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INTRODUCCT!I ON

Los microorganismos del género Bacillus son -
bacterias aerobias estrictas Gram +, que tienen forma ba
cilar y que se caracterizan por formar largas cadenas de
bacilos. Ademds forman esporas cuando crecen en medio-
mfnimo (7).

Durante 1a fase de inicfacién de la esporula-
cidn varias especies del género Bacillus elaboran epzi--
mas como las Proteasas, Penicilinasas, Nucleasas, Fosfata
sas, Estearasas y Carbohidrasas, ademds de antibidticos-
polipeptidicos. (27).

Recientemente Vitkovic y Sadoff han demostra-
do que hay cierta relacidn genética entre la produccidn-
de enzimas proteolfticas como las Proteasas, la produc--
cién de antibidticos polipeptfdicos y l1a fase de esporu-
lacidn del microorganismo {(36).

Entre los antibi6ticos producidos per diferen
tes especies de Bacillus, algunos son )Vineales y otros -
son ciclicos, como ejemplo podemos mencionar: Bacitraci-
na (B. licheniformis), Gramicidina S. (8. brevis), Poli-
mixina (B. polimixa), Colistina (B. Colistenus), Micoba-
cillina, Bacillina y Bacitracina (B. subtilis) (17, 24).

La Bacitracina, un antibiético de tipo poli--
peptidico, fué descubierta por Balbina A, Johnson en ~--
1943 y a partir de ésa fecha ha sido objeto de una serie
de estudios. Se ha demostrado mediante estudiosde sus-
propiedades ffsicas, quimicas y biolégicas que el anti--
bidtico es un polvo amorfo blanco, altamente higroscépi-
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co soluble en agua y en otros solventes (18),

£s muy inestable si se encuentra mezclado con
L]
otras sustancias como el cobre. Su estabilidad mdxima-
en solucifn acuosa estd en un intervalo de pH de 4 a 5.

Ciertas formas comerciales de Bacitracina pu-
ra se encuentran mezcladas con Znt*, ya que se ha demos-
trado que es mds estable a los efectos del calor y al al
macenamiento que 1a Bacitracina natural. Por otro lado
se sabe que cuando disminuye su estabilidad, disminuye ~
también su potencia (18).

Estas y otros estudios de composicifn y pro--
piedades ffsicas y quimicas han permitido establecer la-
existencia de diferentes tipos de Bacitracinas que se --
han denominado: A, A', B, C, E, F, Fy, F2, F3 y G; la Ba
citracina A es la mds activa bioldgicamente y las B y C-
son menos activas que A, pero su actividad es bastante -
mayor que la del resto.

La formula qufmica de la Bacitracina A es la-
siguiente: (Cgg Hyp3 01 Ny7 S), y su estructura se mues
tra en la figura No. 1.

Como se puede observar, el antibidtico es un-
dodecapéptido, Ademds la molécula contiene un ciclo he
xapeptfdico y otro thiazolina (9).

Por otra parte la Bacitracina puede ser iden-
tificada mediante cromatograffa en papel y en capa fina.
Existen varios sistemas de solventes que se emplean para
resolveria. Alguncs de eljos son: t-butanol-Ac. acé-
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tico-agua (60:60:34); acetona- agua (70:30) con atm6sfera
de amoniaco; etanol- agua (80:20) y n-butanol- Ac., acéti-
co- agua (4:1:2) entre otros (19), Este Gltimo es el --
mds comunmente empleado, Conforme a lo que reporta la -
bibliograffa revisada se sabe que la Bacitracina produce-
Rfs que van desde 0.2 hasta 0.71 (35) y que &stos valores
dependen del tipo de Bacitracina y del sistema de solven-
tes utilizado.
B

La produccién del antibi6tico por el microorga
nismo depende de una serie de factores: oxigenacibn del -
medio; presencia de fones Mg*t y Mn*t, y de fuentes de --
carbono y nitrégeno; esporulacifn de 1a cepa y produccifn
de Proteasas, entre otras.

La Bacitracina es un antibidtico que tiene di-
ferentes usos y aplicaciones:

a) Camo un potente agente antimicrobiano en --
contra de bacterias Gram + y Gram - en la -
¢lfnica humana y veterinaria.

En l1a clfnica humana se emplean las presen-
taciones altamente purificadas y sy aplica-
cién podrfa ser amplia sino fuera por su e-
levada nefrotoxicidad y ototoxicidad. De-
bido a 1o anterior su uso es casi exclusiva
mente tépico (7).

b) Como aditivo no nutriente en las dietas pa-
ra animales (principalmente aves de corral).
En éste caso se emplean las presentaciones-
menos puras y de baja potencia. E1 uso de
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los antibidticos como aditivos no nutrientes-
en los alimentos tiene varios beneficios como
sen mejorar la eficiencia nutricional del alj
mento utilizado, incrementar el crecimiento -
de tos animales jévenes y reducir los niveles
de las enfermedades de los mismos (18).

De los usos de la Bacitracina mencionados el mé&s
importante es su empleo como aditivo no nutriente en los-
alimentos para animales.

Por otra parte se sabe que desde que se descu---
brieron los antibidticos y se emplearon como antimicrobia
nos se desarrollaron procesos de produccién a nivel indus
trial,

Uno de Tos principales objetivos en la produc---
cién industrial es que ésta sea econfmicamente redituable,
para ello se buscan técnicas de obtencidn aplicables a é&s
te nivel (15, 25). '

Con base a 1o anterior se han desarrollado técni
cas por medio de las cuales se obtienen mejores microorga
nismos en relacién no s6lo a la cantidad sino al tiempo -
de produccidn del antibiético deseado, como son la obten-
cién de mutantes. Los programas de obtencifn de éstos -
microorganismos hiperproductores se caracterizan por ser-
Jaboriosos y tardados y consisten, simplemente, en expo--
ner a la cepa silvestre {(que en forma natural produce el-
metabolito secundario)} al agente mutagénico y seleccionar
posteriormente (de Tas clonas sobrevivientes) a la mutan-
te hiperproductora (11).



Por otro lado se sabe que las mutaciones son -
aquéllas modificaciones que puede sufrir un organismoe a -
rivel de su DNA y que son permanentes y hereditarias.

'

Las alteracicnes producidas en el material ge-
nético pueden ser: Cambios en el ndmero de cromosomas,~
cambios en 1a estructura del cromosoma y cambios dentro -~
de un solo gene. El primer tipo de alteraciones se pre-
sentan exclusivamente en células eucarib6ticas y los otros
dos tanto en eucarifticas como en procaribdticas.

Los cambios en el nimero de cromosomas son co-
nocidos también como poliploidias y como su nombre lo in-
dica son el resultado de un cambio en el nimero de cromo-
somas por la pérdida 6 adquisicién de uno 6 mds cromoso--
mas 6 un grupo completo de ellos.

Los cambios en la estructura del cromosoma son
conocidos como rearregios del material genético, Los -
cuatro tipos de rearreglos mds importantes son:

a) Delecciones 6 deficiencias,
b) Duplicaciones,

¢) Inversiones.

d} Translocaciones,

Los cambios en un solo gene pueden ser mutacig
nes puntuales y mutaciones por corrimiento de fase 6 ---
“frameshift" (33).

Hay dos tipos de mutaciones puntuales: Las ---
transiciones, donde hay el cambio de una base pirica por-



otra pirica ¢ de una pirimfdica por otra perimfdica en -
el DNA, y las transversiones donde hay el cambio de una-
base pirica por una pirimfdica 8 viceversa.

Las mutaciones por corrimiento de fase 6 muta
ciones “frameshift" se deben a 1a pérdida 6 a la adicifn
de uno 6 dos pares de bases en el DNA y conducen a un co
rrimiento de Ta Jectura del mRNA durante la sfintesis --
de protefnas.

Por otro lado se sabe que éstas alteraciones-
se producen en forma espontdnea como respuesta a cambios
en el medio ambiente y ademis se conocen una serie de a-
gentes (fisicos, quimicos y bildgicos) que pueden aumen-
tar 1a frecuencia de mutacibn,

Dentro de los agentes qufmicos podrfamos citar:

a) An&logos de base: Los an&logos de base son-
compuestos cuya estructura molecular es muy
similar a los compuestos que paturalmente -
se emplean para l1a sfntesis del DNA y de --
ahf que sean capaces de sustituirlos duran-
te la replicaci6n del DNA, Ejempla: 5- bro-
mo uracilo,

b) Mutfgenos que alteran la estructura quimica
del DRA: Estos compuestos actudan modifican
do la composici6n quimica de 1os necledti--
dos constituyentes de los &cidos nucléicos,
asf su accidn es independiente de 12 repli-
cacidn del DNA. Ejemplos: Hidroxilamina --
(NH20H), fcido nitroso (HNO2) y los agentes
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c)

alquilantes.

Compuestos que se intercalan en el DNA: Las
acridinas como la proflavina, acriflavina,-
naranja de acridina y los compuestos ICR* -
son los principales compuestos que producen
éste tipo de efecto.

Se sabe que éstos son molé&culas bastante --
planas que son capaces de unirse al DNA, in
tercaldndose entre pares de bases adyacen--
tes obligdndolas a separarse, de tal manera
que se distorciona 1a doble hé&lice del DNA-
(33, 34).

* Institute of Cdncer Research.



Por otro lado, en México la Bacitracina se em-
plea principalmente como aditivo no nutriente en las die-
tas para aves de corral, Se sabe que el consumo anual -

37,960 Kg. y el consumo de Bacitracina (en su presenta---
cidn Bacitracina-zinc) para la produccidn de &stos alimen
tos, fué de 324 Toneladas en 1980 (22).

A pesar de lo anterior el antibiético no se -
produce en México y por ello es necesario satisfacer su-
demanda mediante importacidn. Esta situacibn justifica
el desarrollar en el pafs un proceso de produccién del -
antibidtico. Con é&ste fin se desarrollard un proyecto-
de trabajo que incluye los siguientes OBJETIVOS:

A) Obtener una mutante de Bacillus subtilis-
hiperproductora de Bacitracina.

B) Comprobar que la mutacién sea estable.



i

a)

b)

d)

e)

HATERTIALES

Medios de cultivo,
4

Medio para antibidticos No. 2.
Medio elaborado por Biox6n, preparar si---
guiendo las instrucciones del fabricante,.

Medio para antibidticos No. 1.

bedio elaborado por Bioxdén, preparar de -
acuerdo con las instrycciones del fabri--
cante.

. Medio de praduccidn del antibibtico.

Este medio se utiliza para la produccién-
de Bacitracina. Disolver en 1000 m] de-
agua destilada: soytona 20.0 g. peptona -
de gelatina 10.0 g. dextrosa 10.0 g.Kzso4
1.0 g, MnSO4 0.0 g. Ajustar el pH a 7.0-
con NaOH y estirilizar en autoclave a 15-
1b durante 15 minutos.

