nroteic:s los sucesivos restos de aminod-
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cidos se hallan covalentemente unidos entre s{ formando largos
polimeros no ramificados. Estdn unidos en una ordepacién de _
cabeza a cola mediante unas unionec amida sustituidas llamadas
enlaces peptidicos, vroducidas por eliminacién de los elemen-
tos del agua entre el. gruno carboxilo de un amino y el grupo_
o —amino del siguiente.

Muchos microorganismos reguieren uno o més aminodcidos _
para desarrollarse, estos aminodcidos representan unidades e-
senciales para el microorganismo que no es capaz de sintetizar
los. Las bacterias gram positivas tienen limitada su capacidad
para sintetizar los aminodcidos y dependen de una fuente exége
na, El requerimiento para un aminodcido déterminado estéd influ
1do con frecuencia pof la comvosicién del medio de cultivo.las
interacciénes entre 1o§ requerimientos de vitaminas y aminod~
cidos son frecuentes. 1,(9).

Los polipéntidos pueden contener centenarss de unidades_
de aminodcidos. lLas cadenas polipeptidicas de las protefnas _
no son, sin embargo, polimeros al azar de longitud indefinida;
cada cadena polipeptf{dica posee una composicidén quimica especi
fica, un peso molecular y una secuencia ordenada de sus amino
dcidos estructurales y una forma tridimensional.(6)(7)(8)(9)'

Las protefnass se pueden dividir basdndose en su composi-
cién en: protefnas simples y proteinas conjugadas. Las protel
nas simples son aquellas que por hidrdélisis vproducen solamen-
te aminodcidos, sin ningun otro producto principal, orgénico_
0 inorgénico. Las proteinas conjugadas son agquellas que por hk
hidrolisis producen no solamente aminodcidos, sino también o-
tros componentes orgédnicos o inorgédnicos. La porcidn no aming
dcida de una vroteina conjugada se denomina grupo prostético.
Las protefnss conjugadas nueden clasificarse de acuerdo con _
la naturaleza quimica de sus grunos prostéticos.(&

En las proteinas existen 4 niveles estructurales. La es-
tructura primaria, consiste en la sccuencia de residuos de ami
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nodcidos. La estructura secundaria, se refieve a la estructu
re helicoidsal o de otro tijo de segmento de la cadena primaria.
Ia adicibén de mnliegues da luger a una estructura terciaria méds
o menos globular del monémero (cadena :legada). Finalmente la
relacibn entre diversas proteinas da lugar a una estructura
cuaternaria, gracias al ensamblamiento de mondmeros idénticos
y distintous para formar un oligbmero. Las estructuras tercia
ria y cuatérnaria se forma gracias a enlaces de hidrbgeno, en
laces hidrofdébicos enlaces idnicos y enlaces de Van der Waasls,
y pueden ser estsbilizadzs gracias a la presencia de enlaces
covalentes S-S .8 ’ ’

Peptonas.

El término ventona se he empleado para definir un produg
to soluble en agua y que es obtenido por hidrélisis de orotef
nas.

Este material contic¢ne una mezcla de aminodcidos libres,
péptidos y proteosas que pueden permanecer en solucién después
de ser calentadas a 100°C. 1la presencia de metales alcalinos
o fosfatos provoca el precipitado de las peptonas; cuando estas
se encue:tran en pH neufro. Es por ello gque deben emplearse
-peptonas producidas a pH cercano a la neutra idad. Todas las
peptonas deben ser elaboradas bajo condiciones estrictus de
control de calidad., Existe wa gran variedad de éstas debido
a las diferentes demandas de lus microorgan ) suds naca ciertos
amino4cidos y néptidos. En general las protefnas empleadas
para la produccién de peptonas soﬁ de dos tipos, proteinas ani

males (incluyendo caseins. gelatina i carne) y proteinas vege
tales (soya). (8),(10),(11).

- Las peptonas se obtienen por diferentes tipos de digestibn
ya sea dcida. alcalina o enzimética,tabla 2.0 .

La hidrélis.s 4eide provoca la ruptura de todos los enla
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ces peptidicos y produce sulanente aninodeidos libres, asimig

mo destruye algunos aminodc.idos imnortantes como el triptéfanogla)’(ll)J

TABLA 2.0
Egcisibn especifica de cadenas polineptidicas:

] 2
~—N C c L ﬂ
ll l H 0
Aminodcido 1 Aminodcido 2
Metodo. Enlaces pevtidicos, escindidos.
Tripsina Aminodcido 1 = Lys Arg.
Quimotripsina Aminodcido 1 = Phe,Trp,Tyr.
Pepsina Aminodcido 1 = Phe,Trp,Tyr,y otros.
Termolisina Aminodcido 2 = Leu, Ile o Val.
Bromuro de cianbgeno Aminodcido 1 = Met.

Los materiales obtenidos por hidrélisis pueden ser empleg
dos por las bacterias como fuente de energia y elaboracién de

més proteinas, HQS, indol, aminas, etcs6)’(7)’(lo)'(ll)'

En la elaboracién de medios de cultivo se recomienda emplear
las pentonas que contengan las caracteristicas aproniadas para
la prueba gue se desea realizar. Por ejemplo en las pruebas de

indol conviene empkear peptonas ricas en triptofanosll)

Es imnortante considerar que ademds de los arinodcidus,
las pentonas contienen otras sustancias que estimulan el creci
miento de microorganismos tales como los dcidos nucléicos, mi
nerales, vitaminas y en ocasiones carbohidratos como los que

ge encuentran en las peptonas de soya.(u)'(lo)’(ll)‘
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Hidrolizados.

Ios hidrolizados son mezclas de péptidos de alto y de ba
jo peso molecular y de aminodcidos, que se obtienen por hidr
lisis Acida, alcalina o enzimAtica a partir de proteinas.

Los hidrolizados usados en microbiologia son:
a) Caseina hidrolizada con Acido. Se obiiene como el hidro
lizado de caseina, mediante hidrélisis clorhidrica de caseina,
conservandose en este proceso hasta cierto grado, las vitami~
nas y los factores de crecimiento. Constituye en general, por
lo tanto, un buen sustrato nara microorganismos y especialmen
te para la multipiicacién de bacilos diftéricos, bacilos tetd
nicos y estreptococos con la finalidad de obtencidén de toxoi-
des y vacunasg. _
b) Caseina hidrélisis (con Acido) exenta de vitaminas. Es-
te hidrolizado se obtiene por hidrolisis clorhidrica de casei
na, siendo realizado este procesc de tal manera que resultan-
notablemente destruides las vitaminas y los demds factores de
crecimiento, en contraste con el punto anterior. Es adecuado_
para la preparacién de medios de cultivo destinados a la de-_
terminaciin microbiolbégica de &itaminas. Es un polvo coposo,_
de color amerillo pélido, que se disuelve fécilmente en agua.
'Su pérdida de peso por desecacidn, a 105°C, alcanza el 5% méxi
mo, el contenido en cenizas de sulfato alcanza 5% médximo, el_
contenido de cloruro de sodio es del 25% aproximademente, el_
contenido en nitrégeno és de 7% méncimo.(ll
c) Casefna hidrolizada (de pancreas) Exenta de anfagonistas
~de sulfemidas. El hidrolizado de caseina se obtiene mediante
descomnosicién enzimdtica. Le hidrolisis da lugar a un eleva-
do contenide en aminodcidos libres. El hidrolizado sirve para
la preparacién de medios de cultivo para microorganismos exi-
gentes, gracies a su insignificante contenide.en antagonistas
de sulfamidas(dcido p-aminobenzoico)se utiliza para la prepara
cibn de medios de cultive destinados a ensayos de sensibilidad’
( de
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gérmenes infecciosos frente a sulfamidas. Es un polvo finamen
te granuloso, de color amarillo »mdlido. Su pérdida de peso por
desecacibn, a 105°c, alecenza 7% como maximo, el contenido en
cenizas de sulfato alcanza 10%, como qnéximo,el contenido en
nitrégeno es de 12% como minimo. Carece de carbohidratos fer
mentables, es fécilmente soluble en ague. En la preparacién

de medios de cultivo destinados a ensayos de sensibiliidad se
utiliza en concentraciones de 3.C g. por 1itro.(lo)’(ll)'

da) Higado hidrolizado (enzimdtico). Se obtiene por descompg
sicién enzimdtica de higado de buey. Se afiade preferentemente

a medios de cultive destinados a la multinlicacidén de trichompo
nas, brucellas, mycoplasmas, gérmenes anaerobios y hongos., El
hidrolizado se utiliza en concentraciones de hasta 25g por 1i
tro. El1 hidrolizado se utiliza en concentraciones de hasta 10 g.
por litro ,en el caso de culiivo de trichomonas, siendo el mi
nimo 5 g. por litro.(lo)’(ll)‘

Extraectos.

Los extractos son productos de maceracidén en solucién acup
,salobtenidos por calentamiento, que seguidemente se reducen a
polvo nor evaporacién. Son ricis en priteinas de bajo peso mo
lecular y en factores de crecimiento. ILos tipos de extracto
més utilizados en microbiologia son los siguientes:

a) Bxtracto de carne. Se obtiene a partir de carme libre de
tendones y de grasas, que se somete a predigestién enzimdticg
mente. Mediante investigaciones cromatogrificas en capa fina,
puede comvrobarse que estd prédcticamen%e libre de carbohidratos
fermentables, resultando especialmente adecuado para la brepa—
racién de medios de cultive destinados a la realizacién de en—
sayos de fermentacidén. Su elevado contenido en albumosas per
‘mite un consumo econémico, de s8élo unos 5 g. por litro.

b) Extracto de levadura. Se obtiene nor extraceciédn acuosa

de levadura de cerveza autolizadn. Debid¢ al elevado conteniQ
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do en vitumina B, ofrece excelentes condiciones de crecimiento
para una serie de microorganismos. Es un polvo fino, amarillo
parduzco, de olor ceracteristico. Es soluble en agua, dando
una solucién clera.,pardo-amarillenta. La nérdida de peso por
desecacién, a 105°C, alcanza de un 5% coro mdximo, el conteni-
do en cenizas de sulfato es de 15% como méximo, el contenido

en cloruro de sédio ey de 2% como méximo, y el contenido de ni
trégenoc es del 10% cumo mimimo. No posee carbohidratos fermen
tables. Y no se detecta albdmina coagulable. El extracto de
levadura se afiade a medios de cultivo en concentraciones de 3 g.
por 1itro, (6),(7),(10),(11).

c) Extracto de melta. Se obtiene a partir de cebada malteada.
Por su elevado contenido en diversus carbohidratis,sobre todo
en naltosa,es adecuado nare.la -reparecibn de ;;edios de cultiwvo
destinados a la multinlicacién de levaduras y mohos. Se utili
za en la »reparacibén de mediosde cultivo, en concentraciones
desde 1 hasta 10 g por litro. Su consistencia es de un polvo
fino a entrefino, su culor es amarillo a parduzco claro, con
débil olor a malta. Su.contenido en cenizas alcanza 1,3%, el
contenidb en proteinas es de 5% como méximo.

L™
Hidratos Qe carbono.

Los hidratos de carbono, sécarides o glicidos, se definen
sencillamente como polihidroxialdehidcs o polihideoxiacetonas.
NMuchcs poseen la formula empirica (CHZO)n s que da a entender
en su origen que se trataba de hidratos de carbono. Estos de-
sempefian las funciones de almacenaciento de energia y comnonen-
tes estructurales entre otras funciones.

