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I N T R o o u e e I o N 

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

Durante la fase de iniciación de la esporula· 
ci6n varias especies del género Bacillus elaboran enzi-­
mas como las Proteasas, Penicilinasas, Nucleasas, Fosfat! 
sas, Estearasas y Carbohidrasas, adem4s de antibióticos­
polipeptfdicos. (27). 

Recientemente Vitkovic y Sadoff han demostra­
do que hay cierta relación genética entre la producci6n­
de enzimas proteolfticas como las Proteasas, la produc-­
ción de antibióticos polipeptfdicos y la fase de esporu­
laci6n del microorganismo \36}. 

Entre los antibióticos producidos por difere~ 
tes especies de Bacillus, algunos son lineales y otros • 
son cfclicos, como ejemplo podemos mencionar: Bacitraci· 
na \B. licheniformis), Gramicidina S. (B •. brevis), Poli­
mixina (B. polimixa), Colistina (B. Colistenus), Micoba­
cillina, Bacillina y llacitracina \B. subtilis) (17, 24). 

La Bacitracina, un antibiótico de tipo poli-­
peptfdico, fué descubierta por Balbina A. Johnson ~n ---
1943 y a partir de·ésa fecha ha sido objeto de una serie 
de estudios. Se ha demostrado mediante estudios de sus­
propiedades ffsicas, qufmicas y biológicas que el anti-­
biótico es un polvo amorfo blanco, altamente higrosc6pi-

- l -



co soluble en agua y en otros solventes (18). 

Es muy inestable si se encuentra mezclado con 
• c•tras sustancias como el cobre. Su estabilidad máxima-

en solución acuosa está en un intervalo de pH de 4 a 5. 

Ciertas formas comerciales de Bacitracina pu­
ra se encuentran mezcl~das con zn++, ya que se ha demos­
trado que es más estable a los efectos del calor y al al 
macenamiento que la Bacitracina natural. Por otro lado 
se sabe que cuando disminuye su estabilidad, disminuye -
también su potencia (18). 

Estos y otros estudios de composición y pro-­
piedades ffsicas y químicas han permitido establecer la­
existencia de diferentes tipos de Bacitracinas que se 
han denominado: A, A', B, C, E, F, F¡. Fz, F3 y G; la B! 
citracina A es la más activa biol6gicamente y las B y C­
~on menos activas que A, pero su actividad es bastante -
mayor que la del resto. 

La fórmula qufmica de la Bacitracina A es la­
siguiente: (C6s H103 016 N17 S), y su estructura se mue! 
tra en 1 a figura No. 1. 

Como se puede observar, el antibiótico es un-
dodecapéptido. Además la molécula contiene un ciclo h~ 
xapeptfdico y otro thiazol ina (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 
resolverla. Algunos de ellos son: t-butanol-Ac. acé-
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D-ileu. 

FIGURA tlo. 1 REPRESENTACIOii ESTRUCTURAL DE LA BACITRACINA A. 
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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 último es el -­
m4s 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 éstos valores 
dependen del tipo de Bacitracina y del sistema de solven­
tes utilizado. 

La producci6n del antibi6tico por el microorg! 
nism·o depende de una serie de factores: oxigenaci6n del -
medio¡ presencia de iones Mg++ y Mn++, y de fuentes de -­
carbono y nitr6geno; esporulaci6n de la cepa y producci6n 
de Proteasas, entre otras. 

La Bacitracina es un antibi6tico que tiene di­
ferentes usos y aplicaciones: 

a) Como un potente agente antimicrobiano en -­
contra de bacterias Gram + y Gram - en la -
clfnica humana y veterinaria. 

En la clfnica humana se emplean las presen­
taciones altamente purificadas y su aplica­
ci6n podrfa ser amplia sino fuera por su e­
levada nefrotoxicidad y ototoxicidad. De­
bido a lo anterior su uso es casi exclusiV! 
mente t6pico (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. El uso de 
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los antibi6ticos como aditivos no nutrientes­
en los al irnentos tiene varios beneficios corno 
son mejorar la eficiencia nutricional del al! 
mento utilizado, incrementar el crecimiento -
de los animales jóvenes y reducir los niveles 
de las enfermedades de los mismos (18). 

De los usos de la Bacitracina mencionados el más 
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 antibióticos y se emplearon como antimicrobi! 
nos se desarrollaron procesos de producción a nivel indu~ 

tri a 1 . 

Uno de los principales objetivos en la produc--­
ci6n industrial es que ésta sea económicamente redituable, 
para ello se buscan técnicas de obtención aplicables a é~ 
te nivel (15, 25). 

Con base a lo anterior se han desarrollado técn! 
cas por medio de las cuales se obtienen mejores microorg! 
nismos en relación no sólo a la cantidad sino al tiempo -
de producción del antibiótico deseado, como son la obten-
ci6n de mutantes. Los programas de obtención de éstos -
microorganismos hiperproductores se caracterizan por ser­
laboriosos y tardados y consisten, simplemente, en expo-­
ner a la cepa silvestre (que en forma natural produce el­
rnetabolito secundario) al agente mutagénico y seleccionar 
posteriormente (de las clonas sobrevivientes) a la mutan­
te hiperproductora ( 11). 
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Por otro lado se sabe que las mutaciones son -
aquéllas modificaciones que puede sufrir un organismo a -
~ivel de su DNA y que son permanentes y hereditarias. 