Medio 56/2.

adicionar a 1000 m1 de agua destilada: --
KH2P04 6.8 g; (NH4)2504 1.0 g; solucibn -
de MgSO4.7 H20 al 20%, 0.5 ml; solucidn -
de FeSO4.7 H20 al 0.1%, 0.25 m} y soluy~---
cién de CaCl2 al 1%, 0.5 ml, Ajustar el-
pH a 7.0 7.2 con NadDH y esterilizar en ay
toclave a 15 1b durante 15 minutos.

liedioc 56/2 md&s glucosa (Medio Mfnimo).

Preparar en forma similar al anterior, con
una pequefia modificacidn, Adicionar a ca
da 990 m1 de medio, 10 ml de una solucidn-
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de dextrosa al 20% esterilizada a 10 1b du-
rante 10 minutos.

f) Medio rico A3 sélido.
Este medio se utiliz6 para determinar el ni
mero de c&lulas viables. Disolver en 1000-
mi: extracto de levadura 3.0 g, peptona de-
gelatina 6.0 g, extracto de carne 1.5 g, --
dextrosa 1.0 g, agar bacterioldgico 15 g, -
NaCl 3.5 9, K2HP04 3.68 g, KN2P04 1.32 g, -
Ajustar el pH a 7.0-7.2 con NaOH y esterili
zar en autoclave a 15 1b durante 15 minutos.

g) Medio rico A3 1fquido.
Preparar en forma similar al anterior, pero
sin adicionar agar bacteriolégico.

h) Caldo nutritivo.
Medio elevado por Biox6n, preparar siguien-
do las instrucciones del fabricante.

II.- Cepas utilizadas.

a) Bacillus subtilis ATCC 6633.
b) Micrococcus flavus ATCC 10240

II1.- Soluciones.

a) Solucién salina fisiolbgica.
Pesar 8.5 g de NaCl y disolver en 1000 m} -
de agua destilada. Esterilizar en autocla
ve a 15 1b durante 15 minutos.

b) Regulador de fosfatos.

- 11 -



Pesar 2.0 g de K2HP04 y 8.0 g de KH2P04 di-
solverlos en 1000 m! de agua destilada.
Ajustar el pH a 6.0 con KOH y esterilizar -
en autoclave a 15 1b durante 15 minutos.

c) Solucidn de Bacitracina (100 microgramos/ml).
Pesar 16.835 mg de Bacitracina Sigma, disol
verlos regulador de fosfatos y aforar a 10-
ml en un matraz aforado.

IV.~- Otros.

a) Placas para cromatograffa en capa fina.
Se emplearon placas de silica gel (D.C. fer
tigplatten KIESELGEL 60) merck. De 20 X -
20 cm. y 0.25 mm de grosor de la silica gel.

- 12 -



l.-

. a)

b)

METODOS

Conservacién de las cepas.

La cepa de Micrococcus flavus ATCC 10240~
(microorganismo de prueba) se conserva en
medio para antibidticos No. 2 (Bioxdn), =-.
sembrando por estrfa sobre la superficie-
de) medio envasado en tubos con tap6n de-
rosca, e incubando durante 24 horas a-
37'C. Posteriormente la cepa se mantie~
ne en refrigeracion (4°C) haciéndose re--
siembras cada 15 dfas.

Las cepas de Bacillus subtilis se conser-
varon de dos formas:

La cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633 y-
las mutantes de ésta cepa se conservaron-
en medio para antibidticos No. 2 (Biox6n)
envasado en tubos con tapbn de rosca que-
se mantienen en forma inclinada hasta so-
lidificacidn. Sembrar cada una de las -
cepas por estrfa, sobre la superficie del
medio a incubar a 37°'C durante 24 horas.
Posteriormente las cepas se mantienen en-
refrigeracifn, haciéndose resiembras cada
tres meses.

Produccién de esporas de las cepas de Ba-
cillus subtilis.

Inocular 5 m) de caldo nutritivo con una-
asada del microorganismo.

- Incubar a 37'C durante 5 horas con agita-
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11.-

cién fuerte,

Transferir 2.5 ml del caldo anterior a un-
matraz erlenmeyer de 1 litro, conteniendo-
300 mllde caldo nutritivo.

Incubar a 37'C durante 24 horas con agita-
cién fuerte.

Centrifugar durante 30 minutos a 9000 rpm.
Eliminar el sobrenadante y lavar el paque-
te celular con agua destitada estéril.
Centrifugar nuevamente y resuspender el pa
guete en 10 ml de agua destilada estéril,
Destruir las formas vegetativas mediante -
tratamiento con 3 ml de Lizosima durante -
20 minutos a 50'C.

Centrifugar durante 30 minutos a 9000 rpm,
eliminar el sobrenadante y lavar las espo-
ras dos veces con agua destilada.
Resuspender el paquete en 10 ml de agua --
destilada, :

Hacer cuenta viable en cajas con medio A3.
Conservar en refrigeracidn hasta su utili-
zacidn.

Caracterizacién de la cepa.

Determinacifn del cardcter protétrofo 6 au
xétrofo de tas cepas de Bacillus subtilis.

Esta determinacién se realizd empleandoe dos
métodos diferentes que se describen a conti
nuacién.

Método en medio s61ido.

- 14 -



a)

b)
c)

d)

e)

f)

9)

h)

Inocular un tubo conteniendo 5 ml de -
medio A3 con una asada de microorganis
mo.

Incubar durante 24 horas a 37°'C.
Inocutar un matraz de 125 m} contenien
do 10 ml de medio A3 con 0.2 ml del --
cultivo anterior e incubar a 37'C con-
agitacidn fuerte hasta llegar a fase -
logarftmica (aproximadamente 4 horas -
para la cepa B. subtilis ATCC 6633).
Centrifugar durante 30 minutos a 9000~
rpm y eliminar el sobrenadante.

Lavar dos veces las células con 10 ml-
de solucidn salina.

Resuspender las cé&lulas en § ml de so-
Tucibn salina y hacer cuenta viable en
cajas con medio A3 y en cajas con me--
dio 56/2 mds glucosa.

Incubar a 37'C durante 24 horas las ca
jas con medio A3 y 48 horas las cajas-
con medio 56/2 m&s glucosa.

Contar y sacar el tftulo de bacterias.

.~ Método en medio 1fquido.

a)

Sequir los mismos pasos descritos en -
los incisos IIA la. hasta el IIA le.

Inocular 9 m1 de medio 56/2 m&s gluco-~
sa contenido en un matraz Erlenmeyer -
de 125 ml con 1.0 ml de 1a suspension-
obtenida anteriormente.

Incubar a 37'C con agitacién fuerte dy
rante 1 y 3 horas y sembrar sobre ca--
Jjas con medio A3, diluciones adecuadas
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b)

de cada cultivo.
Incubar a 37'C durante 24 horas
Contar y, sacar el tftulo de bacterias

Sequir los pasos descritos en los incisos-
IIA la., al IIA le.

Inocular 9 ml de medio A3 contenido en un-
matraz erlenmeyer de 125 ml con 1,0 ml de-
1a suspensidn obtenida anteriormente.
Incubar a 37'C con agitacién fuerte duran-
te 1y 3 horas y sembrar sobre cajas con -
medio A3, diluciones adecuadas de cada cul

- tivo.

Incubar a 37'C durante 24 horas.
Contar y sacar el t{tulo de bacterias.

Curva de crecimiento.

Inocular un matraz nefelométrico de 125 ml

conteniendo 12.5 ml1 de medio A3 con 108 es
poras/ml.  Conservar la relacidn 1:10 en-

tre el volimen del medio y el volﬁmén del-

matraz.

Incubar a 37'C con agitacidn fuerte.

Tomar lecturas en el fotocolorfmetro Klett
Sumersson a las 0, 1, 3, 5, 24, 36 y 48 ho
ras.

Hacer cuenta viable a éstos tiempos sem---
brando las diluciones adecuadas sobre ca--
jas con medio A3, por duplicade.

Graficar unidades Klett y No. de bacterias/
ml contra tiempo, en papel semilogarftmico.
Calcular el tiempo de generacidn de acuer-
do con la siguiente fdrmula:

- 16 -



In X2 - 1n x] donde

‘ﬂ‘ = yelocidad especifica
de crecimiento.
X = No. de células.
t = Tiempo en horas.

T 9 = Tiempo de generacidn

Identificacifn de 1a Bacitracina por cro
matograf{a en capa fina.

Para realizar la cromatograffa fué nece-
sario preparar las siguientes sustancias;
una solucibn de Bacitracina pura marca -
Sigma de 100 U/m1, medio de produccién -
del antibidtico y un extracto del medio-
fermentado.

La obtencidn del extracto se realizd de-
la siguiente manera:

Colocar en un tubo & ml del medio fermen
tado durante 48 horas. (tiempo de m&xima~
produccidn de Bacitracina por 1a cepa 8.

subtilis ATCC 6633 (10) obtenido por fil

tracidn, 1o cual elimina las células.
Adicionar 2 m1 de n-butanol, agitar fuer
temente durante 15 minutos.

Centrifugar durante 15 minutos a 1500 --
rpm.

Separar la capa menos densa (la del n-bu
tanol) con una pipeta pasteur.

Adicionar otros 2 ml de n-butanol a la -

capa restante, la capa més densa (el me-

dio fermentado).
Agitar fuertemente y centrifugar como se
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Iv.-

describid anteriormente.

Separar nuevamente la capa menos densa y jun
tarla con la anterior,

Conservar'en un tubo estéril en refrigera---
cién.

Posteriormente sobre placas de silica gel, -
colocaron volimenes de 50 microlitros de:
Extracto del ‘medio fermentado al tiempo de -
méxima produccién del antibidtico.
Bacitracina Sigma de 100 U/ml.

Extracto de Bacitracina Sigma y medio de pro
duccidn sin fermentar {en una relacidn 1:1).
Medio de produccifn antibidtico estéril.
Colocar cada muestra con una distancia entre
sf de 2.0 cm. Ademds la distancia entre la
orilla de 1a placa y la muestra deberd ser -
de 2.0 Cm. '

Dejar secar las muestras y correrlas en una-
cdmara saturada durante 24 horas utilizando-
el sistema de solventes: n-butanol- Ac. acé-
tico- agua (4:1:2), sin permitir que la mar-
ca del solvente salga de la placa de silica-
gel (aproximadamente 5 horas).

Indicar con un 1dpiz 1a marca superior pro--
ducida por el solvente, secar y revelar con-
una solucién de Ninhidrina al 0.3%.

Marcar las manchas reveladas y calcular el -
Rf de cada una de ellas,

Cuantificacién del antibidtico (Bacitracina)
por el Método Microbioldgico.