TLos polisacédridos (glucanos) se clasifican nuimicamente,
coro homopolisacdridcs, que contienen una unidad monosacédrida
simple que se repite (vor ejemnlo, el glucbgeno, polimero de
la glucose) y heteropolisacdridos, que contienen dos o mds uni
dades monosacdridas que se repiten {pur ejem-lo, el deido hia-
lurénico, un polimero en el que alternan el 4eido D-glucurdnico
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¥y 1la N-acetil-D-glucosamina). Se clasifican también funcional

mente como polisacdridos de reserva o como estructuralesglo)ril)

Las paredes de las células bacterianas contienen péptido
glucanos (mureinas), Heteropolisacéridos del #dcido N-acetilmu
rédmino y N-acetilglucosamina, con péptidos cortos que enlazan
transversalmente y gque contienen D-aminodcidos. Las paredes__
celulares de las plantes superiores contienen celulosa, otros
polisdcaridos y proteinas. Las células animales poseen cubier
tas flexibles que contienen muconolisacAriGos-dcidos acoplados
a las proteinas. Existen tres clases de gluco-proteinas distin
tas, clasificadas por sus restos aminodcidos a los que se ha-

llan unidos las cadenas laterales de oligosacéridos.(8)(10)(11)

Lipidos.

Los lipidos son biomoléculas orgdnicas insolubles en agua
que pueden extraerse de las células y los tejidos mediante di
solventes no nolares, vor ejemplo el cloroformo, el eter, o el
benceno. kxisten diferentes familias o clases de 11pid8§§(lo)(ll)

Los 1lipidos desempefian diversas funciones biolbgicas ims
nortantes, actuandc como: a) comnonentes de membranas, b) cu-
biertas protectoras sobre la suverficie de muchos microorgsnisg
mos y ¢) formas de transvorte y almacenamiento de energia (los
triacilglicéridos desempefian primordialmente el papel de com-

bustibles de reserva en forma de gotas de grasa en las célu~_
1ag)(10)(11)

Los lipidos son transvortados en la singre vor las lipo-
nroteinas del nlasma, de lw=g que existen cuatro clases diferen
tes, que se distinguen nor sus diferentes densidades.

Lé mayor narte de las membranas contienen entre un 50 y_
un 60% de oroteinns, y un 40-50% de lividos. Los 1li{ridos es-—_

-tan presentes en relaciones molares fijns, que vienen determi
nedas genéticamente. Se han nronueszio varios modelos de esbrug .
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tura de mexbrana y asi nodemos observar que la evidencia dada
por los experimentos avoya el modelo de mosaico fluido, el cual
estd constituido por una bicapa de fosfoglicéridos de cristales
lfquidos, en la que nenetran las protelnas globulares parcial
o completamente. Algunas proteinas de la membrana plasmdtica
contienen cadenus laterales olig,sacaridaa que forman protube-

rancias en la superficie celular.( ),(10),(11).

Vitaminas.

Ademés de sus componentes mayoritarios, como son los dci
dos nucleicos, los glucosidos y los 1lisidos, las células vivas
tienen también sustanciras crgénicas que actuan en cantidades
minimas; las vitaminas. Aunque eatas sustancias son vitales
para muchas formas de vida, su importancia biologica se mani-
fiesta por que algunos organismos n> las pueden sintetizar,

(6),(1),(8),(10), (11)-

deven edquirirlas, de procedendia exégena.

Las vitaminas se clasifican en dos grandes grupos; las hi
drosolubles y la linosolubles. La funcidn coenzimdtica de to
das las viteminas hidrosolubles es razonablemente bien conoci
da, con excepcién de la vitamina C. Se necesit:n adends otras
varias sustancias hidrosolubles como factcres de crecimiento
para slgunos microorganismos, nero se encuentran en cantidades
mayores que ellas; se incluye en este gruio el inosito}, la co
lina y la carnltlna.(a) (10),(11),012).

las vitaminas liposolubles csmprenden s las vitaminas 4,
D, E, y K. Solamente los animales superiores parecen precisar
las de procedencia exégena; no s¢ ha nodido establecer todavia
claramente el papel de las vitaminas liposolubles en log vege-
tzles ni en los microorganismos. No -~arece gque sirvan de com-
nonentes de las coenzimas, sino que actian nor otros caminos
que precisan solamente cantidades minimas de ellas. In culti-
vos celulares se a nodido observar Los efectos producidos por

las vitaminas A y_D.(13)
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Aunque estos c m-onentes no bastan cor si solos para pro
porcioner ritmos normales de crecimient.n, cuando la racibn e
suplementa con alimentos naturales, ric.s en factores de creci
niento se observan incrementos en el crecimiento.
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1.2.3. Compuestos inorganicos de crecimiento
bacteriano.

Las bacterias necesitan para su desarrollo determinadés
sales inorgdnicas. Estas deuempefian tres papeles prihcipalessg)
1) El mantenimiento de un estudo coloidal y una presién osmd
tica adecuados.

2) El mantenimiento del equilibrio 4cido bdsico que aunque
menos riguroso que en los mamiferos deben mantenerse.

3) La aceién coco parte de 1las enzimas o como activadores

de las reacciones enziméticas.

Poco se sabe acerca de los requerimientos inorgénices.ver
daderos de las bacterias y de su na-el en la célula debido a
las cantidades minimas requeridas y vnor el hecho de que tales ves
tigios, que se encuentran como impurezas en lds componentes nor
mzles de los medios de cultivo, suelen satisfacer todas las ne
cesidades de la célula. Entre los elementos inorginicos esen
ciales par~s las bacterias estén el azufre, hierro, magnesiov y
tésfore. El azufre es un constituyente de sustuncias tales co
mo cistina, la metionina y la tiamina. ©Puede ser suministrado
a algunos microorganismos en forma de sulfatos: otros requieren
una fuente orgdnica, como la metionina. El hierro es esencial
para el funcionamiento de varias enzimas como se demuestra por
la supresién de la actividad de la catalasa, neroxidasa, hidro
geliasa férmica y cltocromo en células deficientes de hierro.
Fl coprogen, es un compuesto férrico orgénico aislado de algu-
nas bacterias y hongos, tiene probablemente im-ortancia como
sistema transportmdor de hierro. El magnesio narticina en la
fosforilacién de otras reecciones enzimédticas., Los bacilos eg
porulados y neumococos forman largas cadenas en un medio deti-
ciente en magnesio; nevro vuelven a la normalid:d con la adicién
de éste., Los fosfatos juegan un pavel imnortante en la trans-
ferencia de energia; su nivel estd ligi:do al metabolismo; es
insignificante en ausencia de uateriales nutritivus y marcada
mente inhibido por cianuro, dinitro fenol o azida, 'que reprimen
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las actividades metebAlicas. La elevacién y pérdida de fosfato
se altera nor los metales pesad’s seguin se ha demostrado por (17)(18)

) )
medio del estudio realizado por Warig, Wercmin y Mitchell§14}(15)(16’

Ia mayor parte de los estudios sobre los requerimientos
inorganicos de 1lzs bacterias se han orientado primordialmente
hacia(l? determinacién de los que son estrictanente indispensa
bles. 7

Solamente 22 de los 100 elementus quimices encontrad.s en
la corteza terrestre son com»honentes esencinles de los organis-~
mos vivos,tabla 3.0 . Los cuatro elementos més abundantes en
la c?rteza terrestre son el oxigeno, silicio, aluminid e hie-
rro.

TABLA 3.0

Los siguientes elementos son esenciales en la nutriecién
de unn ~» més especies, nero no todns son esenciales Hara cada
esnecie.

1)Elementos de la 2)Rastros de 3)Iones monoa-
materia organica. elementos. témicos.

0 Na*

c K§2+

N Mg2+

H Ca

P c1”

S

Mn
Fe
Co
Cu
n
B
Al
v .
Mo
I
Si
Sn
Ni
Cr
F
Se
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Oxigeno.

En base de sus requerimientos de oxigeno las bacterias se
dividen en cuatro grupos:
1) Aerobios obligados. Son aguellos microorganismos que re-
quieren‘oxigeno para su desarrollo. Por ejem~lo, los aerobios
obtienen energia por la degradacidén completa de los carbohidrg
tos; lLos-anaerobios sélo efectuan desdoblamientos o fermenta-
éiones parciales de Jos carbohidratos. La catalasa y el sistg
ma citocromo que se eacuentra en las bacterias aerobias falten
en los organismos anaerobios.(7)
2) Anaerobios obligados. Son agquellos microorganismos que
exigen una tensidén reducida de oxfgeno para crecer y que no
crecen en un medio s6lido gelificado con una atmésfera de 10%
de COydel aire (18# de oxigeno). Esta explicacién o definicién
no toma en.cuenta factores como potenciamles de éxido-reduccibdn
¥ la susceptibilidad a los peréxzdos, los cuales ueden ser més
importantes que la tolerancia al oxigeno. (19),( 208
3) Anaerobios facultativos. Son aquellos microorganismos por
ejemplo que crecen bien, tanto en ausencia como en presencia
de aire (enterobacterias).
4) Microaerééilos. Son agueldos microorganismos que crecen
mejor en los medios s6lidcs; en tensién reducida de oxigeno
con 107 de Co2de1 aire., Algunos de estos microorganismos pue-
den ser capnofilicos més que microaerofilicos. Por ejemplo
neisserias-patogenas.(19)

El potencial de éxido-reduccidén (Eh) de los medios de cul
tivo determina si habrd des:irrollo o no de un indculo cuando se
transfiere a un medio fresco. Bl Eh de la mayoria de los medios
en contacto con el aire es de +0.2 a 0.4 voltios a pH= 7.0 .
Los microorganismos estrictamente anaerobios son incapaces de.
degarrollarse a menos que el Eh del medio sea tan bajo como
=0.2 voltios. El oxigeno, considerado t6xico »ara los anaero-
bios obligaedos, no es inhibido su crecimiento si-el Eh es sufi
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cientemente bajo. EL Eh de un cultivo disminuye por la exclu
sién de oxigeno, por el uso de sistemas buffer de 6Gxido-reduc-
cién tales como cisteina-cistina o dcido asebébrbico y por la ag
tividad de las células en desarrollo. ILa aereacién tlende a
producir potenciales més positivos. (2),(7),(9).

El oxigeno se toma princivalmente de la atmésfera, y es
poco soluble en agua. Los métodos capaces de aumentar la super
ficie de interfase liquido, gaseosa, son el burbujeo répido del
aire a través de un aspersor poroso o el goteo en reciclado,
aumentando de esta forma el crecimiento microbiano.(z)’(7)’

Anaerobiosis.

Los compueastos como tioglicolato de sodio (HSCHchONa),
‘permiten el crecimiento hasta de los anaerobios més estrictos,
piendo capaces de crecer en tubos expuestos al aire. En los
cultivos mixtos Ros anaerobios estrictos pueden depender de mi
eroorganismos facultativos vecinos, que utilizan el oxigeno y
ciertos microorganismos facultativos (por ejemplo E. coli) que
necesitan cistina para poder iniciar su crecimiento aérobio en
medio de cultivo de tipo minimo; la cisteina no es Wtil para
ello. Es posible que la snaerobiosis estricta disminuya el
ndmerc de enlaces S-S necesarios para el crecimicnto, y que es
tos enlaces sean recuperables gracias a la cistina., Las condi
ciones de anaeroblosis se acommiiande un reducido potencial re

dox (ﬁﬁ)

Biéxido de carbono.