Las alteraciones producidas en el material ge­
nético pueden ser: Cambios en el ndmero de cromosomas,­
cambios en la estructura del cromosoma y cambios dentro -
de un solo gene. El primer tipo de alteraciones se pre­
sentan exclusivamente en células eucari6ticas y los otros 
dos tanto en eucari6ticas como en procari6ticas. 

Los cambios en el número de cromosomas son co­
nocidos también como pal iploidias y como su nombre lo in­
dica son el resultado de un cambio en el número de cromo­
somas por la pérdida 6 adquisición de uno 6 más cromoso-­
mas 6 un grupo completo de ellos. 

Los cambios en la estructura del cromosoma son 
conocidos como rearreglos del material genético. Los -
cuatro tipos de rearreglos más importantes son: 

a) Delecciones 6 deficiencias. 
b) Duplicaciones. 
c) Inversiones. 
d) Translocaciones. 

Los cambios en un solo gene pueden ser mutaci~ 
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 parica por-
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otra púrica 6 de una pirimfdica por otra perimfdtca en -
el ONA, y las transversiones donde hay el cambio de una­
base púrica por una pirimtdica 6 viceversa. 

Las mutaciones por corrimiento de fase ó mut!_ 
ciones "frameshift" se deben a la pfrdida 6 a la adición 
de uno 6 dos pares de bases en el DNA y conducen a un e~ 
rrtmiento de la lectura del mRNA durante la sfntesis 
de protefnas. 

Por otro lado se sabe que fstas alteraciones­
se producen en forma espontinea como respuesta a cambios 
en el medio ambiente y ademls se conocen una serie de a­
gentes (ffsicos, qufmicos y bil6gicos) que pueden aumen­
tar la frecuencia de mutación. 

Dentro de los agentes qufmicos podrfamos citar: 

a) Análogos de base: Los an41ogos de base son­
compuestos cuya estructura molecular es muy 
similar a 'ºs compuestos que naturalmente -
se emplean para la sfntesis ~el DNA y de --
1hf que sean capaces de sustituirlos duran­
te la replicación del DNA. Ejemplo: 5- bro­
mo uracilo. 

b) Mut4genos que alteran la estructura qufmica 
del DNA: Estos compuestos actúan modifican 
do la composic16n qufmica de los necledti-­
dos constituyentes de los leidos nuclficos, 
asf su accidn es independiente de la repli­
cación del ONA. Ejemplos: H i drox 1 lamina --
(NHzOH), leido nitroso (HN02) y los agentes 
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alquilantes. 

c) Compuestos que se intercalan en el DNA: Las 
' acridfnas como la proflavfna, acriflavfna,-

naranja de acridina y los compuestos ICR* -
son los principales compuestos que producen 
éste tipo de efecto. 

Se sabe que éstos son moléculas bastante -­
planas que son capaces de unirse al DNA, irr 
terca14ndose entre pares de bases adyacen-­
tes oblfg&ndolas a separarse, de tal manera 
que se distorciona ta doble hélice del DNA­
(33, 34). 

* Institute of C4ncer Research. 
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Por otro lado, en Héxico la Bacitracina se em­
plea principalmente como aditivo no nutriente en las die­
tas para aves de corral. Se sabe que el consumo anual -
de alimentos balanceados por gallina ponedora es de:-----
37,960 Kg. y el consumo de Bacitracina (en su presenta--­
ción 6acitracina-zfnc) para la producción de éstos alimen 
tos, fué de 324 Toneladas en 1980 (22). ' 

A pesar de lo anterior el antibiótico no se -
produce en México y por ello es necesario satisfacer su­
demanda mediante importación. Esta situación justifica 
el desarrollar en el pafs un proceso de producción del -
antibiótico. Con éste fin se desarrollar& un proyecto­
de trabajo que incluye los siguientes OBJETIVOS: 

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

B) Comprobar que la mutación sea estable. 
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M A T E R [ A L E S 

I.- Medios de cultivo. 

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

b) Hedio para ant ibidt icos No. l. 

Medio elaborado por Biox6n, preparar de -
acuerdo con las instrucciones del fabri-­
cante. 

e). Medio de producci6n del antibidtico. 
Este medio se utiliza para la produccidn~ 
de Bacitracina. Disolver en 1000 ml de­
agua destilada: soytona 20.0 g. peptona -
de gelatina 10.0 g. dextrosa 10.0 g.K2so4 
1.0 g, Mnso 4 0.01 g. Ajustar el pH a 7.0-
con NaOH y estirilizar en autoclave a 15-

lb durante 15 minutos. 

d) Medio 56/2. 
adicionar a 1000 ml de agua destilada: -­
KH2Po4 6.8 g; (NH4)2so4 1.0 g; solución -
de MgS04.7 H20 al 20%, 0.5 ml; soluci6n • 
de Feso4.7 H2o al 0.1%, 0.25 ml y solu--· 
ci6n de cac1 2 al 1%, 0.5 ml. Ajustar el­
pH a 7.0 7.2 con ~aOH y esterilizar en a~ 
toclave a 15 lb durante 15 minutos. 