Para realizar ésta prueba se requiere la --
muestra que se va a cuantificar y una suspen

- 18 -



sién del microorganismo prueba, en éste ca
so Micrococcuss flavys ATCC 10240.

Obtencifn de la muestra.

Colocar en un tubo de 16 X 150 mm, 5 ml de
medio de produccién del antibiético, inocy
lar con una asada del microorganismo cuya-

‘produccidn del antibidtico se va a cuanti-

ficar e incubar a 37'C durante 24 horas.
En un matraz Ertenmeyer de 125 ml colocar-
medio de produccifn del antibidtico mante-
niendo una relacidn 1:10 entre el voliumen-
del matraz y el volGmen del medio y aproxi
madamente 0.5 m1 del cultivo bacteriano ob
tenido anteriormente.

Incubar a 37°'C durante 48 horas, con agita
ci6n fuerte. Centrifugar el medio fermen
tado durante 30 minutos a 9000 rpm. Fil-
trar el sobrenadante obtenido sobre una --
membrana millipore de 0.45 micras de poro-

-y recolectar el filtrado en un tubo esté--

ril.
Hacer diluciones logarftmicas del filtrado;
]0"0-25, 10'0.5. lo‘]-o. ‘0"-25' lo'lus._

utilizando regulador de fosfatos como dilu
yente.

Obtencibén del cultivo de Micrococcus fla--
vus.

Sembrar con una asada de Micrococcus fla--
vus ATCC 10240 (resiembra reciente), un tu
bo de 16 x 150 mm conteniendo 5 m1 de me--
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dio de produccidn del antibidtico.

Incubar a 37'C durante 24 horas.

Colocar sobre la superficie del medio para
antibidtico No. 1 contenido en una botella
de Roux.

1 ml del cultivo anterior, cubrir perfecta
mente la superficie del medio con el culti
vo. .

Incubar a 37'C durante 24 horas.,

Cosechar las bacterias con solucién salina
fistol6gica estéril.

Centrifugar la suspensidn durante 15 minu-
tos a 9000 rpm,

Eliminar el sobrenadante y resuspender el-
paquete. bacteriano en solucifn.salina.
Ajustar la suspensidn hasta que una dilu--
c¢idn 1:100 de una lectura de 90 U.K. en el
fotocolorfmetro.

Conservar en refrigeracidn.

Proceso de cuantificacién. .

Vaciar 20 ml de medio para antibidtico No.
2 (recién preparado) sobre cajas de petri-
altas.

Dejar solidificar el medio sin permitir --
que se formen gotas de condensacién en la-
tapa, ésto se logra colocande la tapa lige
ramente fuera de su base y manteniendo a -
temperatura ambiente durante 30 minutos.
Adicionar 4 ml de medio para antibidticos-
No. 1 conteniendo Micrococcus flavus ATCC
10240 en una concentracidn de 0.3%, a cada
caja.
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donde:

Dejar solidificar durante una hora a tempe-
ratura ambiente.

Colocar seis cilindros metflicos en cada ca
Ja y 1lenar tres cilindros con la solucién-
tipo de Bacitracina y tres cilindros con la
dilucibn de 1a muestra problema, alternando
un cilindro con la solucifn tipe y uno con-
la muestra problema. '
Montar tres cajas por cada dilucidn que se-
ensaye.

Incubar a 37'C durante 24 horas, sin permi-
tir que los cilindros se muevan por vibra--
cidn.

Medir los halos de inhibicién con una regla,
sacar las medias y corregir los datos de la
siguiente manera:

Factor de correcci6n = ¥ Std total - X Std-
parcial.

X corregido del _ X problema - Factor de -
problema correccidn,

X problema = media del problema.

¥ Std total= media de los datos de 1a solu-
cidn de Bacitracina de ------
1.0 U/m1,

>

Std parcial= media de los datos obtenidos
para cada una de las dilucio
nes del problema que se ensa
yen.

Interpolar en la curva tipo.

tlaboracidn de la curva tipo para la cuanti
ficacidn de Bacitracina,

-2 -



VI.-

Preparar una suspensién de licrococcus fla-
vus ATCC 10240 como se mencioné en IV B,
Hacer soluciones de Bacitracina con concen-
traciones de: 0.64, 0.8, 1.0, 1.25 y 1.56 -
unidades, a partir del polvo puro de Baci--
tracina Sigma, El diluyente que se utili-
za es regulador de fosfatos de pH 6.0
Preparar cdjas altas con 20 ml de medio pa-
ra antibi6ticos No. 2 siguiendo el procedi-
miento que se describidé en IV C.

Colocar seis cilindros en cada caja y lle--
nar tres de ellos en forma alternada con la
solucién de Bacitracina de una de las con--
centraciones seffaladas y los otros tres con
la solucifn estandar de 1.0 unidad.

Montar tres cajas por cada concentracifn en
sayada (excepto para 1.0 unidad, yé que és-
ta se utiliza como estandar),

Incubar todas las cajas de 37'C durante 24-
horas., “

Hedir los halos de inhibicidn con una regla,
obtener las medias y corregir los datos co-
mo se describi6 anteriormente,

Graficar en papel semilogarftmico, el didme
tro en milfmetros (mm) vs. Unidades de Baci

tracina.
Proceso de mutacidn.

Determinacidn del tiempo y la concentracién
éptima de 9-aminoacridina (9AA).

Para ésta determinacifn se consideraron co-
mo Gptimas las condiciones (tiempo y concen
tracién) que produjeron un 0-95% de muerte
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en

.- a)

b)

c)

d)

e)

f)

h)

i)

2.- a)

las células tratadas,

Inocular un tubo conteniendo 5 ml de me-
dio A3 con una asada del microorganismo.
Incubar a 37'C con agitacitn fuerte has-
ta fase logarftmica (aproximadamente 4 -
horas para la cepa B. subtilis ATCC 6633).
Colocar en un matraz actfnico de 125 ml:
1 ml de medio A3, 8 m} de medio 56/2 mds
glucosa, 1 m} del cultive anterior diluf
do 1:5 con solucidn salina y 0.1 ml de -
solucidn de 9AA (10 microgramos/ml) re--
cién preparada.

Colocar las mismas cantidades y componen
tes en otro matraz actfnico, sustituyen-
do 1a solucién de 9AA por 0.1 ml de agua
destilada estéril, utilizar éste matraz-
como testigo.

Incubar a 37'C con agitacidén fuerte du--
rante 10 horas.

Centrifugar durante 30 minutos a 9000 --
rpm.

EYiminar el sobrenadante y lavar dos ve-
ces con solucién salina estéril,
Resuspender fipnalmente en 5 ml de solu--
cién salina.

Hacer cuenta viable de la suspensidn an-
terior utilizando cajas con medio A3.
Contar y sacar el tftulo de bacterias.
Este experimento se repitid empleando 15
microgramos de 9AA.

Colocar las mismas cantidades y componen
tes que se describieron en VI 1c en ----
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otros dos matraces actfnicos de 125 ml,

b} Incubar a 37'C con agitacidén fuerte durante-
18 horas.

c) Seguir los pasos indicados en VI Alc hasta -
VI Alj.

3.- a) Inocular un tubo conteniendo 5 ml de medio -
A3 con una asada del microorganismo.

b) Incubar a 37'C con agitacidn fuerte hasta fa
se estacionaria de crecimiento (aproximada--
mente 8 horas 6 mds para la cepa B. subtilis
ATCC 6633).

¢) Colocar en un matraz actfnico de 125 m1: 1 -
ml de medio A3, 8 ml de medio 56/2 m&s gluco
sa, ! ml del cultivo anterior dilufdo 1:5 --
con solucidn salina fisioldgica y 0.1 ml de-
una solucidn de 9AA (10 microgramos/ml) re--
cién preparada. )

d) Colocar Tas mismas cantidades y componentes-
en otro matraz actinico, sustituyendo la so-
Tucidn.de 9AA por 0.1 ml de agua destilada,-
utilizar éste matras como testigo,

e) Sequir los pasos indicados en IV Ale hasta -
IV Alj.

4.~ a) Colocar las mismas cantidades y componentes-
a otros dos matraces actfnicos de 125 ml, co
mo se describid en IV Alc.
b} Incubar a 37'C con agitacién fuerte durante-
18 horas.
c¢) Seguir los pasos indicados en IV Ale hasta -
IV Alj.

B.- Seleccidén de la mutante.
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Cabe mencionar que s6lo se seleccionaron las
clonas que se obtuvieron del tratamiento mu-
tagénico que di6 un porcentaje de muerte,-
al tratar con SAA, de 95-99 aproximadamente.
Tomar una asada de cada colonia y sembrar en
tubos conteniendo 2 ml de medio de produc---
ci6n del antibidético.
Incubar a 37'C durante 24 horas con agita--- '
¢idn fuerte.
Colocar 0.2 ml de éste cultivo en tubos cali
brados conteniendo 5 ml de medio de produc--
cién del antibidtico.
Incubar a 37'C con agitacidn fuerte hasta ob
tener una densidad de 60 unidades Klett.
Sembrar con una asa calibrada de 0.0 m] ---
seis muestras del cultivo anterior sobre una
caja conteniendo medio para antibidticos No.
2.
Incubar durante 3 horas a 37°'C.
Invertir la caja sembrada sobre otra conte--
niendo 7ml de cloroformo durante 30 minutos-
a 37'C.
Separar Ta caja con el crecimiento y adicio-
nar 4 ml de medio para antibidticos No. 1 --
conteniendo una concentracidn de Micrococcus
flavus ATCC 10240 de 0.3%.
Incubar a 37°'C durante 24 horas.
Medir los halos de inhibicidn con una regla.
Sembrar las colonias que hayan dado halos de
inhibicién mayores que la cepa testigo, en -
tubos con medio para antibiéticos No. 2 in--
clinado.

- Incubar a 37°'C durante 24 horas.

- Mantener en refrigeracidn.
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RESULTADOS

I.- Caracterfsticas de 1a cepa Bacillus subti-
lis ATCC 6633.

La cepa Bacillus subtilis ATCC 6633 fué selec-
cionada para realizar éste trabajo por producir Bacitraci
na en forma silvestre. Con el fin de caracterizar la ce
pa se procedid a realizar una serie de experimentos, que-
a continuacidn se describen:

A.- Morfologfa colonias y microscépica.

Para determinar la morfologfa colonial de la -
cepa, se sembrd una asada por la técnica de estrfa cruza-
da sobre cajas con medio para antibifticos No. 2. Se in
cubé a 37'C durante 24 horas, observéndose posteriormente
colonias redondas e irregulares de color crema, con.super
ficie rugosa, aspecto seco y de consistencia suave mucosa.