~ Las bacterias no se desarrollan cu:ndio se les »riva por
complets de biéxido de carbono. Esta incaracidad para desarro
1llarse es debida a una interrupcibén de orocesos de sintesis por
lo que el biéxido de carbono es agimilads en la célula.(7)’ g)'

Es dificil va@orar con recisifn la verdacera i. ortancis de
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la asimilacién heterotré6fica de bi6éxido de carbono pero hay
pruebas convincentes de que es ésta una funciédén fisiolégica e
gsencial oara todas las fommas vivas.(zl)’(ez)

Para obtener una atmésfera que provorcione de 5 a 10 %
de 002, 8e pone en un recipiehte cerrado herméticamente una
bujid para que se consuma el O, y se araga al concluir la com
bustidn. ' T/

Las células fotosintéticas y la células heterdétrofas ae-
robias se alimentan en una relacidén llamada sintropia, en los
ciclos de carbono y del oxigéno. Las células fotosintéticas
producen compuestos orgédnicos, tales como la glucosa, a partir
de C02atmosférico y del azua y a expensas de la energla solar.
Las células heterotréficas utilizan compuestos orgénicos produ
cidos por las células fotosintéticas como combustibles y el
biéxido de carbono formado como producto final de su metabolisg
mo vuelve a la stmésfera para ser utilizado de nuevo por las
células fotosintéticas, fig. 3.0 (7),(8)

G;ucosa

0,

L

Celulas
heterotrofas.

Energia H,0

’|solar ‘ 002

FPig. 3.0, ciclos del carbono y del oxigeno en-
la biosfera. ‘
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Nitrégeno.

En elcicle.bid bgico del nitrégeno, las ~lantas obtienen
su nitrégenc en forna de nitrato reduciéndolo a améniaco y ami
nodcidos, estos ultimos son utilizados desnués por los anima-
les y devueltos al suelo en forma de urea o de amoniaco, los
cuales son reoxidzdos a nitratos por bacterias del suelo (so-
lamente las bacterias, fijadoras de nitrégeno pueden emplear
el nitrégeno molecular de la atmésfera, fig. 4.0.(6),(7),()

‘W1 Aminédeidos
NH3

Animales
superiores

Plantas
superiores
L y

Bacterias Amoniaco,
i fijadoras de Urea.
nitrégeno. )
Bacterias Nitrogeno ¢ Bacterias
nitrificantes : atmosferico nitrificantes
(nitrobacter) (nitrosomonas)

i Nitritol

Fig. 4.0, Ciclo del nitrégeno.




26—~
Oligoelementos.

E1 Fe3+, es fundamental para formar proteinas que contienen
grupos lemo en los organismos aerobios, y necesurios para for-
par enzimas que no poseen grupos hem en 10s anaercbioes (por la
toxina diftérica). Otros elementos necesarios son el Zn2+, el
Iy!nz"',y el Mo2+, este dltimo es utilizado vara la fijacidén de N2
¥y para la reduccifn de nitratos. Il Coe+es wtilizado nor las
bacterias que producen vitemina B12' Il 002+no ha sido encon-
tredo en ninguna enzima, y se ha demostrado su poder de inhibi
¢ién de crecimiento microbiologico. Referente al Ca2+, los mi
croorganismos gram negativos no precisan de Ca2+, en cambio el
Ca2+, es un componente importante de la pared de los bacilos
gram positivos y de sus esporas, y al parecer interviene también
en los procesos de excrecién de proteasas en dichos bacilos.(7)

Siderocromos.

Siderocromos y transporte de Fe. A pH neutro el Fe3+fog
me hidréxidos coloidales insolubles, Por esta razén la célule
ha de producir y de excretar compuestos quelantes de Fe3+(es
decir, compuestos que forman complejos coordinados solubles),
facilitando asi su absorcién. La produccién de estos compueg
tos dependen de su bajo contenido en Fe, hay dos tipos de com
puestos capaces de unirse al Fe3+, (siderocromos) los dcidos
hidroxédmicos (-CONH20H), tsmbién llamados siderocaminas y los
catecoles (2,3,hidroxibencencs). El citrato es también un que
lante de Fe3+. (7

Las bacterias entericas, forman un trimero ciclico a par
tir de 1le 2,3, dihidroxibenzalserina, llamado enterobactina o
enteroquelina, mientras que Enterobacter (o aerobacter) produce
también dcido hidroximico (aercbactina). Una especie de Mico
bacterium precisa para crecer de una sideramina, llamada mico
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bactina, producida por otras micobacterias. Ciertos microorga
nismos producen sideromicinas que son andlogos de los antibfo-
ticos, no quelantes, que impiden la capteacién de sideraminas.
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1.2.4 Temperatura.

El calor es una de las formus de energla que nosee la ma-
teria en virtud del mo¢imiento de sus moléculas, El cuadrado
de la velocidad media de las moléculas es nroporcional a la
temperatura. La tem~eraturz es, pues una medida de la intensi
dad de calor en un cuerno y la cantidad de crlor o energia en
el cuervo es el producto de temperatura por masa o volumen y
también por una constarte caracteristica llamada calor especi-
fico. PFrio es un términd que significa simplemente temperatu-
ras més bajas que alguna de referencia, que suele ser igual o
n&s baja que la temperatura del cuerpo animal, tal comola tem-
reratura aembiente. De todos los agentes fisiccs, el calor tie-
ne las mayores-aplicaciones generales y las més importantes con
secuencias para el estudio y cultivo de las bacterias y para
la destruccién de éstas en su em»leo parsa la esterilizacién.(23)

La temperatura influye en la velocidad de las reacciones
quinicas; en general, éstas proceden con mayor rapidez a tempe
raturas altas, cuando las moléculas se mueven més aprisa. Es--
ta influencia se mide yor el coeficiente de tempexratura de una
reaccién a T °C. Y la misma reacci’n a (T+10)°C. Este coefi-
ciente es la relacién de las constantes de velocidad y se ex-
presa por Qloy establece el nlimero de veces que con mayor rapi
dez o lentitud »rocede una reaccibn al cambisar. la temperatura.
Para las reacciones quimicas en general es mayor de dos, mien-
tras que pygra la mayor parte de los procesos fisicos se aproxi
mg & la unidad. En los procesos quimicos vemos que las veloci
dades de reaccifén tienden a2 elevarse en proporcidn geométrica
(aumentando un factor Qlo por cada diez grados) mds bien que
en linea recta. IEn el estudio del metabolismo bacteriano, en
el ensayo de desinfectantes y en los estudios bacteriolébgicos
en general, es importante recordar aue un aumento de lO°C, en
la temperatura, entre los 1imites de 18 a 3700, saelen duplicar
por 1o menss la velocidad de las reacciones. La ordenacién del
-ndmero de muertes por el calor sigue en escnla logaritmica; el
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coclente nor ¢l cual se reduce la asob.acién viable nermanede
constante en ¢l tiemno. Los cocientes de mortw'idad sun, nor
eso, una medida me jor del roder bactericida que los datos de
tiemro y (o) temperatura como base ~ara establecer un punto fi

nal de esterilizacibn.(g)

Si‘bien es costumbre hablar de una temeratura Sptima pa—
ra el desarrollo bacteriano, en un andlisis final es necesario
definir la fase o clase de ectividad bacteriana a la cual se
aplica el término. Lzs bacterias pueden permanecer en estado
de reposo sin evolucionar o pueden morir a determinadas terme-
raturas bajas. EL aumento de temneratura nor encima de un pun-
to determinado inhibe sus actividades y acaba matdndolas. Ia
actividad bacteriana entre estos 1imites extremos es muy varig
da. La tem-eratura 6vtima para la multiplicacién rdnida no es
gsiempre la de meyor cosecha, debido a sue los productos tdxicos
de desecho se acumulen con més ranidez a esta temneratura y el
catabolismo endégeno de la fase de mortalidad tiene, asimismo,
un coeficiente de temperatura mayor que el del metabolismo ana
bbélico del desarrollo, Las temperaturas éptimas de los ~roce
sos fermentativos, proteoliticos y sintéticos no son siempre
las mismas que las del desarrcollo y también difieren entre ellas.
la formmcién de esnoras y flagelos tiene, en algunos casos, tem
peraturas Gptimes diferentes de la formacibn de toxinas y de
virulencia. ‘

Aungue existen bacterias que se desarrollan a temmeraturas
tan bajas como 0°C, y ten altas como 85%, las formas vegetati
vas de casi todas las bzcterias patégenas se desarrollan entre
2¢%¢ y 40°c. Algunas son relativamente insensibles a los cam-
bios de temperatura, mientras gue otras como el gonococo, neu—
mocsco y bacilo tubercaloso, son bastante susceptibles y se dg
sarrollan s6lo dentro de limites que difieren en pocos grados
de su punto Sptimo. Los bacilos del grupo coli, Bacillus an-~
thriacis, Vibrio comma y otros crecen a temneraturas tan bajas
como lu de 1¢°C. y tan altas como de 40°C. o mAs.  Los 1imites
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de temveratura entre los cuales se desarrollan las bacterias

sanr6fitas son adn mucho mis amplios.(g) .

Efectos letales y destrucciédn por calor. Las bacterias
pueden morir por exposicibén a temperaturas bajas y altas. Se
emplean temperaturas letales para obtener productos bacterianos
y deshacerse de matefiélee de bacterias vivas esterilizéndolos
con calor. Estos efectos de la temperatura estédn influenciados
por otras condiciones tales8 como pH del medio y en caso de es~
tar los microorganismos relativamente secos, por la cantidad
de agua residual. En medios H¥quidos:, las bacterias son née
sensibles al calor si la reaccién es 4dcida que se es alcalina,
Para materiales secos la aplicacidén de calor numedo es mds efi
caz que 1a del calor seco, tabla 4.0. (23),(24) -

La resistencia a temperaturas extremas depende de la eapg
cie de bacteria, etapa de desarrollo y si forma o no endospbras,
registentes. la gran resistencia térmica de estas Wltimas se
ha atribuido al estado de deshidratacién y concentracibn del
protoplasma dentro de ellas.

TABIA 4.0

Tieupos de esterilizacién por calor seco.(24)

Temperatura(®c): Tiempo (horas)

140 3

150 - . 2

160-170 1

180 20-30, minutos.
-.185 5- 10, minutos.

El limlte més bajo de temperatura vara el crecimienio bag
terlano puedé estar en relacién con un fenémeno de solidifica-
cibén de l¢s 1lipidos de membraba o con la extrema sensibilidad
de los procesos de iniciacidén de la sintesis nroteica frente
a temperaturas bajas, por encime de las temperaturas méximes,

3
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machas enzimas se desnaturalizan y se produce la muerte celuiz

TLes limites térmicous para el crecimiento de un microorga
nismo son una caracteristice estable de gran valor taxonémico.
En general, las bacterias se clasifican en :

1) Mes6filas.

2) Psieréfilas (6 criéfilas)-Psicrotro
ficas.

3) Terméfilas-Termodiricas. (25)

Temperaturas bajas.