e) Medio 56/2 m4s glucosa (Medio Mfnimo). 
Preparar en forma similar al anterior, con 
una pequeña modificación. Adicionar a ca 
da 990 ml de medio, 10 ml de una solución-
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de dextrosa al 20% esterilizada a 10 lb du­
rante 1 O minutos. 

f) Medio rico A3 s61ido. 
Este medio se utiliz6 para determinar el n~ 

mero de células viables. Disolver en 1000-
ml: extracto de levadura 3.0 g, peptona de­
gelatina 6.0 g, extracto de carne 1.5 g, -­
dextrosa 1 .o g, agar bacterio16gico 15 g, -
NaCl 3.5 g, K2HP04 3.68 g, KH2Po 4 1.32 g. -
Ajustar el pH a 7.0-7.2 con NaOH y esterili 
zar en autoclave a 15 lb durante 15 minutos. 

g) ~edio rico A3 lfquido. 
Preparar en forma similar al anterior, pero 
sin adicionar agar bacterioldgico. 

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

11.- Cepas utilizadas. 

a) Bacillus subtilis ATCC 6633. 

b) Micrococcus flavus ATCC 10240 

111.- Soluciones. 

a) Solucidn salina fisio16gica. 
Pesar 8.5 g de NaCl y disolver en 1000 ml -
de agua destilada. Esterilizar en autocl! 
ve a 15 lb durante 15 minutos. 

b) Regulador de fosfatos. 
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Pesar 2.0 g de K2HP0 4 y a.o g de KH 2Po 4 di­
solverlos en 1000 ml de agua destilada. 
Ajustar el pH a 6.0 con KOH y esterilizar -
eri autoclave a 15 lb durante 15 minutos. 

c) Soluci6n de Bacitracina (100 microgramos/ml). 
Pesar 16.835 mg de Bacttracina Sigma, diso! 
verlos regulador de fosfatos y aforar a 10-
ml en un matraz aforado. 

IV.- Otros. 

a) Placas para cromatograffa en capa 
Se emplearon placas de silica gel 
tigplatten KIESELGEL 60) merck. 

fina. 
(o.e. fer. 
De 20 X -

20 cm. y 0.25 mm de grosor de la silica gel. 
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M E T O D O S 

I.- Conservación de las cepas. 

a) La cepa de Micrococcus flavus ATCC 10240-
(microorganismo de prueba) se conserva en 
medio para antibióticos No. 2 (Bioxón), -. 
sembrando por estrfa sobre la superficie­
del medio envasado en tubos con tapón de­
rosca, e incubando durante 24 horas a-
37'C. Posterior111ente la cepa se mantie­
ne en refrigeración (4ºC) haciéndose re-­
siembras cada 15 dfas. 

b) Las cepas de Bacillus subtilis se conser­
varon de dos for•as: 

1.- La cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633 y­
las mutantes de ésta cepa se conservaron­
en medio para antibi6ticos No. 2 (Bioxón) 
envasado en tubos con tapón de rosca que­
se mantienen en forma inclinada hasta so­
lidificación. 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
refrigerac iGn, haciéndose resiembras cada 
tres meses. 

2.- Producción de esporas de las cepas de Ba­
cillus subtilis. 

- Inocular 5 •1 de caldo nutritivo con una­
asada del microorganis•o. 

- Incubar a 37'C durante 5 horas con agita-
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ci6n fuerte. 
- Transferir 2.5 ml del caldo anterior a un­

matraz erlenmeyer de 1 litro, conteniendo-
• 300 ml de caldo nutritivo. 

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

- Centrifugar durante 30 minutos a 9000 rpm. 
- Eliminar ~l sobrenadante y lavar el paque-

te celular con agua destilada estéril. 
- Centrifugar nuevamente y resuspender el P! 

quete en 10 ml de agua destilada estéril. 
- Destruir las formas vegetativas mediante -

tratamiento con 3 ml de Lizosima durante -
20 minutos a SO'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 ~edio AJ. 
Conservar en refrigeración hasta su utili­
zación. 

II.- Caracterización de la cepa. 

A.- Determinaci6n del carácter prot6trofo 6 a~ 
x6trofo de las cepas de Bacillus subtilis. 

Esta determinación se realizó empleando dos 
métodos diferentes que se describen a conti 
nuaci6n. 

1.- Método en medio s61ido. 
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,• a) Inocular un tubo conteniendo 5 ml de -
medio A3 con una asada de mf croorgani! 
mo. 

b) Incubar durante 24 horas a 37 'C. 
c) Inocular un •atraz de 125 ml contenten 

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. subti11s ATCC 6633). 

d) Centrifugar durante 30 minutos a 9000-
rpm y eliminar el sobrenadante. 

e) Lavar dos veces las cflulas con 10 ml­
de solucf6n salina. 

f) Resuspender las cflulas en 5 ml de so­
luc16n salina y hacer cuenta viable en 
cajas con medio Al y en cajas con me-­
dio 56/2 1as glucosa. 

g) Incubar a 37'C durante 24 horas las C! 
jas con medio A3 y 48 horas las cajas­
con medio 56/2 mas glucosa. 

h) Contar y sacar el tftuto de bacterias. 