Se tom6 una asada de éstas colonias para reali
zar la tinci6n de Gram y observar la morfologfa microscé-
pica. Encontrdndose bacilos Gram +, muy largos, en cade
nas y con endosporas localizadas a todo lo largo de} baci
lo.

B.- Caracterfsticas de crecimiento.

Para determinar las caracterfsticas de creci--
miento se siguié el metddo descrito en el inciso IIB de -
métodos. Las condiciones de crecimiento del microorga--
nismo fueron: incubacién a 37'C y agitacién fuerte, ya -
que los microorganismos del género Bacillus son aerobios-
estrictos. :
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. Con los datos de crecimiento a los diferentes-
tiempos, tanto en absorbancia como en No. de células/ml -
obtenidos (Tabla Ne. 1), se construyd la grdfica presenta
da en la figura No. 2, En ella se puede observar como,-
aproximadamente a los 40 minutos de incubacién se inicia-
la fase logarftmica de crecimiento que dura aproximadamen
te 4 horas. Con los datos de ésta curva se calculd el -
tiempo de generacidn, que fué de 0.55 horas.

C.- Determinaci6n del cardcter protftrofo 6 au
x6trofo.’

La metodologfa para hacer ésta determinacidn -
se describid en la seccidn de Nétodos y los resultados ob
tenidos se presentan en la Tabla No. 2.

Como se puede observar por los resultados obte
nidos el microorganismo solamente disminuye su crecimien-
to cuando se encuentra en un medio mfnimo. Esto nos in-
dica que 1a cepa es protétrofa, ya que no requiere en es-
pecial de ningdn nutriente {contenido en el medio rico) -
para crecer. Sin embargo, cuando se siembra la cepa so-
bre cajas con medio mfnimo no crece, éste resultado se --
discutird posteriormente,

I1.- Determinacién de 1a produccién de Bacitra
cina por 1a cepa Bacillus subtilis ATCC -
6633.

Una de las principales caracterfsticas de las-
cepas utilizadas en éste trabajo es la produccidn del an-
tibidtico. Debido a 1o anterior fué primordial utilizar
un método de cuantificacidn. Mé&todo que a continuacidn-
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TABLA No.1l

CRECIMIENTO DE LA CEPA B. subtilis ATCC 6633

Tiempo (horas) No. bacterias/ml U.X.
0 8.6 x 10° 12
0.66 8.3 x 108 15
1.33 2.13 x 10/ 23
2.0 2.66 x 10 57
2.66 - 137
3.33 2.64 x 10° 256
4.0 4.83 x 10° 335
4.66 5.72 x 10° 395
5.33 6.2 x 10° 425
9.0 6.5 x 108 430
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TABLA No,2

DETERMINACION DE LA PROTOTROFIA O AUXOTROFIA DE LA
CEPA Bacillus subtilis ATCC 6633

Medio de crecimiento | Tiempo de ----- No.| bacterias/ml
incubacién (hr)
A3 24 3.18 x 108
Sélido
Mfnimo 48 No crecid
A3 1 7.45 x 10
3 6.60 x 10
Lfquido
Mfn imo 1 2.58 x 10°
3 2.50 x 10°
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se describe:

A.- Curva tipo,

Para realizar la curva tipo se requirié con--
tar con una suspensidn bacteriana de HMicrococcus flavus--
ATCC 10240, ademds de una serie de soluciones de Bacitra-
cina con las siguientes concentraciones: 0.64, 0.8, 1.0 -
1.25 y 1.56 unidades por mililitro {U/ml1).

Se siguidé la técnica descrita previamente en-
el inciso V de Métodos. Con los datos de tamaiio del ha-
1o de inhibicién del Micrococo obtenidos con las diferen-
tes concentraciones de Bacitracina y que se presentan en-
la Tabla No. 3 se obtuvo la grdfica representada en la fi
gura No. 3.

B.< Cuantificacibn del antibi6tico producido-
N por Ya cepa silvestre.

La cuantificacidn se realizd conforme al méto
do descrito por Hoff, Bennett y Stanley conocido comoc mé-
todo microbioldgico (16). La técnica se describif enl--
los incisos IV A, By C de Métodos. Después de sequir -
1a técnica se midieron, con una regla, los halos de inhi-
bicidn producidos por 1a‘cepa, se calcularon los prome=~-
dios y los valores obtenidos se interpolaron en la curva-
tipo para obtener Yas unidades de Bacitracina/ml. El re
sultado obtenido demostrdé que la cepa silvestre produce -
aproximadamente 2 U/m} del antibidtice a las 48 horas de-
fermentacidn.

C.- ldentificaci6n del antibidtico producido-
por la cepa. '
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TABLA No.3

OIAMETRO PROMEDIO DE LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
BACITRACINA SIGMA

Didmetro (mm) Unidades de Bacitracina/mil
15.09 . 0.64
15.88 0.80
16.47 1.0
17.19 1.25
17.76 1.56
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E1 antibidtico producido por la cepa silvestre
se identificé por medio de cromatograffa en capa fina.

Los resultados se muestran en la Tabla No. 4 y
en la figura No. 4.

Como se puede observar, la Bacitracina Sigma -
produce dos manchas de color amarillo ‘con Rfs diferentes,
To cual nos estd indicando que es una mezcla de dos tipos
de Bacitracina. Por otro lado, cuando se mezcla Bacitra
cina Sigma con medio de produccidn y se extrae con n-buta
nol, los Rf de las manchas producidas por la Bacitracina-
se modifican a 0.40 y 0.41, a! igual que el color de las-
mismas, que cambié a marrén,

E1 extracto del medio fermentado por la cepa -
6633 produjo cinco manchas, de color marrdn, de las cua--
les consideramos que Ja de Rf 0.42 pertenece al antibidti
co, ya que es el valor mds prdximo a los producidos por -
el testigo.

D.- Cinética de produccidn del antibiético.

Se inocularon cuatro matraces erlenmeyer conte
niendo medio de produccidn con 108 esporas/ml. Se incu-~
baron a 37'C con agitacidn fuerte y a 1as 24, 48, 72 y 96
horas se sac6 un matraz para determinar el pH (utilizando
papel pH), las Unidades de Bacitracina/ml (utilizando el-
método § ensayo cuantitativo microbioldgico) y el Nimero-
de bacterias/ml (sembrando sobre cajas con medio rico --
A3 diluciones adecuadas del cultivo). Los resultados se
muestran en 1a Tabla No. 5 y para hacerlos mds evidentes-
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TABLA No. 4

IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA DEL ANTIBIOTICO PRODUCIDO
POR LA CEPA Bacillus subtilis ATCC 6633

Muestra Rf Color de 1a Mancha
Bacitracina Sigma 0.36 amarilla
0.38 amarilla
Extracto de 1a mezcla de 0.40 marrdn
Bacitracina y medio sin- 0.4 marrén
fermentar. 0.50 marrén
Extracto del medio fermen 0.34 marrén
tado por la cepa 6633 0.38 marrén
0.42 marrén
0.46 marrén
0.51 marvén
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se graficaron, obteniéndose la figura No. 5,

Como se puede observar, conforme avanza el ---
tiempo de fermentacidn, el pH del medio se alcaliniza con
siderablemente, codenzando en 6.5 a tiempo cero, 1legando
hasta 9.0 a las 48 horas y manteniéndose asi durante el -
resto de la fermentacidn. La produccibn de Bacitracina-
se inicia a las 24 horas con 1.0 U/ml y llega @ su mdximo
de 2.0 U/ml a las 48 horas, posteriormente la produccidn
baja hésta 1legar a cero.

Cabe mencionar que a las 72 y 96 horas se pro-
dujeron halos de inhibicidn del crecimiento de Micrococo,
sin embargo su didmetro promedio queda fuera del 1fmite -
inferior de la curva tipo y se reportaron como cantidades
no detectables de antibiftico. Por otro Tado la cinéti-
ca comienza a tiempo cero con aproximadamente 107 célu---
las/ml las cuales aumentan hasta 1legar a un mgximo de -~
109 células/ml a las 72 horas. Esta concentracién celu-~
lar baja un poco después de éste tiempo, como se observa-
en la figura No. 5 (

La produccidn del antibidtico baja a partir de
las 72 horas, dato que nos sugiere que la Bacitracina se-
va degradande en el transcurso de la fermentacidn y que -
podrfa, por tanto, formar parte de alguna via metabflica-
que se desarrolla a éste tiempo,

III.- Obtenci6n de mutantes hiperproductoras -
de Bacitracina,

A.- Determinacidn de las condiciones dptimas -
de mutacién,
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TABLA No. 5

CINETICA DE PRODUCCION DE BACITRACINA POR LA CEPA
Bacillus subtilis ATCC 6633

Tiempo (hr) pH No. bacterias/ml Unidades de

Bacitracina/ml,
0 6.5  1.70 x 10 0
24 8.0  3.49 x 10° 1.27
48 3.0 6.90 x 10° 2.29
72 9.0 3.27 x 10° N.D.
96 9.0 1.83 x 10° N.D.

N.D. No detectable.
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Se realizaron expeyrimentos en los cuales se se
leccioparon las condiciones dptimas de mutacidn. Los -
factores con fos cuales se trabajo fueron: tiempo de ex-
posicién a) mutdgeno, fase de crecimiento y concentra---
cién del mutégeno. Se variaron éstos pardmetros hasta-
obtener porcentajes de muerte de aproximadamente 95~99 -
ya que se ha reportado que hay una elevada probabilidad-
de mutacidn cuando los porcentajes de muerte son altos.

El mutdgeno utilizado fué la 9- aminoacridina,-
el cual produce mutaciones por corrimiento de fase 6 mu-
taciones "frameshift", que se caracterizan por no rever-
tir fdcilmente. Los resultados de los experimentos se-
muestran en la Tabla No. 6.

Como se puede observar el porcentaje de muerte
es mayor cuando se utilizan células en fase estacionaria
de crecimiento, obteniéndose valores de hasta 99.50% de-
nuerte. Con base en lo anterior se seleccionaron como-
las condiciones 6ptimas de mutacidn: " 10 horas de exposi
cién, 10 microgramos/ml de 9- aminoacridina y fase esta-
cionaria de crecimiento, para continuar con la seleccién
de las mutantes.

B.- Tratamiento mutagénico y seleccidén de mu--
tantes.

De las clonas sobrevivientes al tratamiento my
tagénico se prepararon cultivos de toda 1a noche, utili-
zando medio de produccidn. Posteriormente se inocula--
ron otros tubos conteniendo medio de produccién estéril-
con los cultivos anteriores, 1levdndolos a 60 unidades -
klett (U.K.), a partir de los cuales se sembraron seis -
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TABLA No.6

CONDICIONES DE MUTACION PARA LA CEPA B. subtilis ATCC 6633

Fase de Concentracién de Tiempo de % de muerte *
crecimiento g-aminoacridina  exposicién
y LR {hr)
Logarftmica ** 10 10 80.74
10 18 N.P.
Estacionaria %%+ 10 10 97.32

15 10 99.50

N.P. No probada.