Las temperaturas bajas son mucho menos destructivas que
las altas. In le mayoria d< los casos, temperaturas de 5 a
10°C. son Utiles para conservar las bacterias vivas durante lar
gos .periodos, los vprocesds metabdlicos se inhiben en gran medi-
da y la vida se mantiene en un estado de reposo. Rara vez se
utilizan temperaturas bajas para la esterilizacién. Si bien
algunas especies, como gonococos y meningococos, mueren rédpida
mente a O°C, los bacilos de la difteria, tifoidea y otros se
han enfriado a lz temperatura del aire liquido y del hidr6geno
liquido (-250°C) ein esterilizacién. La congelacién de las bac
terias en agua es més eficaz que la aplicacién de frio seco,
pero no es un medio seguro de inactivarlas, por lo cual no se
impide la diseminacién de la fiebre tifoidea nor medio del hielo
contaminado. ILasg congelaciones y descongelaciones revetidas
metan muchos més organismos gque una sola congelacién.(26

Los microorganismos Psicrotréficos son aquellos canaces
de crecer a 500 o tempersturaz inferiores, sin tener presente
su temperatura optima de crecimiento. El termino Psicréfilo
hace referencia ala temperstura optima de crecimiento sin te-
ner en cuenta su temperatura minima de crecimiento. TLos mieroor
ganismos termofilicos son aguellos que no solo resisten el tra
tamiento térmico a temmeraturas relativamente altas, si no gue
las necesitan nara su crecimiento y actividadea_metabélicas.§’
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Los microorganismos termoduricos. gon aquellos que resisten el
tratariento téruico a temperaturas relativamenie altas, pero

. 2
no crecen neces:rizmente a estas temneraturus.( 5)

Esterilizacién por calor.

El calor es el agente fisico que tiene anlicacibn més ag
plia y eficaz vpara la esterilizacién. Se puede anlicar hume-
do o seco, dependiendo la eleccidén de la naturaleza de los ma
teriales a esterilizar. Los dos métodos muestran, ademéds bag
tantes diferencias en su eficacia a la temperatura dada. E1
reconociniento de este hecho se debe en gran parte a las pri-
meras investigaciones de Koch.(6 ’

Estas obeervaciones demostraron gue las esporas del car-
bunco se destrufan por ebullicién en agua (100°C) de uno a do
ce minutos, mientras que el aire seco s6lo era ericaz a 140%
durantéitres horas. Isgta diferencia ha sido repetidomente con

(6),(7),(9)

firmada por muchos otros investigadores.

El calor seco destruye las bacterias por oxidaciébén; la
accién del calor himedo es més rdpida y completamente distin-

- ta, ya que es por coagulacién de las proteinas. Ias bacterias
expuectas al calor himedo o al vapor, absorben agua y se hacen
coagulables. También absorben, en el caso del vanor, el cealor
del agua de condensacién (537 calorias por mole)., Esta es otra
ventaja del vapor y ademés la humedad hace que materiales como
apbsitos y pafios quirdrgicos e instrumentos de maders, sean me
jores conductores del calor y aumente mucho el poder de penetra
cibén del calor hﬁmedo.(6)'(9)

El calor htmedo puede ser aplicado vor ebullicidn del agua
(100°C), vapor fluente a le presién atmosférica (100°C) o como
vapor a presién, cuya temveratura y eficacia como agente este-~
rilizante aumenta con la wresién. Las esporas de algunas bac-..
terias del suelo que permanecen viables desples de varias horas
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en el vapor flue:sie, mueren en pocos minutos bajo la nresién

a 120-140°C. Es importante gque el vanpor esté satu-ado; es de
cir, que tenga toda &l agua que la temreratura nermite. Ll va
por no saturado .0 el llamado supercalentado es menos eficasz,
posiblemente por su relativa sequedad. Se ha ‘dicho que noxr
‘encima de 12500. el wvanor sunercalentado es aobrengSado en po
der esterilizante por el vapor fluente a 100°¢. 6V,

La ordenacién de las muertes da una nurva logaritmica tan
to para el calor seco.como para el humedo, sélo la velocidad
es -diferente.

Métodos précticos de esterilizacién.

-Combustién. Para objetos que han de ser destruidos o que
~resisten la incandescencia, el fuego directo es un nétodo se-
. guro y-fécil de esteriligzacién. Agujas bacteriolégicas, lami
-nas de:vidrio y’otrOS;pequeﬁos'objetOS'usados para mane jar-las
. bacterias se acostumbra flamearlas paséndolas por la 1lama de
. Un-mechero bunsen o de aleohol.

. -hire celiente. . Ia'esterilizacién se-lleva a cabo en céd-
maras de aire caliente de disefio sencillo y distinta forma  que
consiste, por lo regular, en una caja metdlica de‘doblefpared,
-recubierta de material aislante para conservar el calor; el ca
lentamiento se hace por aire circulante calentado por mecheros
. de gas o por irradiacién de resistencias eléctricas colocaias
entre las dos paredes..Van provistas de un termémetro en la
.parte suverior.y de un dispositivo automdtico para regular la
temneratura. Para asegurar la esterilizacién de los objetos
en una de estas cdmarus, la temveratura debe mantenerse entre
150 .y 160°¢. durante una hora. Los pafios de algoddén se “hies-
tan a 200°C. 1a esterilizacién ror el calor seco suele utili-~
zarse en el laboratorio vara caj~s de petri, matraces, tubos
de -ensayo, jeringuas y pivetas y tanbién "ara muchos articulos
que se estropean por la humedud, tabla 4.0 . (6),(7),(9)
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Calox himedo., Diversos instrumentos jeringas y otros °b
Jetos adecuados se pueden esterilizer por ebullicién en agua.
Bastan cinco minutos para matar las formas vegetativas de to-
das las bacterias; las esvnoras requieren, en general, una o
dos horas, si bien hay esvoras de algunas bacterias sapréfitas
del suelo que han resistido dieciseis horas de ébullicién. Ia
adicién de Ha2003 en una concentracién de 13 al agua en ebulli
cién acelera la destruccidén de las esporas y evita la herrumbre
en los objetos de metal esterilizados de este modo. La adicidn
de 4cido fénico, en vroporciébn de 2 al 5%, al agua hirviente,
asegura la destruccidén de esporas del carbunco en diez a quin
ce minutos,

Pasteurizacidén., Algunos alimentos, en especial la leche,
se dejan libres de bacterias natégenas por este procedimiento,
que supone el calentamiento hasta unos 60°C, durante t{reinta
- minutos y enfriamiento rapido a 13%¢, o menos.

Vapor fluente. El vapor fluente se usa cominmente como
método de esterilizacién mor el calor. S§ puede llevar a ca-
bo en una simple vasija de las usadas en la cocina. En los
laboratorios, el aparato original de vapor ideado vor Koch ha
sido reemplazado por otros construidos con el sistema de este
rilizador de Arnold. En éstos, el vapor se genera por ebulli
cién de una peguefia cantidad de agua y circula por la cémara
del esterilizador; el agua de condensucién vuelve a rellenar
el agua original, en donde sigue en circulacién. Ia exposSi--~
cién al vapof en uno de estos aparatos asegura le nuerte de
las formas vegetativas de las bacterias en quince a treinta
minutos.

Esterilizacién fraccionada. Se emplea para la esterilizg
cibn, a 10000, de medios de cultivo. Consiste en la exposicién
repetida de los medios a 100°C. Durante tres dias consecutivos,
quince a treinta minutos diarios. En los periodos intermedios
de incubacién las esnoras viables ge desarrollan en formas ve

getativas que son destruidas en el siguiente verfodo de calenta
miento a 100°C. Tres de estos ciclos agseguran la esterilidad,
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Se debe recordar gue este método es aplicable solo a me-

dios favorables al desarrollo bacteriano en los %ge fégi%m%nte
las esporas se desarrollan en forma vegetativas. ),(7), (9

Excepcionalmente, el método puede fracasar aun en medios
favorables, cuando hey bacterias anserobias esporuladas. Se
ha observado que durante los intervalos de esterilizacién frac
cionada se desarrollan esporas anaercbias después de la siembra
de los medios con otras bacterias cuando la simbiosis hizo po
gible su desarrollo. Con este método se han encontrado bacilos
del tétanos en cultivos, de bacilos diftéricos empleados vara
la produccion de toxina. Ademés, esnoras que han sido levemen
te dafiadas por el calor pueden necesitar para su germinacién
un tiempo més largo del usual. 9

Vapor e presién. EL uso del vapor a presién es el método
de esterilizacidén més poderoso que se conoce. - Se aplica a la
esterilizacidén de objetos, ropa y de todas agquellas cosas que
por :utemafio puedan ponerse en el aparato y que no se daflen
con la humedad, En el laboratorio se emplea »ara la esterili
zacién del instrumental infectado, tal como matraces, tubos de
ensayo y cajas de petri que contienen cultivos. Il avarato em
pleado recibe el nombre de autoclave, de éstos hay muchas cla
ses y son fijos o portdtiles. Consisten fundamentalmente en
ung cémara metdlica de paredes resistentes, con una tapa o puer
ta que se asegura para resistir la presién interna de vapor.
Van provistos de manémetro y vdlvula de seguridad. En los nés
sencillos, el agua se coloca en el fondo de la cémara, donde .
hierve por aplicacién directa de llama de gas, hasta que el ai
re es reemplazado por vapor; entonces se cierra la vdlvula y
se continda la aplicacién de calor hasta alcanzar la presién
deseada. En los modelos fijos mds complicados el vanor se su-
ministra por tubos de calentamiento. Cualquiera gue sea el no
delo, es necesario desplazar todo el aire de la autoclave antes
de cerrar la vdlvula, ya que de otra forma la aplicacién de cg
lor entre hiimedo y seco redundaria en pérdida de eficacia.
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Cuando se ha caomnletsdo 1la esterilizacidén se dismunuye noco a
poco la ‘'resibn, porgue si ésta lLaja rédridamente vor abrir an-
tes de tiemno la salida del vanor se produce la ebullicidn si-
bits de los liquido. csntenidos wn los frascos y matraces, con
la consiguiente expulsién de los tapones.

La exposicibn al vanor en autoclzve a guince libras de pre
sién (sobre la precsibébn atmosférica) durante quince a veinte mi-
nutos es suficiente pare destruir todas las formus de vida bac-

(6),(7),(9).

tericna incluso esporas, tabla 5.0

T:BLA 5.0
Temperaturas de vanor en el autoclave @ varias presiones.

Presiongs . Temperatura Presioneg Te%peratura

1b/in oC 1bv/in C
0 100.00 16 . 122.00
1 101.90 17 123,00
2 103.60 18 124.10
3 10%.30 19 125.00
4 106.90 20 126.006
5 108.40 21 126.90
6 109.80 22 127.80 .
i 111, 3¢ 23 ‘ 128.70
8 112.60 24 129.60
g9 113.90 25 130.40
10 . 11%.20 26 131.30
11 116.20 27 132.10
12 117.60 28 132.60C
13 ) 1138.%0 29 133,70
14 119.90 30 134.50
19 121.¢0

La presencia de cualquier volumen de aire enel autoclave,
invalida las lecturas de temperatura del cuadro.
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Desecacién.

Por el proceso natural de desecacién en el aire las formas
vegetativas de la mayor parte de las bacterias patégenas mueren
en pocas horas. Aun en bacilo tuberculoso, que es algo més re
sistentes que otras bacterias, muere nor desecacifémn en el aire
en slgunos dfias. La limpieza de paredes y pisos y la deseca-
cién natural ha reemplazado ampliamente los procedimientos més
antiguos, costosos e ineficases de fumigacién en la desinfec~—
cién de las casas, ocupadas previamente por pacientes con en-
fermedades transmisibles.

Las endosporas que sobreviven durante mucho tiempo en el
aire, suelo y objetos secos, son més resistentes a la deseca~
cién.