2.- Mftodo en medio lfqufdo. 

a) Seguir los mismos pasos descritos en -
los incisos IIA la. hasta el IIA le. 

- Inocular 9 ml de medio 56/2 m(s gluco­
sa contenido en un matraz Erlenmeyer -
de 12S ml con 1.0 ml de ta suspensi6n­
obtenida anteriormente. 

- Incubar a 37'C con agitaci6n fuerte d~ 
rante 1 y 3 horas y sembrar sobre ca-­
jas con medio A3, diluciones adecuadas 
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de cada cultivo. 
- Incubar a 37'C durante 24 horas 
- Contar ~sacar el tftulo de bacterias 

b) Seguir los pasos descritos en los fncisos­
IIA la. al IIA le. 

- Inocular 9 ml de medio AJ contenido en un­
matraz erlenmeyer de 125 ml con 1.0 ml de­
la suspensión obtenida anteriormente. 

- Incubar a 37'C con agitaci6n fuerte duran­
te 1 y J horas y sembrar sobre cajas con -
medio AJ, diluciones adecuadas de cada cul 
tfvo. 

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

B.- Curva de crecimiento. 

- Inocular un matraz nefelométrico de 125 ml 
conteniendo 12.5 ml de medio AJ con 108 e~ 
poras/ml. Conservar la relación 1:10 en-,., 
tre el volúmen del medio y el volúmen del-
matraz. 

- Incubar a 37'C con agitación fuerte. 
- Tomar lecturas en el fotocolorfmetro Klett 

Sumersson a las O, 1, 3, 5, 24, 36 y 48 h.Q. 
ras. 

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

- Graficar unidades Klett y No. de bacterias/ 
ml contra tiempo, en papel semilogarftmico. 
Calcular el tiempo de generaci6n de acuer­
do con la siguiente f6rmula: 
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J'= ln x2 • ln x1 

t2 - tl 

donde 
JA-= velocidad e'specffica 

de crecimiento. 

ln 2 

I' 

X = No. de cflulas. 
t • Tie•po en horas. 

T 
9 

= Tfe11po de generacicSn 

III.- IdentificacicSn de la Bacitracina por cr~ 
matograffa en capa fina. 

Para realizar la cro•atograffa fuE nece­
sario preparar las siguientes sustancias: 
una soluci6n de Bacftracina pura marca -
Sigma de 100 U/ml, •edfo de producción -
del antibicStico y un extracto del medio­
fe rmentado. 
La obtención del extracto se realiz6 de­
la siguiente manera: 

- Colocar en un tubo 4 •1 del medio fermen 
tado durante 48 horas. (tiempo de m4xima­
producci6n de Bacftracina por la cepa B. 
subtilfs ATCC 6633 (10) obtenido por fil 
traci6n, lo cual eli•ina las células. 

- Adicionar 2 ml de n-butanol , agitar fuer 
temente durante 15 •inutos. 

- Centrifugar durante 15 11fnutos a 1500 -­
rpm. 

- Separar la capa menos densa (la del n-b~ 

tanol) con una pipeta pasteur. 
- Adfcf~nar otros Z •1 de n-butanol a la -

.capa restante, 11 capa 114s densa lel me­
dio fer•entado). 
Agitar fuertemente y centrifugar como se 

- 17 -



describi6 anteriormente. 
- Separar nuevamente la capa menos densa y jurr 

tarla con la anterior. 
- Conservar' en un tubo estéri 1 en refrfgera--­

c i6n. 
Posteriormente sobre placas de silica gel, -
colocaron volúmenes de 50 microlitros de: 

- Extracto del ·medio fermentado al tiempo de -
m&xima producción del antibi6tico. 

- Bacitracina Sigma de 100 U/ml. 
- Extracto de Bacitracina Sigma y medio de pr~ 

duccidn sin fermentar (en una relaci6n 1:1). 
- Medio de producci6n antibiótico estéril. 

Colocar cada muestra con una distancia entre 
sf de 2.0 cm. Ademls la distanéia entre la 
orilla de la placa y la muestra deber& ser -
de 2. O Cm. 
Dejar secar las muestras y correrlas en una­
c4mara saturada durante 24 horas utilizando­
cl 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 14piz la marca superior pro-­
ducida por el solvente, secar y revelar con­
una solución de Ninhidrina al 0.3%. 
Marcar las manchas reveladas y calcular el -
Rf de cada una de ellas. 

IV.- Cuantificación del antibiótico (Bacitracina) 
por el Método Microbio16gico. 

Para realizar ésta prueba se requiere la -­
muestra que se va a cuantificar y una susperr 
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si6n del microorganismo prueba, en éste e! 
so Hicrococcuss flayus ATCC 10240. 