* Los datos son promedios de dos experimentos
b cuatro horas de crecimiento

#**  djez horas de crecimiento.
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tuestras con una asa calibrada de 0.01 ml, sobre cajas --
con medio para antibiéticos No. 2, las cajas se incubaron
a4 37'C durante 3 horas. Previamente se determind que és
te tiempo era sufiéiente para que la cepa silvestre comen
zara a producir el antibidtico y éste se difundiera en el
agar.

Las cajas con los inb6culos se expusieron a va
pores de cloroformo durante 30 minutos y posteriormente -
se colocaron sobre la caja 4 m1 de medio para antibigti--
cos No. 1 inoculado con Micrococcus flavus ATCC 10240, en
una concentracidn de 0.3%, Las cajas se incubaron a ---
37'C durante 24 horas y se midieron los halos de inhibi--
cidn,

En total se probaron 505 clonas sobrevivien--
tes al tratamiento mutagénico, de las cuales 236 no produ

jeron halo de inhibicidn, Por otro lado como se observa
en la Tabla No. 7 el resto de las clonas produjeron halos
que van desde | hasta 90 mm. Un elevado porcentaje de -

las sobrevivientes produjeron halos del mismo didmetro --
que la silvestre e inclusive halos dos veces mayores.

Unicamente 4 clonas produjeron halos de inhi-
bicién de un poco m&s del doble que la cepa silvestre y -
s6lo una produjo un halo del tamafio de toda la caja ( 90
mm ).

Estas clonas se purificaron y se resembraron-
en tubos con medjo para antibidticos No, 2 inclinado y --
posteriormente se Jes cuantificéd el antibidtice producido
En la Tabla No. 8 se muestran los resultados de la cuanti
ficacidn.
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TABLA No.7

DETERMINACION CUALITATIVA DEL ANTIBIOTICO PRODUCIDO
POR LAS CLONAS SOBREVIVIENTES AL TRATAMIENTO
MUTAGENICO '

Didmetro de halo de inhibicién No. de clonas

(mm)
9.0 cepa silvestre
1.0 - 9.0 54
9.1 - 17.0 210
18,1 - 24.5 4
90.0 1
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TABLA No. 8

DETERMINACION CUANTITATIVA DEL ANTIBIOTICO PRODUCIDO
POR ALGUNAS CLONAS SOBREVIVIENTES AL TRATAMIENTO
MUTAGENICO DE B. subtilis ATCC 6633

Clona No. U de Bacitracina/ml *
40 2.97
97 2.28
83 3.14
86 3.28
39 : 4.1
21 10.8
Testigo 2.0

* Cultivo de 48 horas.
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Con base en los datos mostrados en las Tablas-
No. 7 y 8 se puede concluir que la produccidén del antibig
tico no es proporcional al tamafo del halo de inhibicidn,
ya que las clonas sobrevivientes que produjeron halos de-
inhibicién del doble de l1a silvestre produjeron, al hacer
la cuantificacién por el M&todo Microbiol6gico cantidades
no considerables del mismo.

La dnica clona que produjo una cantidad consi-
derable de antibidtico, fué la que produjo un halo de to-
da la caja (90 mm). Esta cepa fué denominada Bacillus -
subtilis GM 2000.

IV.- Caracterizacidn de la cepa mutante GM 2000
A.- Morfologfa colonial y microsc6pica.

Para determinar la morfologfa colonial de la -
cepa, se empled la técnica que se describié para la cepa-
silvestre ( P&g. 26). '

Se observaron colonias idénticas a las de la -
cepa silvestre ( redondas con bordes irregulares de color
crema, superficie rugosa, aspecto seco y de consistencia-
suave mucoide ).

A partir del cultivo puro se tomé una asada --
del microorganismo para realizar la tincién de Gram. Ob-
servindose que las colonias estin formadas por bacilos --
Gram + largos en cadenas y con endosporas localizadas a -
todo 1o largo del bacilo.

B.- Caracterfsticas de crecimiento.
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Las caracterfsticas de crecimiento se anali-
zaron siguiendo el mé&todo descrito en el inciso No. 1] -
de Mé&todos.

b
Los datos obtenidos que se presentan en la -
Tabla No. 9 se graficaron obteniéndose 1a curva que se -
muestra en la figura No. 6.

Como se puede observar la cepa mutante Baci-
Jlus subtilis GM 2000 tarda 60 minutos en iniciar la fa-
se logorftmica de crecimiento, 1a cual dura aproximada--
mente 9 horas. Con los datos obtenidos de ésta curva-
se calculd el tiempo de generacibn que fué de 0.89 horas,

C.- Determinacidn del cardcter auxétrofo 6 -
protétrofo.

La cepa se incubd toda 1a noche en medio ri-
co A3 con agitacidn fuerte a 37'C. A partir de éste --
cultivo se obtuvo una suspensién del microorganismo, con
la cual se realizaron las pruebas para establecer el ca-
rdcter protétrofo 6 auxdtrofo de la cepa. Determindndo
se cuenta viable en medio rico A3 y en medio min:.o.

Por otro lado el mismo cultivo se inoculé --
tanto en medio rico como en medio mfnimo 1fquidos. Es-
tas dos suspensiones se incubaron a 37'C y se dejaron ==
crecer con una agitacién fuerte durante 1 y 3 horis, a -
cada tiempo se determiné el No. de bacterias/ml. Los -
resultados se muestran en la Tabla No. 10,

Podemos sefalar que la cepa mutante disminu-
ye considerablemente su crecimiento cuando crece 2n me--
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TABLA No.

9

CRECIMIENTO DE LA CEPA Bacillus subtilis GM 2000

Tiempo No. bacterias/ml  Unidades Klett
(hr) (U.K.)
0 8.52 x 10° 20
1 - 20
2 1.80 x 107 55
3 . 15
4 4.0 x 10 200
5 . 223
6 5.10 x 107 250
7 1.10 x 108 264
8 2.40 x 10° 300
15 a.35 x 108 290
24 3.75 x 108 260
48 6.88 x 107 200
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TABLA No, 10

DETERMINACION DE LA PROTOTROFIA O AUXOTROFIA DE LA
CEPA Bacillus subtilis GM 2000

Medio de crecimiento | Tiempo de | No bacterias/ml
incubacidn
(hr)
A3 24 3.95 x 10°
S611do
Mfnimo 48 No crecid
A3 | 1.22 x 108
3 4.61 x 108
Lfquido
Mfnimo ] 3.23 x 105
3 4.0 x 10°
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dio minime 1iquido y no crece en medio minimo 1iquido y-
no crece cuando se siembra en medio minimo sélido. Es-
to nos indica que la cepa es aux6trofa, ya que requiere-
de algin nutriente contenido en el medio rico A3 para su
crecimiento total. La comprobacidn de lo anterior se -
demuestra en la misma tabla, al crecer la cepa, primero-
en medio rico y posteriormente inocularla sobre cajas --
con medio minimo, no se observé crecimiento, ni adn des-
pués de 72 horas de incubacidn.

D.- Identificacién del antibiftico producido.

Con éste prop6sito se emple6 la técnica des--
crita en el inciso No. III de Métodos y como se puede ob
servar la Bacitracina Sigma produje dos manchas de color
amarillo con Rf de 0.32 y 0.36, confirmando que es una -
mezcla de dos tipos distintos de Bacitracina.

Por otro Tado se hizo una mezcla de Bacitraci
na Sigma y medio de produccidn estéril la cual se extra-
jo con n-butanol. Los resultados indicaron que el Rf -
de las manchas se modifican a 0.34 y 0.37, confirmando
de nuevo que los componentes del medio interfieren con
el corrimiento del antibiftico sobre la placa de silica-
gel, debido quizd a que se une con alguna molécula. La
Tabla No. 11 muestra también los distintos Rfs que produ
jo el extracto del medio fermentado al tiempo de mdxima-
produccidn por l1a cepa mutante B. subtilis GM 2000, Es
tos datos se muestran en forma grdfica en la figura No.-
7.

E.- Cuantificacidn de 1a Bacitracina.

El método que se siguidé para la cuantifica--
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TABLA No. 1

IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA DEL ANTIBIOTICO PRODUCIDO
POR LA CEPA Bacillus subtilis GM 2000

Muestra Rf Color de la mancha
Bacitracina Sigma 0.32 amarilla
0.36 amarilla
Extracto de la mezcla de 0.34 marrén
: Bacitracina y medio sin 0.37 marrén
fermentar, 0.41 marrén
0.46 marrén
0.49 marrdn
Extracto del medio fermen 0.27 marrdn
tado por la cepa GM 2000 0.29 marrén
0.40 marrén
0.45 marrén
0.50 marrén
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cidn del antibi6tico se describid en los incisos IV A, B
y C de Métodos. Los resultados indicaron que la cepa -
comienza a producir el antibiético a las 24 horas alcan-
zando un mdximo a Yas 48 horas y posteriormente, a par--
tir de las 72 horas, decae la produccién, a concentracio
nes no detectables. La cepa produce 10.8 U de Bacitra-
cina/ml a las 48 horas de la fermentacidn. Todos éstos
resultados se muestran. en la Tabla No, 12,

F.- Estabilidad de 1a mutacidn.
Para demostrar que la mutaci6n adquirfda por-

ta cepa Bacillus subtilis GH 2000 era estabie se realiza
ron resiembras, utilizando tubos con medio para antibig-

ticos No. 2 inclinado. A partir de las diferentes re--
stembras se realizé un ensayo microbioldgico para cuanti
ficar la produccidn del antibidtico. Los resultados se
muestran en la Tabla No. 13,

V.- Cinética de produccién de Bacitracina por
la cepa B. subtilis GNM 2000.

Los experimentos para determinar la cinética-
de producci6n fueron similares a 10s realizados con la -
cepa silvestre,

Los resultados que se presentan en la Tabla -
No. 14 se graficaron obteniéndose T1a Figura No. 8. Co-
mo se puede observar el pH del medio se alcaliniza consi
derablenente 1legando hasta 10 a partfr de las 48 horas-
de la fermentacibn. E1 No. de bacterias/ml aumenta lo-
garftmicamente de las O a las 24 horas de incubacibn, al
canzando un tftulo de 2.9 x 109, Tuego se mantiene mds -
6 menos constante.
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TABLA No, 12

CUANTIFICACION DE BACITRACINA PRODUCIDA POR LA
CEPA Bacillus subtilis GM 2000

Tiempo de fermentacién U. de bacitracina/m)l

(hr)

24 10,8
48 10.8
72 N.D.
96 N.D.