Bn general, se puede decir que las bacterias sometidas a
desecacién se reducen mucho en nimero, pero sé¢ ha observado tam
bien que las sobrevivientes a la desecacién inicial, si se eje
cuta edecuadamente permanecen viables por periodos muy largos,
por lo que la desecacién, considerada en general como destrug
tiva para las bacterias, es una manera Util de conservar culti

vos bacterianos a salvo de mutaciones o produccién de varian-
tes. (9)

Para lograr este resultado la desecacitn debe ser rdpida
¥ en estado de congelacién. Flosdorf y Nudd han demostrado que
las bacterias congeladas y desecadas en su aparato de "liofili
zaci?E; conservan la virulencia & sus caracteristicus generu-
les.,
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l.2.5 7pH

Los pequerios niumeros gue representan las bajas concenira
ciones que de iones hidrégeno e hidroxilo existen en el agua
son poco cémodos de escribir y de expresar. En 1909, Sgrensen
introdujo el termino pH, definido en relacién a la concentra-~
cién del ion hidrégeno, cuya expresién simplifica notablemente.
El pH se define como sigue:

pH = log (1/[[H] ) = -log H

La forma de expresar la concentracién de ion hidrégeno me
diante el pH se ha generalizado para expresar cantidades muy
pequefies. Por ejemplo, pOH=-log OH ; pKH20=-log KH20 :
pKa = ~logKa; pKps= -log Kpa.(27

La mayoria de los microorganismos toleran cambios de pH
de hasta 3 y 4 unidades, pero todo cambio suverior a una uni-
dad afecta al crecimiento.(7)'(8)’(9)

Il nivel méds bajo de pH tolerado depende de la concentra
cién de Acidos orgédnicos presentes en el medioc. Cuando més ba
jo sea el pH, mayor serd la oroporcién en gue un &cido bresen
ta su forma disociada. ‘

La concentracién de hidrogeniones ejerce su influencia so
bre la accién de los desinfectantes por afectar a éstos y a las
bacterias. Cuando estdn suspendidas en un medio de pH = 7.0
lag bacterias tienen carga negativa, un aumento del pH resulta
rd en un aunento de 1a cargs y puede alterar la conceniracién
efectiva del agente quimico en la superricie de la célula., Tam
bién el pH determinara el grado de ionizacién del desinfectante,
en general, las formas no disociablies nasan oor las membranas

celulares més fécilmente que las relativamente inactivas formas
ionicas.(7)1€(9),(12)
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E1 funcionamiento correcto de una célvla bacteriana requig
re el mantenimiento de su proteina citopldsmica en un estado
colofdal organizado. Los agentes gue desorganizan esta situa
ci6n, por coagulacidn o precinita:zién, reducen la actividad ng
tencial de las enzimus, ya que lazs reacciones enzimdtica ocu-
rren en sitios especificos de la enzima. Cuando estns agentes
reaccionan en concentraciones téxicas con lis nucleoproteinas,
1 nmuerte es inevitable. ITos 4cidos, dlcalis, alcohol, acetp
na y otros solventes orgéniccos se encuentran entre los agentes
quimicos que acfian primariamente desnaturalizando las protei

nas activas.(lz)

E1l pH influye sobre la velocidad de incornoracisn de los
solutos a la célula bacterisna, ya que los iones H+y OH tienen
libre acceso a la superficie exterior de la membrana. Se ha
verificado pocos estudios sobre el efecto del pH sobre la ac-
cién de los distintos procesos de transnorte de solutos. No
cbstante, se ha demostrado que el pl puede afectar a la cava-
cidad de las proteinas de transporte de Sacharomyces cerevisiae
para distingir entre K*y Na+; cuando el pH es bajo, se incor-

vora preferentemente el g+, (12)

Los 4cidos y 4lcalis pueden ejercer su actividad desinfeg
tante por sus iones libres HT ¥ OH por la molécula disociada
¥y por alterar el pH del medio en que se encuentra el microor-
ganismo. Los dcidos minermles fuer'es y dlcalis fuertes tienen
un poder desinfectante pronorcional a su grado de disociacién
en las soluciones. Algunos hidréxidos, como el hidréxido de
bario, son més eficaces de lo que se esperaria vor su grado de
disociacién, indicando que el catién metdlico ejerce accidn
xica directa sobre las bacterias. El dcido bérico en solucidn
1% o al 24 se disociz muy poco y es un antiséptico muy débil,
rero no es irritsante ¥y por eso resulte muy dtil vare 1z limpie
za mecdnica de Jos ojos y otros tejidos delicudos.(ﬁ)’(7)’(9)~

La actividad de Jos dcidos orgfhnicos es, al rarecer, debi
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do a su molécula intacta, puesto que se disocia menos en soluy
cidn que los 4cidos minerales; pero algunos son mis activoes co
no desinfectantes. ZEl 4cido benzoico es unas siete veces mids
eficaz que el dcido clorhidrico, demostrando esto que la molé
cula completa o el radical érganico tiene poder desinfectante.
El acumulo del dcido ldctico y otros édcidos orgénicos durante
el desarrollo y metabolismo bacteriano retrasan y finalmente
detienen el desarrollo en muchas esvecies de bacterias. Los
d4cidos etil metil parahidroxibenzoico son mds fungicidas que
bactericidas. &£l Acido para aminobenzoico se ha emvleado con
éxito en el tratamiento de las enfermedades por Ricketsias y
el Acido para aminosalicilico en el de la tuberculosis. los
propionatos-,se han emnleado los propianatos sédico y calcico
han resultado wWtiles como preservadores de alimentos.(7)'(9)
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l.2.6 Curvas de creciwiento.

Desde el vunto de vista de los estudios bioquimicos, el
crecimien%o bacterianc acostumbra definirse en términos de mza
teria celular, mientras que en estudios genéticos o infeccio-
so8 se habla més de ndmero de células, ambos conceptos son pro
porcionales en condiciones de crecimiento continuo, vero esta(7)
relacién vuede variar si lo hacen las condiciones de crecimiento.

Ia masa celular puede determinarse directamente en térmi
nos de peso seco, o indirectamente en térmiivrs de volumen total
celular o contenido de nitrégeno. Asimismo, el indice mds dtil
es el de la turbidez,ls cual en un fotocolorimetro o en un eg
pectrofotbuetro ﬁermite que gse siga la denuidad del cultivo a
medida que éste crece. La absorcién de la luz por los cousti
tuyentes celularss coloreados es insignificante a longitudes de
onda entre los limites visibles. Ia mayor parte de la turbi-
dez es debida a la dispersién de la luz que depende del eleva
do Indice de refraccién de las bacterias (alrededor de 25% del
sélido, contra el 1 al 2 % del medio).

En general se emplean longitudes de onda situadas entre
490 y 550 nm: cuanto méds baja la longitud de onda, més alta es
la dispersién de la luz, aunque nor abajo de 490 nm, la absor
cibn por productos amarillentos debido al tratarie. to por el
autoclave puede ser importente. ILa turbidez es lineal con una
densidad bacteriana entre 0.0l mg de peso sece por ml (una 107
celulas por ml.) y 0.5 mg nor ml. Ia adicién de una nequefia
cantidad de sal o de azucar determinard uns apreciable contrac
cién enla bacteria. Y aunque en este caso decrezca ls seccién
transversa, aumentard el indice de refraccién. con 1o cual se
nroduce un incremento en la dispersién de lsa luz.(7

%1 crecimiento bacteriano. si el medio es adecuavo, es tipica
mente del tino exvponencial. Sin enmbargo, los cultivos que
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crecen en forma exnonencial acaban frenandeo su crecimiento, que
finalmente cesa del todo, ya sea debido a que una de las sustan
cias nutritivas indispensables se agota, o por la presencia de
una acumulacién de sustancias inhibidoras (frecuentemente édci
dos orgénicos o alcqhol). En este paso de una fase logaritmi
ca a una fase estacionaria, las células disminuyen su tamafio,
ya que se dividen rucho méds rdpidamente de lo que crecen, adg
més, se producen cambios immortantes en su composicién macromeo
lecular, por lo sue pueden llesar a perder narte de su conte-

(1

nido intracelular en k%, fig. 5.0

Si las células que se encuentran en una fase estacionaria
son trasladadas a un recipiente conteniendo medio recién prepa
rado, aparece una fase de adantacibén cuya duricidén depende del
propio microorganismo, y también del medio utilizado, esta fa
se es de mucho mayor duracidén si se emplea un medio minimo que
-~ 81 se emmlea un medio rico en nutrientes. La adaptzciin afecta
més al ndcerc de células gue a2 su masa ya que las células de
la fase estacionariz aumentan su tamailio antes de ernezar a di

(2),(7)

vidirse, fig. 5.0

Si las células que crecen de forma exponencial en un me-
dio rico en nutrientes son trasladadas a un medio idéntico re
cién preparado, 1la fase se adaptacién no aparece. Tl traslado
de un medio minimo a un medio rico puede dar lugaer o no a una
facze de adaptaccién, es més rrobable nue dicha fase anarezea si
se emplean indculos pobres (por ejemplo por debajo del nivel
de turbidez visible). Uno de los factores que favorecen la g
varicifén de una fase de adaptacién es la inhibicién del exreci
miento por accién de contaminantes del medio (vor ejemplo ja
bén o iones metdlicos vpesados). Otro factor considerado es la
necesidad de acurular el CO2 necesario nara 1os procesos de ~
biosintesis.(7)’(9)

Las células que se encuenitran en una faze estacionaria de
creciniento presenton cambios quirizos de tiPo adavtativo alue
avmentan su estabilidad. Sin embargo. si 1a incubzcidn conti
nta les cédlulasz mueren y law consiguientes olternciones de
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membrina activan lus enzines aut:litic.s. los pr.ductos libe-
rados por los »nroces.s de autbdlisis observan .an creciriento
eriptico, que mantiene a unea nocus células supervivientes; de
ahi que 1:s mutantes més resistentes se ucumulen a pesar de que
no exista un verdadero crecimiento.

Crecimiento exponencial.

El grado de sintesis de las sustoncia bacterimnas en la
fase exponencial de crecimiento es proporcional en todo memento
a la centidad presente en dicho momento.

OB /2t weB eiieiinciiiinaana (1)

Donde B es la masa bacteriana, t es el tiempo yoC la cong
tante de crecimiento instantaneo parzs el cultivo (el incremen-
to relativo por unidad de tiemno), de agui:

4B/ B =opt, (6 Jin B=ocCt)...(2)

Integrando:

§7Bt=g;30 e°<-’£: y..o-oa.---.o.-.o-ao.(‘_})

/
InE./Bo = t, O 1nBy= 1n Bo + o€t N ¢ D

De agqui que en esta fase la gréfica de logaritmo de B en
re.acibn con el tiemvo de una linea recta. ZIEste gréfica semi-
logaritmica se usa generalmente para lis curvas de crecimiento
bacteriano. ILa masa bacteriana aumenta exponencialmente con
el tiemvwo, lo que significa que el logaritmo de 1z mase aumenta
linealmente con el tiemno, por lo cual este tino de crecimien—
to se denomina exponencial o fase logaritmica,fig. 5.0 .

Ocasionalmente es necesario convertirla constante del
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grado de crecigiento instanténes o , que expresa sus unidades
de tiempo-} en unidudes de tiem-o més habituales C1= 7./6¢

Este tiemvo de generacién instantdnec €7 representa el tiemno
que seria necesario para duplicar la masa en caso de que el
grado de crecimiento o<Bo del tiemnwo cero no cambiara. No obg
tante, el valor de B, y por lo tanto de o B, en el crecimiento
exponencial crece c.nstantemente, y al final de una duplicacibn
el grady de sintesis célular es dos veces lo que fue en su co-
mienzo. De aqui que en el cultivo gque crece exponencialmente,

el tiemvo de duplicacidén real, tD’ es n&s corto que ‘T‘,fig.6.0 .
La rekacifn entre los dos es variable mediante la colocacién

de B, a 2Bo {es decir, una duplicacién en la ecuacién (4).(7)’(9)’

in Bt/ Bo = 1In2 =ec¢ty
tp= (1/e¢ ) 1n 2 = 0.69 (1/o¢) = 0.69T

é CT: 1.45 tD.