A.- Obtenci6n de 11 •uestra. 
Colocar en un tubo de 16 X 150 mm, 5 ml de 
medio de produccidn del antibi6tico, inoc~ 
lar con una asada del •fcroorganismo cuya­
producci6n del antibidtfco se va a cuanti­
ficar e incubar a 37'C durante 24 horas. 
En un •atraz Erlen•eyer ~e 1Z5 ml colocar­
medio de produccidn del antibi6tico mante­
niendo una relactdn 1:10 entre el vo1dmen­
del matraz y el vold•en del medio y aproxf 
madamente 0.5 •1 del cultivo bacteriano o~ 
tenido antertor•ente. 
Incubar a 37'C durante 48 horas, con agft! 
cf6n fuerte. Centrifugar el medio fermen 
tado durante 30 •inutos a 9000 rpm. Fil­
trar el sobrenadante obtenido sobre una -­
membrana •illipore de 0.45 micras de poro­
Y recolectar el filtrado en un tubo esté-­
ril. 
Hacer diluciones logarftmtcas del filtrado; 

10·0•25 , 10·0•5• 10-t. 0 , lo-1. 25 , 10·1·5,­
uttlizando regulador de fosfatos como di1,!! 
yente. 

B. - Obtencidn del cultivo de Micrococcus fla-­
vus. 

- Sembrar con una asada de 'Micrococcus fla-­
!J!! ATCC 10240 (resiembra reciente), un t~ 
bode 16 x 150 ••conteniendo 5 ml de me--
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dio de producción del antibiótico. 
- 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 perfect! 
mente la superficie del medio con el cul t.i 
vo. 

- Incubar a 37'C durante 24 horas. 
- Cosechar las bacterias con solucidn salina 

fis1ol6gica estéril. 
- Centrifugar la suspensión durante 15 minu­

tos a 9000 rpm. 
- Eliminar el sobrenadante y re suspender el· 

paquete. bacteriano en solucidn.salina. 
- Ajustar la suspensión hasta que una dilu-­

ción 1:100 de una lectura de 90 U.·K. en el 
fotocolorfmetro. 

- Conservar en refrigeracidn. 

c.~ Proceso de cuantificación. " 

- Vaciar 20 ml de medio para antibiótico No. 
2 (reci~n preparado) sobre cajas de petri­
altas. 

- Dejar solidificar el medio sin permitir -­
que se formen gotas de condensación en la­
tapa, ésto se logra colocando la tapa lig~ 

ramente fuera de su base y manteniendo a -
temperatura ambiente durante JÓ minutos. 

- Adicionar 4 ml de medio para antibicSticos­
No. 1 conteniendo Micrococcus flavus ATCC 
10240 en una concentración de 0.3%, a cada 
caja. 
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donde: 

- Dejar solidificar durante una hora a tempe­
ratura 111biente. 

- Colocar seis cilindros met&lic~s en cada C! 
ja y llenar tres cilindros con la solucidn­
tipo de Bacitracina y tres cilindros con la 
diluci6n de la •uestra problema, alternando 
un cilindro con la solucidn tipo y uno con­
la muestra proble•a. 

- Montar tres cajas por cada diluciOn que se­
ensa1e-

- Incu·bar 1 37'C durante 24 horas, sin permi­
tir que los cilindros se •uev1n por vibra-­
cidn. 

- Medir los halos de inhibici6n con una regla, 
sacar las •edias 1 corregir los datos de la 
siguiente •anera: 

Factor de correcciOn D J Std total - r Std­
parcial. 

X corregido del = J problema - Factor de -
problema correccidn. 

X proble•a = •edia del problema. 

X Std total= •edia de los datos de la solu­
cidn de Bacitracfna de ------
1.0 U/•1. 

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

- Interpolar en la curva tipo. 

V.- Elaboracfdn de la curva tipo para la cuanti 
ficacidn de Bacftracina. 
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- Preparar un~ suspensión de Micrococcus fla­
.Y.!!.l ATCC 10240 como se mencionó en IV B. 

- Hacer soluciones de Bacitracina con concen­
traciones de: 0.64, o.a, 1.0, 1.25 y 1.56 -

unidades, a partir del polvo puro de Baci-­
tracina Sigma. El diluyente que se utili­
zu es regulador de fosfatos de pH 6.0 

- Preparar cajas al tas con 20 ml de medio pa­
ra1 antibióticos No. 2 siguiendo el procedi­
miento que se describió en IV c. 

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

- Montar tres cajas por cada concentración en. 
sayada (excepto para 1.0 unidad, ya que ~s­

ta se utiliza como estandar). 
- Incubar todas las cajas de 37'C durante 24-

horas. •, 
- Medir los halos de inhibici6n con una regla, 

obtener las medias y corregir los datos co­
mo se describi6 anteriormente. 

- Graficar en papel semilogarftmico, el dih! 
tro en milfmetros {mm) vs. Unidades de Bacl 
trae ina. 

VI.- Proceso de mutaci6n. 