N.D. No detectable.
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TABLA No. 13

CUANTIFICACION DE LA BACITRACINA PRODUCIDA POR
Bacillus subtilis GM 2000 DESPUES DE VARIAS

RESIEMBRAS
Resiembra No. Unidades Bacitracina/m)
3 10.8
5 10.8
10 10.0




TABLA No. 14

CINETICA DE PRODUCCION DE BACITRACINA DE LA CEPA
Bacillus subtilis GM 2000

Tiempo pH No. de bacterias/ml U. bacitracina/mi
(hr)

0 6.5 2,03 x 10/ 0
24 8.0 2.91 x 10° 10.8
4 10,0  3.36 x 10° 10.8
72 0.0 2.02 x 10° . N.D.
% 10,0 2.62 x 10° N.D.

N.D. No detectable.
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Con respecto a la produccién de Bacitracina, la
produccién 1lega a 10.8/ml a las 24 horas y se mantiene du
rante 24 horas mds, bajando posteriormente a concentracio-
nes no detectables.

VI.- Obtencidén de mutantes hiperproductoras a -
partir de l1a cepa GN 2000.
A.- Determinacién de las condiciohes 6ptimas de
mutacidn,

Se realizaron experimentos en los cuales se se-
leccionaron las condiciones 6ptimas de mutacidn.

Al igual que en la seleccifn de la mutante GM -
2000,10s factores con los cuales se trabajé fueron: tiempo
de exposicifn al mutdgeno, fase de crecimiento y concentra
ci6n al mutdgeno,

Se seleccionaron las clonas sobrevivientes obte
nidas del tratamiento mutagénico que di6 aproximadamente -
un porcentaje de muerte de 95-99, En &ste caso también -
se utiliz6 9- aminoacridina como agente mutagénico. Los-
resultados experimentales se muestran en la Tabla No. 15.

Como se puede observar los procentajes de muer-
te son bastante elevados, ya que fluctdan entre 94 y 97 pa
ra fase logarftmica. En cambio para fase estacionaria --
hay una diferencia mds marcada, ya que a mayor tiempo de -
exposicifn al mutdgeno el porcentaje de muerte fué menor -
observindose una fluctuacién de 99.57 hasta 54.72.

B.- Tratamiento mutagénico y seleccién de las -
mutantes.
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TABLA No. 15

CONDICIONES DE MUTACION DE LA CEPA Bacillus
subtilis GM 2000

Fase de crecimiento Concentracién Tiempo de % de

de 9-amino-  exposicidén muerte
acridina {hr)
M3 /niy
Logarftmica 15 10 97.49*
15 18 94,27%*
Estacionaria 15 10 99.57*
15 18 54,72%

* Los datos son promedios de dos experimentos

#% | os datos son promedios de tres experimentos
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La metodologfa seguida para la seleccién de -
las mutantes, después del tratamiento 9- aminoacridina -
se describif en el inciso VI B de Métodos y las condicio
nes de 1a mutacion fueron fase log.-10 Hrs.-15 g/ml 9AA.
La Tabla No. 16 muestra los resultados obtenidos.

Cabe sefialar que en &stos experimentos el tes
tigo fué 1a cepa GM 2000 y en vista de que e) primer tra
tamiento mutagénico produjo halos de inhibici6n del tama
fio de toda la caja, se decidi6 hacer una dilucibn del --
cultivo de 60 U.K. para poder de éste modo continuar con
la seleccidn. La dilucibn elegida fué 1:9 ya que es la
que produjo halos de inhibicidn del mismo tamafio que la-
solucién tipo de Bacitracina de 1.0 U/ml y que fluctdan~
entre 15.5-16.0 mm.

Sin embargo, al realizar los experimentos se-
encontré que el cultivo de 60 U.K. producfa halos peque-
fios, de aproximadamente 14.0 mm, por 1o que ya no fué ne
cesario hacer la dilucién.

En total se probaron 756 clonas sobrevivien--
tes al tratamiento mutagénico, de 1as cuales 194 no pro-
dujeron halos de inhibicidn sobre la capa de Micrococcus
flavus, 399 produjeron halos menores e iguales que el --
testigo, 162 Produjeron halos mayores que el testigo y‘-
s6lo una produjo el halo del tamafio de toda la caja.

Las clonas que produjeron halos de inhibicidn
de aproximadamente el doble de la del testivo y la de to
da la caja se resembraon y purificaron, paséndose a tu--
bos con medio para antibidticos No. 2 inclinado, para pos_
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TABLA No, 16

DETERMINACION CUALITATIVA DEL ANTIBIOTICO PRODUCIDO
POR LAS CLONAS SOBREVIVIENTES AL TRATAMIENTO MUTAGENICO
DE LA CEPA GM 2000

Di&metro del halo de inhibicifn No. de clonas
(mm)
14.27 B. subtilis GM 2000
1.0 - 14.5 399
14.6 - 22.5 162
90.0 1
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teriormente cuantificar el antibidtico que producen.

En l1a Tabla No, 17 se presentan los datos obte
nidos de 1a cuantificacién del antibidtico producido por-
las cepas seleccionadas, se emplearon como testigos la ce
pa silvestre ATCC 6633 y 1a mutante Gli 2000 de l1a cual --
provenfan las mutantes a analizar,

Los resultados obtenidos demastraron que la --
produccién del antibidtico por la cepa GM 2000 habfa dis-
minuido, es decir se present6 una alteracidn en su compor
tamiento que fué atribuida a una posible mutacién espontd
nea, ésta suposicifn se discutird posteriormente.
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TABLA No. 17

DETERMINACION CUANTITATIVA DEL ANTIBIOTICO PRODUCIDO
POR ALGUNAS CLONAS SOBREVIVIENTES AL TRATAMIENTO
MUTAGENICO DE LA CEPA GM 2000

Clona U. bacitracina/ml *
Cepa ATCC 6633 3.69
Cepa GM 2000 menos de 1.0
24 0.79
35 0.91
9] menos de 1.0
39 3.0

* Cultivo de 48 horas.

- 63 -




DI SCUSTION

La cepa utilizada para el desarrollo del traba
Jo fué Bacillus subtilis ATCC 6633 la cual fué selecciona
da en un trabajo previo (realizado en el laboratorio) por
producir el antibidtico en forma natural.

La morfologfa colonial y microscépica de la ce
pa correspondieron por completo a las caracterfsticas de-
las especies del género Bacillus. La curva de crecimiento
en medio rico A3 mostré que el microorganismo tiene un --
tiempo de generacién de 0.55 horas y entra a la fase esta
cionaria después de 4 horas de crecimiento.

Los experimentos para determinar 10s requeri--
mientos nutricionales de la cepa mostraron que es proté--
trofa, ya que crece en medio mfnimo 1fquido. E1 hecho de
que 1a cepa no haya crecido en medio mfnimo s81ido podrfa
explicarse en base a 1a suposicifn de que le fué diffcil-
absorber 1a fuente de carbono contenida en el agar. A di
ferencia de cuando la cepa crecid en medio mfnimo 1fquido,
en donde 1a fuente de carbono (glucosa) se absorbi6 f&cil
mente, ya que el microorganismo se encontraba rodeado por
ella, faciliténdose su utilizacién,

Al reatizar los experimentos de cromatograffa-
en capa fina se observé, como se muestra en la Tabla No.-
4, que algunos componentes del medio de cultivo parecen -
extraerse con n-butanol y adem&s pueden separarse en cro-
matograffa con el sistema de solventes utilizado.

Por otro lado también se observq que la Baci--
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tracina empleada como testigo cambia un poco su Rf cuando
se mezcla con el medio de cultivo y la mezcla se extrae -
con n-butanol; podrfa pensarse que el antibi6tico se une-
con alguna molé&cula del medio, de tal manera que cambia -
su estructura y corre en forma distinta sobre la placa de
sflica gel.

Otro hecho importante que se observé es que -
Ya Bacitracina Sigma empleada como testigo parece ser una
mezcla de dos tipos de Bacitracina, ya que produjo dos --
manchas en el cromatograma. La bibliograffa indica que-
los valores de Rf producidos por los diferentes tipos de-
Bacitracina, van desde 0.3 hasta 0.6. Por ejemplo la Ba-
citracina A y B tienen un Rf de 0.41 y el color de la man .
cha va desde el amarillo hasta el naranja. La Bacitraci
na X tiene un Rf de 0.64 y produce una mancha de color --
plrpura obscuro y 1a Bacitracina F produce una mancha co-
lor rosa con un Rf de 0.47. Tomando en cuenta las obser
vaciones anteriores se identificé en el medio de fermenta
cidén de la cepa, un producto con un Rf de 0.42 que se ---
cree corresponde al antibiGtico en estudio.

Por otro lado 1a cinética de produccidén de és-
ta cepa consisti6 en la determinacidn de pH, determina---
ci6n del nimero de bacterias/ml y la cuantificacibn de Ba
citracina a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas. La fiéura No.
5 muestra los resultados obtenidos.

€1 tftulo de bacterias llega a 6.9 x 109 a las
48 horas de la fermentacidn, decayendo a 1.83 x 10 a las
96 horas. Esta disminucién en el tftulo bacteriano pue-
de deberse a que el microorganismo entrd a la fase esta--
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cionaria de crecimiento y que inclusive estd en plena fa
se de declinacién 6 muerte. Podrfa pensarse, también,-
que el tftulo bajd'a causa de 1a produccibn misme del an
tibidtico. Sin embargo, se realizaron experimentos en-
donde se adicionaban diferentes concentraciones de Baci-
tracina (25, 50 y 100 microgramos/ml) al medio de culti-
vo en el cual se crecfa el microorganismo, encontréndose
que Bacillus subtilis ATCC 6633 no es susceptible al an-
tibi6tico, por lo que la produccién de Bacitracina no a-
fecta su crecimiento propio.

El pH aumenta a lo largo de 1a cinética 1le--
gando a un valor de 9.0. Este comportamiento se ha re--
portado antes (2,3), observéndose que la produccién de -
Bacitracina se ve afectada por el pH es demasiado &cido-
6 bdsico, la produccifn disminuye, en algunos casos, has
ta concentraciones no detectables.

De ahf que se recomiende controlar el pH para
1a produccidén del antibiftico. Esto se ha logrado uti-
Tizando un sistema amortiguador, por ejemplo la adicién-
de iones fosfate 6 de CaCO3al medioc de fermentacidn (12).

Bernlohr y Novellt (12) reportaron que duran-
te la fermentacién de B licheniformis AS y utilizando el
medio de Hills, el pH del medio no aumenta mfs allf de -
7.5, Yo cual nos indica que &ste medio contieme un buen-
sistema amortiguador, a diferencia del utilizado en el -
laboratorio. Es muy posible que 1a produccifn del anti
bi6tico en nuestros experimentos aumente si se utiliza -
un sistema amortiguador eficaz durante la fermentacién.