El tiempo que tarda el cultivo en duplicarse recibe el
nombre de tiempo medio de generacibén o T™G. En general, el
grado de crecimiento se expresa en términos de tD o de su re-
efproco A (=1 / tD), que es la constante de c¢recimiento expo-
nencial, expresado en generadiones por hora.

Estas relaciones se dan grdficamente en la f£ig.6.0, la
cual muentra tambiéhila curva de crecimiento exponencial cuan-
do se presenta lineslmente y no en forma logaritmica en relacién
con el tiemvo. Podria obtenerse la misma curva si en vez de
medir el nimero de células en ningun momento son distribuidas
al azar en relacidén con la fase del ciclo de divisién: de aqui
que la velocidad de mparicién de células nuevas en el crecimien-
to de un hinotético cultivo sineronizado en forma perfecta se
describe en la fig. 7.0 .
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I.- Fagse de adantacién.
I1I.- Pase exponencial.
III.- Fase estacionaria.

Log. nime~
ro bacteria- /
no o masa Masa / Némero de
bacteriana. Celular. células.

111

|
I
|
|
l
I

N IT

TIEMTO0.

Fig. 5.~ Fases del crecimiento bacterions que 'se inician
con un iadculo de células en fase estacionaria. Obsérvese que
las fases clédsicas definidas en términos del mimero de células
no coinciden en forma vrecisa con las fases de crecinmiento ex-
presad:~ en términ-:s de masa protonldismica.
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Crecimiento
observado.

lasa
bacteria-
na.

e e e e e e ———

Ol» ZD /10 .95
r 1 TI1ENMPO.
} ,,_._T - }
L
Fig. 6 .- Relacién entre tiempo de dunlic.cién exnonencial

(%), constante de la velocidud de crecimiento € ) y tiempo
de generacién (= | /& ) lineal (instanténeo) .
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Ninero
bacteriang.

e L A
1

Tiemno
{(unidad de tD)

Fig. 7 .- Gréfica aritmética del incremento del mimero de
eelulas en el crecimziento ex»onencial hinotéticamente sincréni
co (1inea de truza interrumpido) y asinerénico (1linea de trazo
continuo). In los dus tivos de crecimiento. 1a masa seguiria

la linea continua.
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2.0.0 OBJETIVO.

El objetivo que persigue el siguiente trabajo es el de eg
tudiar materias primas, como extractos y peptonas, utilizados
en el desarrollo miecrobiano (p. ej. formulacién de medios de
cultivo). Basidndose dicho estudio en curvas de crecimiento
(como parfmetro microbiolégico), de S. aureus y E. coli, en
los diferentes sustrafos utilizados.
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3.0.0. [KATERIAL Y LETODD.

3.1.0 Material y anaratos.

1.~ 2 matraces de 3000 ml.

2,~ 6 matraces de 1000 ml.

3.~ 2 matraces de 300 ml.

4,~ 5 matraces de 50 ml.

5.~ 6 tapones de hule horadados.

6.~ Conexiones de vidrio nara 6 matraces de 1000 ml.

7.- Conexiones de latex.

8.~ 6 jeringas de 20 ml.

9.~ 6 tubos de 20 ml con tunén de baquelita diametro de 1/2 pul.

10.- 15 pipetas dJde canacidad de 1 ml y-de sensibilidad de
0,01 ml.

11.~ 5 pipetus de capacidad de 5.0 ml volumétricus.

12.- 2 probetas de 50 ml, graduadas.

13.- 1 probeta de 1000 ml, groduada.

14,.- Balanza Mettler canacidad 120 g. y sensibilidad de
0.01 g. tipo P-120.

15.- Fotémetro modelo H, (e. Leitz Inc. llew York).

16.—~ 4 celdas de precisién (e. Leitz Inc. New York).

17.- Potenciémetro Beckman, Zeromatic® PHVET:A.

18.- 1 bafio maria con agitucién y recirculacién de agua.

19.~ 1 balio maria sencillo, marca Kinet »ara medicién de

pH a 37°%.
20.~ 5 vasos de vrecivitados de 40 ml nara medicién de pH.
21.- 1 caja de portzobjetos con 50 piezas.
22.~ 2 asas de platino.
23.- 1 mechero.
24.- 1 charola de grom.
25.~ 1 miernsscopio.
26.~ 1 cuaderno de notas.

27.~ Hojes semilogaritmicas.
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3.2.0 Soluciones.

Solucién salina fisiolégica (0.9%).
Agua destilada 4 000 ml
Cloruto de sodio 36 g.

Caldo nutritive esténdar II (pH= 7.4-7.6).

Peptona de carne 4.3 g.
Pevtona de caseina 4.3 g.
Cloruro de sodio 6.4 g.
Agva destilada 1 000 ml.

Colorantes de gram.

Oxalato de awonio-cristal violeta.
-50lucién A.

Cristal violeta 10 g.

Etanol (95%) : 100 ml.

Mezclar y disolver.
-Solucién B.

Oxalato de amonio solucién acuoga al 1%.

Para su emvleoc mezclar 20 ml de la solucién A y 80 ml d

Lugol. (28) : ‘
Yodo 5.0 g.

Yodurc de potasio - 10.0 g. -

Agua destiluzda 1 500 ml.

Triturar en un mortero el yodo y el yoduro de notbasio y
afiadir algunos nl de agua poco & poco hasta conseguir su
disolucién. Almacenar e botella obrca.

Acetona.

Safranina al 0.5% .

Formol al 10 #%.
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3.3.0 Materias primas (LL.P).

CLAVE:
Longitud de onda- M.P. -Microorganismo~Orden nimeric.-~Procedenciw.

l.~ Extracto de levadura.
550~E1-EC-01,testigo, procedencia, Euroupa.
550-E1~-SA-02, testigo, vrucedencia, Europa.
550-E1-EC~03, testigo, prbcedencia, Europa.
550-E1-SA-04,testigo, procedendia, Europa.
550-E1-EC-05, teatigo, procedencia, Furona.
550-E1-SA-~06,testigo, procedencia, Zuropa.
550~E1-EC-07,testigo, procedencia, EBuropa.
550~E1-SA-08,testigo, procedencia, Europa.
550-F1-EC-09,testigo, procedencia, Europa.’
550-E1-SA-10,testigo, procedencia, Eurona.

2.- Extracto de carnse.
550-Ec-EC-O1 ,testigo, procedencia, Europa.
550~Ec-SA-02,testigo, procedencia, Eurora.
550-Ec~EC-C3,testigo, procedencia, Europa.
550~-Ec-S4-04 ,testigo, procedencia, Europa.

3.~ Peptona de carne (digestién péptica).
550-Pc~PECAOL1,testigo, procddencia, Zurovpa.
550-Pc~PLC~C2,testigo, procedencia, Europa.
550~Pc-PSA;O3,testigo, procedencia, Zuropa.
550-Pc~PEC-04 ,problena, procedencia,,furopa.
550-Pe~-PECAO5 ,problena, procedencia, E.E.U.U.
550-Pc~P34~06 ,problena, procedencia, Europa.
550-Pc~PSA-07 ,problena, procedencia, E.E.U.U.

4.~ ©Peptona de carne (digestién triptica).
550-Pc~TEC-01,testigo, procedencia, Europa.
550-Pc-TSA-02 ,tes tigo, procedencia. Europa.
550-Pc~-TEC-03, tes tigo, procedencia, Europa.
550~Pc~DSA-04 ,t0stigo, procedencia, Europa.
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Peptona de casefna (digestién triptica).
550-Pc-EC~01,testigo, procedencia,
550-Pe-EC-02,testigo, procedencia,
550~Pc~5A-03,testigo, procedencia,
550~-Pc~-EC-04 ,testigo, procedencia,
550-Pc~SA-05,testigo, procedencia,

5o
Europa.
Europa.
Eurona.
Europa.
Europa.

6.‘

i

550~-Pc~-EC~-06,problena,
550-Pc-~-EC-07 ,problens,
550-Pe~EC-0E ,problema,
550-Pc-5A-09,problema,
550-P¢~EC-10,problema,
550-Pe-SA-11 ,problena,

procedenciay
procedencia,
procedencia,
procedencia,
procedencia,
procedencia,

Peptona de Hardina de soya.

550-PHES-EC-01,testiga, procedencia,
550-PH3~EC-02,testigo, procedencia,
550-PH5~-54-03,testigo, procedencia,
550-PHS-SA-04, testigo, procedencia,

Z.E.U.U.
E.E.U.U.
E.E.U.U.
E.5.U.U.
E.E.U.U.
E.E.U.U.

Buropa.
Eunopa.
Europa.
Europa.

550~PH5-EC-05,problema, proeedencia, - Europa.
550-PHS~-EC-06 ,problema, procedencia, Buropa.
550~PH8-54~07,problema, procedencia, Europa.
550-PHS-5A-08,probiema, procedencia, Europa.

Peptona de gelatina.
550-Pg~EC-0l ,testigo, procedencia,
550-Pg-EC£02 ,testigo, procedencia,

550-Pg-SA~03,testigo, procedencia,

550+Pg-5A~04 ,teatigo, procedencia,

550-Pg~£C-~05,problens,
550-Pg-EC-06 ,problema,
550-Pg~LEC-07 ,problens,
550-Pg-EC-08,problemsa,
550~Pg~3A~-09 ,problema,
550+Pg~5A-10,problema,
.550-Pg-SA~11,problema,
550-Pg~5A-12,problena,

procedencia,
procedencia,
procedencia,
procedencia,
procedencia,
procedencia,
procedencia,
procedencia,

Buropa.
Europa.
Europa.
Europa.
México.
Mémico.
México.
México.
México.
México.
México.
México.
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3.4.0 Cevpas utilizadas.

l.- Escherichia coli.
2.~ Staphylococcus aureus.

3.5.0 Técnica.

1.~ Preparar 4000 ml de solucidén salina fisiolébgica.
2.— Preparar 3 natraces de 50 ml con 25 ml de caldo nutritivo
estdndar II y esterilizar.

3.~ Preparar 8 tubos con tapbn de rosc:, con 9.0 ml de la so-
lucién salina fisiolbgica prevarade en el puntoN'l y 2 mnmatra-
traces de 3ICO ml con 135 ml de ia solucidn salina fisiolégica
(estos matraces seran 3a dilucién 10‘4).

4.2 Ajustar los badios maria a 37°C .

5.~ dAjustar &l potenciémetrokBeckman.

6.~ Inocular el cald:, nutritive estandar II con E. coli y
S, aureus e incubar 20 horas en bario maria con agitacién.

7.- Tomar 1500 ml de solucién salina fisioldégica del punto N'1
¥y agregar 15 g. de materia prima problema(solucién al 14%) .

3.- Ajuster esta dltima solucién el pH= 7.3-7.5 y distribuir
en 3 partes iguales de 450 ml en matraces de 1000 ml,

9.~ Poner el tapbn de hule con las cunexiones de vidrio unidas
a su resvectiva jering. de 20 ml, y esterilizar todo en conjunto.
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16.~ Repetir los pasos 7,8,9, para la prevaracién del testigo.