A.- Determinaci6n del tiempo y la concentraci6n 
Optima de 9-aminoacridina {9AA). 
Para ~sta determinaci6n se consideraron co­
mo óptimas las condiciones {tiempo y conce~ 

traci6n) que produjeron un 90-95% de muerte 

- 22 -



en las células tratadas. 

l.- a) Inocular un tubo conteniendo 5 ml de me­
dio A3 con una asada del microorganismo. 

b) Incubar a 37'C con agitación fuerte has­
ta fase logarltmica (aproximadamente 4 -
horas para la cepa B. subtilÉ ATCC 6633). 

c) Colocar en un matraz actfnico de 125 ml: 
l ml de medio A3, 8 ml de medio 56/2 m4s 
glucosa, 1 ml del cultivo anterior dilu1 
do l:!i con solución salina y O.l ml de -
soluci6n de 9AA (10 microgramos/ml} re-­
cién preparada. 

d) Colocar las mismas cantidades y compone~ 
tes en otro matraz actfnico, sustituyen­
do la solución de 9AA por 0.1 ml de agua 
destilada estéril, utilizar éste matraz­
como testigo. 

e) Incubar a 37'C con agitación fuerte du-­
rante 1 O horas. 

f) Centrifugar durante 30 minutos a 9000 -­

rpm. 
g) Eliminar el sobrenadante y lavar dos ve­

ces con solución salina estéril. 
h) Resuspender finalmente en 5 ml de solu-­

ción salina. 
i) Hacer cuenta viable de la suspensión an­

terior utilizando cajas con medio A3. 
j) Contar y sacar el titulo de bacterias. 

Este experimento se repitió empleando 15 

microgramos de 9AA. 

2.- a) Colocar las mismas cantidades y compone~ 

tes que se describieron en VI le en ----
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otros dos matraces actínicos de 125 ml . 
b) Incubar a 37'C con agitación fuerte durante-

1 S horas. 

e) Seguir los pasos indicados en VI Ale hasta -
VI A 1 j. 

3.- a) Inocular un tubo conteniendo 5 ml de medio -

A3 con una asada del microorganismo. 

b) Incubar a 37'C con agitación fuerte hasta f-ª. 

se estacionaria de crecimiento (aproxfmada-­

mente 8 horas ó más para la cepa s. subtil is 

ATCC 6ó33). 

c) Colocar en un matraz actfnico de 125 ml: l -

ml de medio A3, 8 ml de medio 56/2 más gluc.Q_ 

sa, l ml del cultivo anterior dilufdo 1:5 -­

con solución salina fisiológica y 0.1 ml de­

una solución de 9AA (10 microgramos/ml) re-­

cién preparada. 

d} Colocar las mismas cantidades y componentes­

en otro matraz actínico, sustituyendo la so­

lución. de 9AA por 0.1 ml de agua destilada,­

utilizar éste matras como testigo. 

e) Seguir 1 os pasos indicados en IV A 1 e hasta -

IV A 1 j. 

4. - a) Colocar las mismas cantidades y componen tes­

a otros dos matraces actínicos de 125 ml, C.Q. 

mo se describió en IV A3c. 

b) Incubar a 37'C con agitación fuerte durante-

18 horas. 

c) Seguir los pasos indicados en IV Al e hasta -

IV A 1 j. 

B.- Selección de la mutante. 
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Cabe mencionar que sólo 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--­
c i6n del antibi6tico, 
Incubar a 37'C durante 24 horas con agita--­
ci6n fuerte. 
Colocar 0.2 ml de ~ste cultivo en tubos cali 
brados conteniendo 5 ml de medio de produc-­
ci6n del antibi6tico. 
Incubar a 37'C con agitación fuerte hasta ob 
tener una densidad de 60 unidades Klett. 
Sembrar con una asa calibrada de 0.01 ml 
seis muestras del cultivo anterior sobre una 
caja conteniendo medio para antibi6ticos 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 la caja con el crecimiento y adicio­
nar 4 ml de medio para antibi6ticos No. 1 -­
conteniendo una concentraci6n de Micrococcus 
flavus ATCC 10240 de 0.3%. 
Incubar a 37'C durante 24 horas. 
Medir los halos de inhibición con una regla. 
Sembrar las colonias que hayan dado halos de 
inhibici6n mayores que la cepa testigo, en -
tubos con medio para antibióticos No. 2 in-­
cl inado. 

- Incubar a 37'C durante 24 horas. 
- Mantener en refrigeraci6n. 
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R E S U L T A D O S 

I.- Caracterfsticas de la 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 C! 
pa se procedi6 a real izar una serie de experimentos, que­
ª continuaci6n se describen: 

A.- Morfologfa colonias y microscópica. 

Para determinar la morfologfa colonial de la -
cepa, se sembró una asada por la técnica de estrfa cruza­
da sobre cajas con medio para antibióticos No. 2. Se i~ 

cubó a 37'C durante 24 horas, observlndose posteriormente 
colonias redondas e irregulares de color crema, con,super 
ficie rugosa, aspecto seco y de consistencia suave mucosa. 

Se tomó una asada de éstas colonias para reali 
zar la tinci6n de Gram y observar la morfologfa microscó­
pica. Encontrándose bacilos Gram +, muy largos, en cad! 
nas y con endosporas localizadas a todo lo largo del baci 
1 o. 

B.- Caracterfsticas de crecimiento. 

Para determinar las caracterfsticas de creci-­
miento se siguió el met6do descrito en el inciso IIB de -
m~todos. Las condiciones de crecimiento del microorga-­
nismo fueron: incubación a 37'C y agitación fuerte, ya -
que los microorganismos del género Bacfllus 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 No. 1), se construyó la gráfica present!_ 
da en la figura No. 2. En ella se puede observar como,-
aproximadamente a los 40 minutos de incubación se inicia­
la fase logarftmica de crecimiento que dura aproxfmadamen 
te 4 horas. Con los datos de ésta curva se calculó el -
tiempo de generación, que fué de 0.55 horas. 