Par otro Jado el ensayc microbiolégice para -
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cuantificar el antibiético reveld que la cepa tiene pro--
duccién mixima de 2.29 U/ml a las 48 horas, decayendo a -
concentraciones no detectables a partir de las 72 horas,-
cabe mencionar que 1a mdxima produccién de Bacitracina se
obtuvo a pH 9.0, por lo que no serfa raro pensar que ésta
produccidn aumentara si se controla el pH, tal como se --
mencion6 antes. Esta disminucibn puede deberse también
a que la Bacitracina es un intermediario de alguna vfa me
tabdlica (8).

Los experimentos realizados para determinar --
las condiciones 6ptimas de mutacidn indicaron que las cé-
lulas en fase estacionaria 6 postlogarftmica de crecimien
to son m&s susceptibles al mutdgeno, ya que se obtuvieron
porcientos de muerte de 99.5 a una concentracién de 15 mi
crogramos/ml de 9-aminoacridina, mientras que en fase lo-
garftmica se obtuvieron porcientos de 80.74.

Esto puede explicarse, quizd por el hecho de -
que la permeabilidad de la pared celuiﬁp,al mutfgeno, es-
mayor en células en fase estacionaria que en células en -
fase logarftmica. Se sabe que los microorganismos del -
géneroc Bacillus estdn sujetos a una serie de cambios en -
su estructura célular durante la fase postologarftmica de
crecimiento, etapa en la cual ocurre el proceso de esporu
lacidn (31). Este proceso se ha estudiado ampliamente, -
encontréndose que al inictarse, comienza tambié&n la pro-
duccibn de diferentes sustancias, como enzimas proteolfti
cas y antibibticos peptfdicos (28, 31).

Dentro de las enzimas que se producen estdn --
las proteasas y amilasas (entre otras) que tienen una ele
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vada actividad. Algunas de &stas enzimas se encuentran
asociadas a la pared celular del microorganismo {28).
Probablemente l1a produccifn de éstas enzimas, ahunada a-
la de los antibidt{cos peptfdicos por el microorganismo-
estén relacionados con el aumento en la susceptibilidad-
de Tas células al mutdgeno.

Por otre lado se seleccionaren de las clonas-
sobrevivientes al tratamiento mutagénico aquéllas que pu
dieron haber aumentado su produccién de Bacitracina me--
diante un método que fué estandarizado en el laboratorio,
Es necesario puntualizar que el método de seleccifn de -
las mutantes fué una de las partes mis 1mportante§ de é&s
te trabajo, ya Que en ningin trabajo'anterior se habfa -
reportada. Dentro de las ventajas que tiene con respec
to al método tradicional de seleccidn estd su abatimien-
to en el tiempo empleado para ta obtencién de la mutante
y también su disminucifn en los costos, en cuanto a las~
desventajas que se le encuentran estd la necesidad de me
dir con exactitud volimenes muy pequefios del gqultivo.

Vitkovic y Sadoff reportaron en 1975 una nue-
va técnica para la identificaci6n de Bacitracina en la -
cual el antibi6tico se tdentifica espectrofotométricamen
te a 253 nm, gracias a que el peptfdo posee un anillo --
A-2- thiazolina que le da a capacidad de absorber a &s
ta longitud de onda (36). Esta forma de identificacién
del antibidtico podrfa combinarse con el método de selec
cibn empleado para simp11ficar y abatir el tiempo emplea
do.

Es importante mencionar que se sabe muy poco-
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acerca del mecanismo célular responsable de la sobrepro--
duccién de antibidticos por mutantes de distintos microor
ganismos. Sin embargo, Dulay (11) ha sugerido que posi-
blemente haya un bloqueo en las vfas alternativas de los-
intermedfarios involucrados en la biosfntesis del antibif
"tico, y que &ste bloqueo incremente la produccidn. Por
otro lado Demain (8, 11) indica que quizd se presentan al
teraciones en el mecanismo de control para la sfntesis --
del antibiético. Sin embargo, ninguna de las hipbtesis-
ha sido comprobada completamente.

Es evidente que el dilucidar &ste problema po-
drfa ayudar a simplificar el método de selecci6n de las -
mutantes hiperproductoras, dado que podrfan emplearse mé-
todos de mutacién dirigida, emplear algin marcador de au-
xotroffa en la seleccifn, etc.

Sin embargo como se indicé en resultados, la -
frecuencia de mutaci6n obtenida es de 1.9 x 10°° estando-
dentro de los datos éeportados para mutaci6n inducida (1),
To cual indica que el método de seleccifn empleado es ade
cuado a pesar de la desventaja ya sefialada.

A la mutante que produjo la mayor cantidad de-
antiblotico se le denoninq GM 2000 y posteriormente se --
procediq a caracterizarla.

Las caracterfsticas de morfologfa colonfal y -
microscépica de la cepa GM 2000 fueron similares a la de-
Ta cepa silvestre, La curva de crecimiento mostré que -
el microorganismo tiene un tiempo de generaciln de 0.89 -
horas, a diferencia de l1a cepa silvestre. Ademds tarda- -
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una hora en entrar a la fase logarftmica de crecimiento-
la cualvdura aproximadamente 10 horas.

Por otrd lado, los experimentos para determi-
nar los requerimientos nutricionales de la cepa mutante-
mostraron que es auxdétrofa.

Estas mutantes auxétroficas son Gtiles para -
delimitar las vfas naturales de sfntesis de los compues-
tos orgdnicos. Cada gene controla la actividad de una-
enzima especffica y en consecuencia cualquier mutacifn -
interrumpe un fenfmeno § etapa bioqufmica del microorga-
nismo. Las mutantes auxStroficas se pueden emplear, --
por tanto, para identificar y precisar las necesidades -
mutricionales del mismo. £stas necesidades se utilizan
también como "marcadores de seleccidn".

En base a lo anterior se explica la importan-
cia de obtener mutantes auxdtroficas. Podrfan emplear-
se por ejemplo para la seleccidn de cepas hiperproducto-
ras de antibidticos, seleccionando para el "marcador" --
que esté relacionado con el incremento en la produccibn-
del mismo, como se menciond anteriormente.

La mutacién adquirida por la cepa GM 2000 al-
terd varias caracterfsticas del microorganismo, como son:
la produccién del antibiético, las caracterfsticas de --
crecimiento y los requerimientos nutricionales. Por --
tanto se puede pensar que la mutacidn es de tipo pleio--
terico.

De hecho algunos autores ya han reportado e--
fectos pleiotrdficos de las mutaciones, sobre la produc-
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ci6n de antibi6ticos y también sobre el proceso de esporu
lacién. Por ejemplo Benner (17) encontré que Gnicamente-
el 4% de 400 mutantes moncauxdtrofas de Penicillium nota-
tum fueron deficientes en la producci6n de penicilina; --
por otro lado, Mac Donald (17) demostré que 1a mayorfa de
las mutantes aux6trofas para aminodcidos y vitaminas de -
ta Penicillium Chysogeum producen menos antibiético que -
la progenitora. En nuestro caso la mutaci6én auxotréfia-
estd reltacionada con un aumento de la produccién de Baci-
tracina a diferencia de lo informado para Penicillium, és
to sugiere que el cambio en la biosfntesis y la regula---
cién del mismo es diferente en cada microorganismo, ésta-
sugerencia se apoya ademis si se toma en cuenta que la Ba
citracina es un antibiético peptfdico mientras que la pe- .
niciiina no lo es.

E1 comportamiento cromatogrifico del antibidti
¢o producido por 1a cepa Gl 2000 es semejante al observa-
do con la cepa silvestre. En el medio fermentado por la
cepa se identificd una mancha con un Rf de 0.40 valor que
posiblemente corresponda al antibié6tico.

La cinética de produccifn de Bacitracina por -
1a cepa GM 2000, mostrada en la figura No. 8 es un poco -
diferente que la de 1a cepa silvestre; 1a produccién de -
Bacitracina comienza cuando la fase exponencial ha pasa--
do, 1legando a producir 10.8 U de Bacitracina/mi. La --
produccion se mantiene durante 24 horas, decayendo poste-
riormente a valores no detectables a partir de las 72 ho-
ras.

Este fenSmeno ha sido estudiado ampliamente in
dicdndose que, en general, la sfntesis de los antibigti-

-n -



cos peptfdicos comienza cuando el microorganismo ha pasa-
do la fase logarftmica de crecimiento & "tropofase". La
fase de produccién del antibidtico (6 metabolito secunda-
rio) es 1lamada "ideofase" y de ahf que las substancias -
producidas a &ste nivel se denominen ideolitos. Se sabe
que el control de la sfntesis de antibi6ticos por los mi-
croorganismos es a nivel genético, y que los genes que co
difican para su biosfntesis pueden ser cromosomales 6 ex-
tracomosomales (17). Especfficamente la sfntesis de Ba-
citracina se inicia debido a 1a accién de una enzima, la-
antibidtico-sintetasa (23). EV control de Ta expresién -
genética de &sta enzima puede ocurrir por interferencia -
con la transcripcidn de l1a informacidn del DNA al mRNA ya
que se ha observado que la produccién de Bacitracina pue-
de ser bloqueada adicionando al sistema Actinomicina D, -
un inhibidor del proceso de transcripcidén (23).

Por otra parte, la producci6n del antibidtico-
puede ser afectada al inhibir el proceso de esporulacién-
del microorganismo, Se ha demostrado que al-adicionar -
Malonato de etflo {un inhibidor de! proceso de esporula--
cidn) al medio del cultivo, se inhibe casi en un 100% la-
produccién de Bacitracina (2). Esto demuestra que la --
produccién del antibiético estd fntimamente relacionada -
con el proceso de esporulacién,

Como se mencioné en el caso de la produccifn -
del antibi6tico por la cepa silvestre, la disminucidn en-
1a cantidad del antibiftico puede deberse a que es un in-
termediaric de algin caminé metab6lico, al respecto Stran
ge (2) indica que los amino&cidos que constituyen 1a molé
cula de Bacitracina se Tocalizan en la pared celular del-
microorganismo. Dice que 1os peptfdos son liberados de-.
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la pared celular por accién de enzimas hidrolfticas sobre
ella. Ademfs, éstos antibiGticos peptidicos se han ais
"lado de cultivos que estdn en proceso de formaci6n de es-
poras (2,3), que como ya se mencioné implica cambios meta
b6licos importantes en la célula bacteriana,

Por otro lado, como se observa en la figura --
No. 8 la produccidén del antibidtico baja a partir de las-
72 horas de fermentacifn a concentraciones no detectables.
Por tanto el rango de sfntesis activa de Bacitracina durd
aproximadamente 24 horas. Este comportamiento ha sido -
reportado antes, se menciona que el periddo de sfntesis -
activa de antibidtico puede ser tan corto como 4 horas y-
Ylegar hasta 20 horas. Sin embargo ésta etapa de produc .
cién de antibiético puede ser prolongada por varios dfas-
manejando adecuadamente 1a fuente de carbono (empleando -
cultivos contfnuos y manteniendo niveles de fuente de -~
carbono no inhibitorios 6 no represivos). Por ejemplo,-
Ya produccién industrial de penicilina es conducida por -
mis de 200 horas y mejor aidn por 10 dfas utilizando un --
sistema “feedback".