11.- Del punto N'6, despues de 2C horus de incubacién estanda-
- rizar las cepas, E. coli y S. aureus, a 60% de transmitancia,

en el fotémetro modelo H.

12.- Ya que se tienen las cenas estandarizadas se hacen dilueip
nes de cada una de las cepas, 10"% 10-% 10'% 10"? {ver punto N'3)
obteniendose de esta ultima dilucién un winimo de 150 ml de
inoculo en un matraz de 3CO0 ml.

4obtenidas en

13.- Se inocula con SC ml de lus dilueiones. 10~
el ounto anterior de la.siguiente manera, en: A

1 matraz con 5C ml de la diluciin de la cena de E. coli

(1074).

1 matraz con 50 ml de la dilucién de la cepa de S, aureus
-4

(1077).

1 matraz no se inocula ya que servira como blanco para las
- lecturas en el fotémetro modelo H.

14.~ Repetir el ~unto N' 13 para la materia -rima testigo.

1l5.- Inoculados los matraces de la materia prima problema y
de la materia prima testig) se ponen a incubar a 37°C en bafio
maria con agitacién junto con los matraces que servirdn como
blancos nara las lecturas.

16.~ Dentro del peribdo de incubacién de los medios de cultivo
de estudio inoculados con E. poli y S. aureus, se procede a
efectuar la toma de las muestras cada 2,4,8,16,24. horas, con
el fin-de establecer una curva logaritmica de crecimiento bac-
terianv.

17.~ La toma de la muestra se efectda por medio de la jeringa
de 20 ml, esteril conectadse a un tubo que desciende hasta el
medio de cultivo. Lz nmuestra tmada es de 15 ml. Se hace un

frotis pars identificeeidén y la mueztra s inactiva con formol
L}
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al 10%, para evitar que E. coli o 5. aureus se sigan desarro-
llando y de esta manera se obtengan falsos resultados, si la
muéstra no puede ser leida inmediatamente,

Procurar purgar €l tubo que desciende a8l medio de cultivo

cada vez que sea tomada la muestra.

18.- A las muestras tomadas se mide la absorbancia en el fotf
metro modelo H., a f* = 55Cnm y se anotan los resultados,
los cuales se grafican en vapel seuiiogaritmico, (absorbancia

v.s. horas).



DIAGRAMA N' I

Parte N'T

Inocular de la siguilente

naneras
Caldo nutrltlvo estandar  ww————p 1 matraz con E. coli.
N'II. 3} matraces con 25 1 matraz con 5. aureus.
ml. 1 matraz como Dlanco.

Ajuste de las cepas de Hacer diluclones, 10"l

B. coli y 5. sureus a : -3

-6-—%—7—0 ~7- 1 d6 Tronomi- ——— 107 ,10 107 , de cada

tancia , =550nm. una de tas cenas estan
darizadas.

Precultivo de 20 horas
en bYafio maria.

obtener un minimo de 4

—— 250ml de la dilucibn 107
que ed la que servirid cowmo
inoculo.

-99_4



1500 nl de solucién salina

PARTE N'IX

1.-450 ml solucién al 1% de
Periodo de incubacidn toma

~—» materia onrima testigo més
50ml de la dilucién de 10

de E. coli.

2.-450 ¢l solucién al 1%
de materia orima testigd

ficiblégice mds 15 g. de  —s—» ngg 50 ul de la dilucidn

materia prima problema. So-
luciin al 1l#. pH= 7.3-7.5 .

10"4de S. aureus.

3.=450 m1 solueién al 1%
de moteria prima testigo

“¥s3in inoculo.

b de muestras, tiempos:2,4,8,
16,24,horas.Hacer frotis de
las muestras.

Periodo de incubacibébn to-

~——pna de muestras,tiemnos;2,
4,8,16,24 ,horas.Hacer fro-
tis de las muestras.

|
AV}
T

Periodo de incubacibn to-

ma de muestras en los tiem-
* pos;2,4,8,16,24,horas. Usar

estas muestras como blancvos.

llacer frotis de las muestras.



Periodo :de incubacién to-

1.~450 ml soluecién al 1% uza de las muestras en los

de materia »rima vroblema -4 tlEEDOS:Q14,8,1§.24,horaa.
™ mas 50 ml de la dilucién 10 g Hacer frotis de las

de L, coli. . muestras. :

Periocdo de incubacibn toxk

1500 ml solucifn salinz fi-~ :
ma de las muestras en los

eigg&ggiggt?ég %215,‘_‘123 ﬁ?tﬁi—-—o& by 2.-450 ml solucién al 1% = tiemnos;2,4,8,16,24 ,horas,
pH = T43=7 % : de materia prima Problema -4 Hacer frotis de las muestrassh
PR = o=t . mes 50 ml de la dilucién 10 : ®

de S.aureus.

Periodo de incubacidn ’toxga
. . de muestras,tiemvos:2,4

3.-450 m1 solucién al 1% 16,24 ,horas.Usar estas &
de materia prima nroblema mrestras como blancos.

ey 135 i . :
gin inéculo Hacer frotis de las muestras.
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4.0.0 RESULTADOS
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5.0.0 DISCUS IONES,

En este estudio se vscogleron aguellias materiws prinas
que son las principales fuentes .de nitrégeno en la formulaeién
de medios de cultivo de enriquecimiento {como agar casoy) y me
dios selectivos (como agar cetrimide iara aislamiento de Pseu-
domonas).

Del conjunto general de ruestras de obtuvieron siete gru-
pos, dos de extractos y cinco de peptonas, les cuales se distxri
buyeron de la siguiente manersa:

1.- EXTRACIO DE LEVADURA,

La muestra que zé4s se aproxima al testigo 550-EL-EC-01,
fue el problema 550-E1-EC-C5, En estas grificas se puede apre
ciar una pendiente similar, lo que nos puede dar una idea del
comportamiento de los extractos incornorados a un medio de cul
tivo. '

Las muestras 550-El-EC-07 y 550-E1-EC09 presentan el mis-
mo caso que los extractos anteriores con le liferencia que la
fase logaritmica se presents en un intervalo de tiemno mds lar
£0. Por lo gue se puede hacer una anreciacién cualitativa del
" tiempd de generacién, siendo este tiempo mAs largo. En estas
muestras al no poder comparar con ninguno de 108 testigos ha-
brfa gue observar su comportamiento al incor-orarse en un medio
de cultivo.

Con respecto a la gridfica 55C-El-EC-03, no es comparable
con los téstigos observédndose una fase logaritmica prolongada.
Posiblemente para un mayor ndmerc de muestras se podrien encon
contrar mds de un resultado similar al obtenido siempre y cuan
do se mentemgan las wismas condicionez. Con resnecto a la gra
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fica 550-E1-EC-(6, se necesita més infurmacién para la inter-
vretacidén de los datos obte:ridos.

Parz S. aureus la Tase de adaptaciédn es generalmente de-
tectaca de 4 a 8 horas.

La muestra testigo 550-El-85A-02, presenta una curva que
para su interpretacién es necesario mdc informacidén como el con
tenido de metales pesados, contenido total de nit:-Sgenc, conte
nido de nitrégeno en forma de aminodcidos, concentracién de mi
croorganismos inoculados y concentracibén de nroductos de dese-
cho, Todo esto debe ser tomado en.cuenta siemnre y cuundo se
presente una curva como la obteaida.

La muestras 550-El-SA-C3, 550-LEl-5A-08, 550-E1-5A-~10, pre
sentan un comnortamiento similar al testigo 550-El1-SA-C4, obserxr
vandose una fase logaritmica comprendida entre 4 y 8 horas.
Debido a lo anterior se recomienda para futuras investigaciones
torar un mayor numero de lecturas para este micruorgauismo en
un lapso comprendido entre 6 y 10 horas.

2.= EXTRACTO DL CAUNS.

Las curvas referentes a ]los problemac y los testigos para
E, coli, son muy similares teniendo ura fase logaritmica entre
2 y 4 horas, con una fase estacionaria muy cercana a 0.1 unida
des de absorbencia. Para S. aureuc , la fase de adantacién se
encuentra entre 2 y 4 horas, con una fase e: tacioraria muy cer

cana a 0.l de absorbancia al igual aue cera 2. coliw

3.~ PEPTON.. BE 34 LE (i, EPTICH).

-y

El testigo ~are I. coli, 550-'e-PEC-0), se puede tomar cg
mno pzrémetro de cognarseidén cunlitativa. Pars lLos problemas
"550=Pe~ul-04, 5H0-Pe~"EE~05  550-FPe=PE .02 .
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Para S. aureus, el problema 550-Pc-PSA-06, es similar con
el testigo 550-Pc-PSA-03, presentando una fase de adaptacién de
O & 2 horas, una fase logaritmica comprendida entre 2 y 4 horas
y una fase de adaptacidén de 16 y 24 horas.
= Para la muestra 550-Pc-PSA-07, el crecimiento en su fase
de adaptacién fue revrimido vero se recuperd en un lapso de 4
a 16 horas, por lo que se espera gue esta rateria prima al ser
incorporada a algun medio de cultivo se tenga que enriquecer
con alguna nateria prima que tenga un alto contenido de nitré-
geno utilizable.

4.~ PEPTONA DE CARLE (DIG. TRIMPICA).

Para E. coli, la grafica 550-Pc-TEC-03 es similar a su
testigu 550-Pc~TEC~01, dendo una curva cuya fase dd adaptacidn
se encuentra entre O y 2 horas, su fase logaritmica entre 2 y
4 horas, su fase estacionaria entre 8 y 24 horas, Teniendo leg
turas menores de 0.2 unidades de absorbancia y mayores de 0.l
unidades de absorbancia vara la fase estacionaria.

Para S. aureus, tenemos que la curva 550-Pe-TSA-04, es
identica a su testigo 550-Pc-154-02, pero c¢on un valor de 10
veces menor. Esta gréfica nus puede dar una idea del comporta
miento del microorganismo en una materia nrima con bajo conte-
nido de nitrogeno en forma de aminéécidos.

5.~ PEPTONA DE CAZEINA.

Para E. coli, los testigos y los oroblemas en forma‘general
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presentaron un comnortamiento de crecimiento del mic-organismo
muy sicilar. Las diferencias pueden encontrarse gn'gl estuble-
cimiento ée la fase estacionaria. La fase de adaptucién se ob
servo de O a 2 horas, la fase logaritmic: se preseut6 de 2 a 8
horas y la fase estacionaria de 8 a 24 horas.

Para S. sureus,el microorganismo al utilizar esta materia
prima presenta un comportamiento muy similar a E. coli, encon-—
trandose la fase de adaptacién entre O y 4 horas la fade loga-
ritmica de 4 a & horas y la fase estacionaria entre 8.y 24 ho-
ras.

6.- TPEPTONA DL HARINA DE SOYA.

Para E. coli, los testigos 55C-PHS-EC-01, y 550-PIHS~EC-02
son muy simwilares entre si. Respecto a los problemas 550-PhHS-
EC~05, 550-PHS-EC-06, los testigos presentaron una fase estacio
naria con un valor mayor de absorbancia que los aateriores prog
blemas. La fase de adaptacidén para testigos y problemas fue
observada entre el tiempo O y 2 horas, la fase logaritmica de
2 a 4 horas y la fase estacionaria de 4 a 24 horas.

Para S. aurcus el testigo 550-PHS-SA-03 y el nroblema 550~
PHS-SA-07, presentan el mismo tipo de gréfica con una fase de
adaptacién de O a 4 horas, una fase logaritmica de 4 a 8 horas
y una fase estacionaria ue 8 a 24 horas.