C.- Determinación del carácter protótrofo d ª! 
xdtrofo. · 

La metodologfa para hacer ésta. determinación -
se describid en la sección de ~étodos y los resultados ok 
tenidos se presentan en la Tabla No. 2. 

Como se puede observar por los resultados obt! 
nidos el microorganismo solamente disminuye su crecimien­
to cuando se encuentra en un medio mfnimo. Esto nos in­
dica que la cepa es protdtrofa. ya que no re.quiere 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 -­
discutir! posteriormente. 

II.- Determinación de la produccidn de Bacftra 
cina por la cepa Bacillus subtilis ATCC -
6633. 

Una de las principales caracterfsticas de las­
cepas utilizadas en éste trabajo es la produccidn del an­
tibiótico. Debido a lo anterior fué primordial utilizar 
un método de cuantificación. Método que a continuacidn-
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T A B L A No. 1 

CRECIMIENTO DE LA CEPA B. subtil is ATCC 6633 

Tiempo (horas) No. bacterhs/ml U .K. 

o 8 .6 X 106 12 
0.66 8.3 X 106 15 
1 ,33 2.13 X 107 23 
2.0 2.66 X 107 57 
2.66 - 137 
3,33 2.64 X 108 256 
4.0 4.83 X 108 335 
4.66 5.72 X 10ª 395 
5.33 6.2 X 108 425 
9.0 6.5 X 108 430 
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T A B L A No. 2 

DETERMINACION DE LA PROTOTROFIA O AUXOTROFIA DE LA 
CEPA Bacil lus subtil is ATCC 6633 

Medio de crecimiento Tiempo de ----- No. bac ter fa s/ml 
fncubac16n (h r) 

A3 24 J. 18 X 106 

Sólido 
Mfnimo 48 No crec16 

A3 1 7.45 X 106 

3 6.60 X 106 

Lfquido 
105 Mfn i1110 1 2.58 X 

3 2.50 X 106 
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se describe: 

A.- Curva tipo. 

Para realizar la curva tipo se requirió con-­
tar con una suspensión bacteriana de f'licrococcus flavus-­
ATCC 10240, además 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/ml). 

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

B.~ Cuantificación del antibiótico producido­
por la cepa silvestre. 

La cuantificaci6n se realizó conforme al mét~ 

do descrito por Hoff, Bennett y Stanley conocido como mé­
todo microbiológico (16). La técnica se describió en -­
los incisos IV A, By C de Métodos. Después de seguir -
la técnica se midieron, con una regla, los halos de inhi­
bición producidos por la cepa, se calcularon los prome--­
dios y los valores obtenidos se interpolaron en la curva­
tipo para obtener las unidades de Bacitracina/ml. El r! 
sultado obtenido demostró que la cepa silvestre produce -
aproximadamente 2 U/ml del antibiótico a las 48 horas de­
fermentaci6n. 

C.- ldentificaci6n del antibi6tico producido­
por la cepa. 
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T A B L A No. 3 

DIAMETRO PROMEDIO DE LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 
BACITRACINA SIGMA 

Diámetro (mm) 

15 .09 

15.88 

16. 4 7 
17 .19 
17. 76 

Unidades de Bacitracina/ml 

32 , .. 

0.64 
0.80 
1. o 
1. 25 

l. 56 
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El antibiótico producido por la cepa silvestre 
se identificó por medio de cromatografía 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 -
prciduce dos manchas de color amarillo 'con Rfs diferentes, 
lo cual nos está indicando que es una mezcla de dos tipos 
de Bacitracina. Por otro lado, cuando se mezcla Bacitr~ 
cina Sigma con medio de producci6n y se extrae con n-but~ 

nol, los Rf de las manchas producidas por la Bacitracina­
se modifican a 0.40 y 0.41, al igual que el color de las­
mismas, que cambi6 a marr6n. 

El extracto del medio fermentado por la cepa -
6633 produjo cinco manchas, de color marr6n, de las cua-­
les consideramos que la de Rf 0.42 pertenece al antibi6ti 
co, ya que es el valor más próximo a los producidos por -
el testigo. 

O. - Cinética de producción del antibiótico. 

Se inocularon cuatro matraces erlenmeyer cont~ 
niendo medio de producci6n con 108 esporas/ml. Se incu­
baron a 37'C con agitaci6n fuerte y a las 24, 48, 72 y 96 
horas se sac6 un matraz para determinar el pH lutilizando 
papel pH), las Unidades de Bacitracina/ml (utilizando el­
método ó ensayo cuantitativo microbiológico) y el Nümero­
de bacterias/ml (sembrando sobre cajas con medio rico -­
A3 diluciones adecuadas del cultivo). Los resultados se 
muestran en la Tabla No. 5 y para hacerlos m4s evidentes-
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TA 8 L A No. 4 

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

Muestra Rf Color de la Mancha 

Bac1tracina Sigma 0.36 amarilla 
0.38 amarilla 

Extracto de la mezcla de 0.40 marrc5n 
Bacitracina y medio sin- 0.41 marrc5n 
fermentar. o.so marrc5n 

Extracto del medio fermen 0.34 marrc5n 
tado por la cepa 6633 0.38 marrc5n 

0.42 •arrc1n 
0.46 marr6n 
0.51 marrlSn 
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se graficaron, obteniéndose la figura No. 5. 