Sin embargo, 1lega un momento durante el trans
curso de la fermentacidn donde 1a produccién disminuye.
Algunos autores dicen que hay tres razones por las cuales
cesa 1a biosintesis de los antibiéticos: primero, la caf-
da frreversible de una 6 més enzimas de las vias de sinte
sis de antibidticos; segundo, el efecto feedback del anti
biético acumulado y tercer, el agotamiento de los precur-
sores intermediarios del! antibibtico.

Con respecto al comportamiento del pH durante-
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Ta fermentacidn por la cepa Gli 2000, se observd que es se
mejante al presentado por la cepa silvestre, aunque con -
la cepa G 2000 el pH aumenté una unidad con respecto al-
que se obtiene durante la fermentacidn con la cepa silves
tre.

Bernlohr y Novelli indicaron que la Bacitraci-
na es inestable a pH altos. Sin embargo, en el presente
trabajo 1a mixima produccidn de Bacitracina se obtuvo a -
pH 8.0 para la cepa GM 200 y 9.0 para el caso de la cepa-
silvestre. Como se sugirié anteriormente pensamos que -
la produccidn 6 la estabilidad del antibi6tico podrfa au-
mentar si el pH del” medio se controlard para disminuir la
alcalinidad observada.

Haavik (12) demostré, por otro lado, que la --
glucosa inhibe la produccidn del antibiético durante las-
primeras horas de crecimiento. La glucosa es metaboliza
da provacando la formacifn y acumulacidn de dcido acético
¥y pirtvico, principaimente, en el medio del cultivo, tra-
yendo como consecuencia un abatimiento en el pH.  Sin em
bargo 1a cepa empleada es un aerobic estricto en el que -
la glucosa debe metabolizarse hasta CO0p y Hy0 Yo cual da-
rfa un aumento mds que un abatimiento del pH.

Como se sefald anteriormente las cepas hiper--
productoras de antibidtico se obtienen después de un lar-
go procesoc que involucra varios tratamientos mutagénicos-
y seleccidn de las cepas cuya praduccién aumenta debido -
a la mutacidn adguirida, por tanto se procedif a tratar -
a la cepa GM 200 con 9- aminoacridina para seleccionar my
tantes cuya produccidn fuera mayor que la de la cepa GM -
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2000. Al cuantificar la produccién de las clonas sobre
vivientes al tratamiento mutagénico empleando como testi
gos la cepa ATCC 6633 y GM 2000, se observd que la pro--
duccién de ésta Gltima era menor que la cepa silvestre,-
1o cual significa que la cepa GM 2000 revirtié espontd--
neamente en cuanto a la produccidén del antibidético. Es
te resultado no se esperaba dado que se habfan realizado
experimentos (ver resultados) que demostraban que la mu-
tacién era estable; consideramos que debido a una serie-
de problemas que se presentaron durante la conservacifin-
de la cepa (especfficamente cambios en la temperatura --
del cuarto refrigerador) se present6 la reversién y suge
rimos por tanto se tengan cuidados extremos en la conser
vacién de cualquier cepa, aln cuando ésta se conserve en
el estado de esporas.

Por otro lado una de las clonas sobrevivien--
tes obtenidas del tratamiento mutagénico de la cepa GH -
2000 produjo aproximadamente 3.0 U de Bacitracina/ml a -
1as 48 horas de fermentacién; valor que es superior a Jo
que produce la cepa silvestre ATCC 6633; por 1o tanto. po
drfa ser Gtil para proseguir los tratamientos mutagéni--
cos con objeto de aumentar l1a produccién del antibidtico.
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CONCLUSIONES

- No se observaron diferencias morfolégicas entre las ce
pas silvestre y mutante como en otros casos, en donde-
se observan cambios en la morfologfa colonial, que fa-
cilitan la seleccién de mutantes ﬁiperproductoras.

- Se disefd una metodologfa que permite determinar la --
produccidn del antibi6ético de un nimero considerable -
de clonas sobrevivientes al tratamiento mutagénico en-
un tiempo corto.

- La mutacidén adquirida por la cepa GM 2000 mostrdé ser -
de tipo pleiotr6fico, ya que se alteraron varias carac
terfsticas del microorganismo, por ejemplo sus caracte
rfsticas de crecimiento, tiempo de generacién, requeri
mientos nutricionales, ademds de la produccién del an-
tibidtico.

- Se demostré que la elevacién 6 alcalinizacién del pH--
del medio de fermentacién utilizado trae como conse---
cuencia la disminucién en 1a produccibn del antibifti-
co (a concentraciones que ya no es posible interpolar-
en la curva tipo Bacitracina), tanto en la cepa silves
tre como en la mutante GM 2000. Por lo que se sugiere
la utilizacién de un sistema amortiguador m&s eficaz -
que el utilizado,

- Las concentraciones de antibi6tico producidas por la -
cepa mutante y la silvestre no fueron 1o suficientemen
te altas como para inhibir su propfo crecimiento, por-
1o que se concluy6 que no son susceptibles a la Baci--
tracina.
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- Se demostré que la Bacitracina modifica su Rf al correr
sobre la placa de sflica gel, cuando se encuentra en el
medio de fermentagidn, sugiriéndose que esto es debido-
a su unidn con alguna molécula del mismo.

- Se sugiere que la reversidn de la cepa GM 2000 pudo ser
debida a cambios 4e temperatura.

\g
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RESUMEN

Con objeto de obtener una mutante de Bacillus
subtilis hiperproductora de Bacitracina se seleccion§ a -
la cepa ATCC 6633 por producir en forma natural el anti--
bi6tico. Al caracterizar al microorganismoe se encontrf -
que su morfologfa colonial y microc6pica corresponden com
pletamente al género Bacillus. La curva de crecimiento-
mostré que la cepa tarda menos de una hora en entrar a la
fase logarftmica de crecimiente, 1a cual dura aproximada-
mente 4 horas. El tiempo de generacién calculado fué de
0.55 horas. En cuanto a sus requerimientos nutricionales
se encontré que es prot6trofa,

E1 antibidtico producido se identificéd por --
cromatograffa en capa fina, obteniendo una mancha de co--
lor marrén con Rf de 0.40 que corresponde a la producida-
por el testigo Bacitracina Sigma.

La cinética de produccién del antibistico mos
tré que el microorganismo produce 2.0 unidades de Bacitra
cina por m1 a 1as 48 horas de fermentaci6n, bajando poste
riormente a concentraciones no detectables.

€l tftulo mé&ximo de bacterias se obtuvo a las
48 horas de fermentacién con 6.9 x 109 bacterias/ml, ba--
jando hasta 1.83 X 109 a las 96 horas.

Durante e) transcurso de la fermentacibn el -
pH del medio se alcalinizé considerablemente, 1legando a-
9 a partir de las 48 horas y manteniéndose constante has-
ta las 96 horas de la fermentacién.
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Por otro lado la cepa silvestre fué sometida
a una serie de tratamientos mutagénicos con 9- aminoacri
dina para obtener las mutantes hiperproductoras. Las --
condiciones Gptimas de mutacion utilizadas fueron: 10 mi
crogramos/ml de 9- aminoacridina, fase estacionaria de -
crecimiento y 10 horas de exposicidn al mutédgeno.

Se selecciond, mediante una metodologfa dise
fiada en el laboratorio, y que permite el andlisis en un-
tiempo corto de un nimero considerable de clonas sobrevi
vientes al mutfgeno, una cepa que produjo 10.8 U de Baci
tracina/ml a las 48 horas de fermentacién y que fué deng
minada GM 2000.

Esta cepa fué caracterizada en forma similar
a 1a cepa silvestre. Su morfologfa colonia y microschpi
ca fué similar a la cepa silvestre. La curva de creci--
miento mostrd que requiere una hora para entrar a la fa-
se logarftmica de crecimiento, la cual dura aproximada--
mente 9 horas. E) tiempo de generacifn calculado fué de
0.89 horas.

Sus requerimientos nutricionales indicaron -
que es auxStrofa. Por otro lado el antibiStico que pro-
ducfa se identificé por cromatograffa en capa fina, obte
niendo un Rf de 0.40. La cinética de produccidén del an-
tibistico mostro que el microorganismo produce 10.8 uni-
dades de Bacftracina/m! a partir de las 24 horas, mante-
niéndose durante 24 horas mds y bajando posteriormente -
a concentraciones no detectables. E) pH del medio se --
elevé hasta 10 a partir de las 48 horas, manteniéndose -
constante hasta lus 96 horas de fermentacibn.
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Por otro lado, al igual‘que la cepa silvestre,
y con el fin de incrementar la produccién de Bacitracina, -
la cepa GM 2000 se sometié a un tratamiento mutagénico con-
9- aminoacridina. Las condiciones 6ptimas de mutacidén fue-
ron: 15 microgramos/ml de 9- aminoacridina, fase logarftmi-
ca de crecimiento y 10 horas de exposicidn al mutdgeno.

De las clonas sobrevivientes se seleccionaron-
las mutantes hiperproductoras. Sin embargo, ninguna de las
clonas probadas produjo un incremento considerable en la --
produccibn del antibiético.

Después de checar varias veces la produccién -
de antibiético por la cepa GM 2000 se demostré que la pro--
duccién habfa disminuido a concentraciones menores que las-
producidas por la cepa silvestre, este fen6meno fué atribui
do a una posible reversién de la mutacién.

La causa principal de la reversidn fué atribui
da a la temperatura de refrigeracién, la cual no fué cons--
tante.

En base a lo anterior se sugiere para trabajos
posteriores, el manejo m&s adecuado de )as cepas, por ejem-
plo su liofilizacién inmediata.
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la cepa GM 2000 se someti6 a un tratamiento mutagénico con-
9- aminoacridina. Las condiciones Sptimas de mutacidén fue-
ron: 15 microgramos/ml de 9- aminoacridina, fase logarftmi-
ca de crecimiento y 10 horas de exposicién al mutdgeno.

De las clonas sobrevivientes se seleccionaron-
las mutantes hiperproductoras. Sin embargo, ninguna de las
clonas probadas produjo un incremento considerable en la --
produccidn del antibidtico.

Despufs de checar varias veces la produccidn -
de antibidtico por la cepa GM 2000 se demostré que la pro--
duccifn habfa disminuido a concentraciones menores que las-
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