La grafica 550-PHS-SA04, precenta una t'ase logaritmica muy
pronunciada de 4 a 16 horas por lo cual en un momento dado se
podria suponer que el tiempo de generacién seria muy largo.

550-PHS~SA-08, fue la unica grificu cuya fase de adaptucién
esta comprendida entre O y 2 horas. Conunag fase de adaptaciédn,
logaritmica y estacionaria con un valor de absorbancia 10 veces
menor a la de cualiuiera de los problemus o testigos.
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7.- DPeptona de gelatina.

Para L. coli,los testigus 550-Pg-EC-Cl, 550-Pg-uC-02, wre
gsentaron lus mayores concentraciones de nitrogeno utilizable.
con respecto a sus problem:ss debido al bejo contenido de nitr§
geno utilizable para el crecimiento, es probable que sea nece-
sario-;enriguecer los m-dios de ~:14ivo dJdounde se utilisen.las
muestras 550-Pg~EC~05, 550-Pg~EC<G6 y 550-Pg-~EC-07.

Pare S, aurcus, las grificas compurzbles con el tuotigo
550-Pg~SA~03 son 550-Pg-SA-09 y 550-Pg-SA-10, aqui se recomienda
para estudios futuros hacer un ensayo més amplio vera la inter

pretacién de estas curvas. En el tiempo couprendido entre 4

y 8 horas las curvas presentan un meseta que puede estar en re
lacién con los productos de desecho y/o algun inhibidor. Aquf
se recomienda para estudios ~osteriores considerar curvas de '
pH ‘para obtener una mayor informiacién del comvortamiento de
este microorganismo al utilizar estaimateria prima.

Para el testigo 550~Pg-SA-04, las graficas que se pueden
comparar son las muestras 5950-Pg-S4i-11, 550-Pg~SA-12, las cua-
les tienen una fase de adaptacién de O a 4 horas a diferencia
del testigo se encuentra en un punto dé valor mayor’en abspr-
bancia que sus problemas. Para estas dos muesiras (550-Pg-SA-
12) posiblemente se terdrdn que enriquecer los medios de culti
vo en donde ge utilicen. '

Las cepas con las cuzles se elaboraron las curvas de cre-
cimiento de las materias primas antes mencioncdas fueron rigu-
rosamente controluadas. Para Staphylococecus aureus ue realiza-
ron principalmente las pruebas de tincién de gram,'crecimiento
caracteristico en agar chapman, agar Baird Parker, agur marita

sal comun asi ccmo sus bioquimicas mas caracteristice:

~0Oxidasa (=).
~Formacibén de dcido a nartir de car.
bobkidratos:
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Xactosa (+)
manitol (+)
sacarosa {+)

VP (+)

—Reduccién de nitratos (+)
~Iicuefaccién de gelatina (+)
~Ureasa (+)

~Formzcidén de piguento, oro amarillo

(+).

Para E. coli, se utilizaron principalmente los umedios de
cultivo agar EIMB, agar Endo~C, agur BPLS (USFP XVIII) y sus big
quinicas:

~Indol (+)

~Movilidad (+)

SHS (=)

—Catalasa (+)

~Formacién de 4cido a partir de car~
bolLidrutos: '
lactosa (+)

‘sacarosa ()

glucosa (+) .

~Formacién ce gas de TSI  (+)
~UREASA  (~) '
-Malonato (-)

~Citrato: (=).

In la elaboracién de las zarv.c de crecimiento se vrocurd
utilizar las cepas (L. coli, £. aureug) cuawio presentaran su
faese logaritmica ® creci.iento en un nedio de enriquecimiento.
Esto se logro utilizando ol caldo nutritivo cstandard II, des-~
pues de una incubacién de 20 horaz en buifio naria a 3?00, con
azitacibn gonsta te. Ue estindarizéd eonda ol croorzanismo en un
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rango de 59-61 % de Transmitancia. Todn esto . ton obje%o de
obtener un nimero constarte de microorganigros en el nomento de
hacer las diluciones y la inoculacién en 12 meteria prima a angz
lizar. Es importante hacer notar en este nrunto que se esta pa
sando de un medio rico en una fuente de nitrégeno, carbohidra-
tos y sales a ub medio que contiene una unica fuente de carbo-
no y como fucnte de carbohidratos solo estardn nresentes neque
flas concertraciones en forma de impurezas de la materia prima,
las sales seran proporcionadas por solucién salina fisiolégica
¥ pequefias concentraciones que contiene la nateria prinma.

Durante las diluciones y la inoculacidn se extremaron las
medidas de seguridad para evitar unsa contaminacidn.

En el tiemvo de incubacién de la materia prima analizada
se realizaron frotis vara verificar la composicibén del medio
de cultivo, comprobardo a su vez la seguridad del metodo empleg
do. Otra forma de verificar la pureza del crecimiento es la
siembra en un agar de enriquecimiento y la observacién de la
morfologia de las colonias; a su vez se »nu2de sembrar en medios
selectivos para grampositivos y gram negativos.

Debido a la poca sensibilidad de nuestro fotémetro (0.005
unidndes de abserbancia) no fue posible detectar la concentra-
cién de inoculo por lo que lus lecturas i:ricizles en nuestro
fotémetro fueron 0.0004 en nuestras curvas sewilogari{tmicas se
ran referides a la unidad més baja sienio este un valor hipote
tico. Es necesario aclarar que se utilizosel término absorban
cia debido a la femiliaridad dcl térmi..o al hacer la lectura
en un fotdémetro, nero en realidad se esta obteniendo unz lecty
ra de extincién de lg luz incidida en el medio de cultivo y no
la absorcién de una longitud de onda,

la fose logaritmica de las gréficas obtenidas es cualitu-
tiva, para que fuera cuantitativa se tendria que determinar el
tiempo de generacién del microorganismo & utilizar en un medio
de enriquecimiento, vy en base a esto seguir el crecimients en
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lz materia prima que se esta analizanlo. Por ejemplo, si hipg
teticamente se determinz un tiempo de generacién de 20 minutos
de un mierocorganismo X, al probar este microorganismo en cual-
quier materia prima las lecturas tendran .jue ser tomudas con
un intervalo de 20 minutos como miximo esto peritiria obtener
un tiewnwo de generacién real, de cada una de las materias pri-
mas a analizar y de cada uno de los microorgunicmos que se uti
lizan. Todo esto es considerado debido 2 que el método y el
criterio utilizados estan enfocados a un trabajo de tipo indus
trial y no experimentul, ¢nfocado como ciencia basica.

Las curvas representan de una forma cualitativa lo siguien
te en forma general:

A un crecimiento lento en la fase de adasta:ibn, .n inter
valo largo y una peﬁdiente en la fuse logaritmica de wvalor ni-
merico pequeiio (tiemno de generacién elevado). A un crecimien
to rapido en la fase de adaptacidén, un intirvalo corto, con una
pendiente de valor nimerico alto rara la fase logaritmica (tiem
po de generacién pequefio). ’

No se pudieron determinar indices nucionales. La razdn de
esto fue debido a gue la industrba para medios de cultivo no
existe en nuestro vais, no tenemos capacidad tecnoldbgica indu-
trizl nara producir sertro del nafls todas las materias nrimas
para nedios de cultivo, perd s la caracidad para obteier el
producto terminado . Se encontrd solamente peptona de gelatina
en el mercado nacional, oero de una calidad tan variada que
se debe de tomar con resexrva nara la elaboracibn de medios de
cultivo. La pentona de gelatina nacional no tiene como finali
dad la industria de medios de cultivo si no la industria alimen
_ticia.

Los teutigos de todus las materiae primas analizadas en
el precente tfabajo mostraron una marcada heterogenidud eon la
digtribucibén de su fase'est&cionuria, esto puede s-r debido u
Jna falta de nitrogeno uvtilizable; asl estudios del contenido
de nitrégeno totnl y nitrbgeno en forma de aminodcidos se deben
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hacer en forma paralela a las curvas de crecimiento, sin dejar
de tomar en cuenta un endlisis de metales pesados.

Un anélisis de pH seria valioso ya que esto nos daria una
idea de la contaminacibén de productos de desecho a la que esta
siendo sometido nuestro medio de cultivo, y el tiempo en gque
se presenta su méximo efecto de inhibicién, vpronorcionando la
informacién para comprender la forma en que afectaria las fa-
ses de adaptacibén, logauritmica y estacionaria.
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6,0.0 COHCLUSIUHES.

le~ Las curvas de crecimiento bacterinn: deben de consi-
derarse dentro de los estdndares o nuntos de referencis para
el control de calidad de los medios de cultivo, ya que curvas
con un comportamiento estable podrian detectar calidad y can-~
tidnd de comnonentes que en cierto momento pudieran ser refe-
ridos,.

2.- Las curvas de crecimiento son un andlisis fundamen-
tel nara el control de calidad de los medios de cultivo y se
conviersen en un arma fundamental nara evitar o detectar pro-
blemas que se presenten en el crecimiento microbiolégico en
los medios de cultivo.

3.~ Las curvas de crecimiento deben ser complementadas
con estudios paralelos de pH, andlisis de metales Pesados, con
gentracién de nitrégeno total y en forma de aminoédcidos.

4.~ Este trabajo cumplié con la finalidad de mostrar cua
litativa y explicativamente la relacibn que existe entre cre-
cimiento microbiano y las caraéteristicas del medio de culti-
vo. Lo cual puede dar wn punto de pnartida a estudios posterio
re3 encaminados no tan solo a la indust:io de medios de culti
vo. . :

5.~ las materias primas en las jue mejor se observaron
las fases de adaptacién, logaritmica y estacionaria. fueron
Extractno de Levadura , Peptona de Harina de Soya, Peptona de
Carne (por digestion triptica y pevtica). Esto pudo deberse
a su alto contenido de nitrégéno utilizable vor los microsorga-
nismwos. »
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8.0.0 RESUMIN.

_Se han presentado las curvas de crecimiento de 14 extrag
tos y 42 peptonas, utilizando para ello los micrcorganismos
E. coli y S. sureus. 8Se utilizaron testigos de procedencia eu

ropea y norteawericana.

Los datos nos permitieron observar las fases de adaptaciédn,
logar{tmica, y estacionaria, principalmente en extracto de le-
vadura, peptona de harina de soya, peptona de carnme (por diges
tién triptica y péptica). Del analisis de estas fases se pue-
de predecir el comportamiento de materies prinas al ser incor-
poradas a medios de cultivo. La imn~ortancia de estudios narule
los de pH, metales pesados, concentracidén de nitrsdgeno totul
¥ nitrégeno en forma de aminodcidos, nos permite tener una.idea
mids amplia y clara de la constitucibn de la materia prima y su
influencia en el crecimiento bacteriano.

Las curfas de crecimiento se pueden utilizar nara un con-
trol de calidad en la produccién dén este caso de medios de cul
“tivo. Pero su usoc puede cser extrapolado a todas esas areas don -

de el itrabajo requiera de la utilizacién de microorganismos y
medios de cultivo, lo que va a egtar relacionado con la salud
piblica, la salud animal, la agricultura, lz industria alimen—

ticia y quimico-farmaceutica.

In el presente trabajo los datos obtenidos son cualitati-
vos principalmente. Ya que 2ara hacerlos cuantitativos se ten
dria que obtener un wimero mayor de resultados, dependiendo de
la veloeidad de crecimiento del micruorganismo.

Pebido a los escasos renortes recientes sobre el tema de
materia prima de los medios de cu’ tive la revisién bibliogra-
fica tu¥Vo que referirse a los afios de 1938 en adelante.
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