Como se puede observar, conforme avanza el --­
tiempo de fermentación, el pH del medio se alcaliniza co~ 

' siderablemente, comenzando en 6.5 a tiempo cero, llegando 
hasta 9.0 a las 48 horas y manteniéndose así durante el -
resto de la fermentaci6n. La producción de Bacitracina­
se inicia a las 24 horas con 1 .O U/ml y llega a su m~ximo 

de 2.0 U/ml a las 4E horas, posteriormente la producción 
baja hasta llegar a cero. 

Cabe mencionar que a las 72 y 96 horas se pro­
dujeron halos de inhibición del crecimiento de Micrococo, 
sin embargo su di~metro promedio queda fuera del lfmite -
inferior de la curva tipo y se reportaron como cantidades 
no detectables de antibiótico. Por otro lado la cinéti­
ca comienza a tiempo cero con aproximadamente 107 célu-~­

las/ml las cuales aumentan hasta llegar a un m~ximo de --
109 células/ml a las 72 horas. Esta concentraci6n celu­
lar baja un poco después de éste tiempo, como se observa­
en la figura No. 5 

La producción del antibiótico baja a partir de 
las 72 horas, dato que nos sugiere que la Bacitracina se­
va degradando en el transcurso de la fermentación y que -
podría, por tanto, formar parte de alguna vfa metab6lica­
que se desarrolla a éste tiempo. 

III.- Obtención de mutantes hiperproductoras -
de Bacitracina. 

A.- Determinación de las condiciones óptimas -
de mutación. 
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T A· B L A No. 5 

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

Tiempo (hr) pH No. bacterias/ml Unidades de 
Baci trae i na/ml . 

o 6.5 l. 70 X l o7 o 
24 8.0 3.49 X l o9 l. 27 
48 9.0 6.90 X 1 o9 2.29 
72 9.0 3.27 X 1 o9 N.O. 
96 9.0 1, 83 X 1 o9 N.O. 

N .D. No detectable. 
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Se realizaron experimentos en los cuales se S! 
leccionaron las condiciones 6ptimas de mutación. Los -
factores con 'los cuales se trabajó fueron: tiempo de ex­
posición al mutágeno, fase de crecimiento y concentra--­
ci6n del mutágeno. Se variaron éstos par&metros hasta­
obtener porcentajes de muerte de aproximadamente 95-99 -
ya que se ha reportado que hay una elevada probabilidad­
de mutación cuando los porcentajes de muerte son altos. 

El mutágeno utilizado fué la 9- aminoacridina,­
el cual produce mutaciones por corrimiento de fase 6 mu­
taciones "frameshift", que se caracterizan por no rever­
tir fácilmente. 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
muerte. Con base en lo anterior se seleccionaron como­
las condiciones óptimas de mutaci6n: · 10 horas de exposl 
ci6n, 10 microgramos/ml de 9- aminoacridina y fase esta­
cionaria de crecimiento, para continuar con la selección 
de las mutantes. 

B.- Tratamiento mutagénico y selecci6n de mu-­
tantes. 

De las clonas sobrevivientes al tratamiento m~ 
tagénico se prepararon cultivos de toda la noche, util i-
zando medio de producci6n. Posteriormente se inocula--
ron otros tubos conteniendo medio de producción estéril­
con los cultivos anteriores, llev&ndolos a 60 unidades -
klett (U.K.), a partir de los cuales se sembraron seis -
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T A B L A No. 6 

CONDICIONES DE MUTACION PARA LA CEPA B. subtilis ATCC 6633 

Fase de Concentracic1n de Tiempo de % de muerte * 
crecimiento 9-aminoacridina exposicic1n 

Jl:-9 /m 1 . (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 
** cuatro horas de crecimiento 
*** diez horas de crecimiento. 

- 41 -



ruestras con una asa calibrada de 0.01 ml, sobre cajas 
con medio para antibi6ticos No. 2, las cajas se incubaron 
il 37'C durante 3 horas. Previamente se determin6 que és 

1 -

te tiempo era suficiente para que la cepa silvestre comen 
zara a producir el antibi6tico y éste se difundiera en el 
agar. 

Las cajas con los in6culos se expusieron a V! 
pares de cloroformo durante 30 minutos y posteriormente -
se colocaron sobre la caja 4 mi de medio para antibi6ti-­
cos No. l inoculado con Micrococcus flavus ATCC 10240, en 
una concentraci6n de 0.3%. Las cajas se incubaron a ---
37'C durante 24 horas y se midieron los halos de inhibi-­
ci6n. 

En total se probaron 505 clonas sobrevivien-­
tes al tratamiento mutagénico, de las cuales 236 no prodJ! 
jeron halo de inhibición. Por otro lado como se observa 
en la Tabla No. 7 el resto de las clonas produjeron halos 
que van desde 1 hasta 90 mm. Un elevado porcentaje de -
las sobrevivientes produjeron halos del mismo diámetro 
que la silvestre e inclusive halos dos veces mayores. 

Unicamente 4 clonas produjeron halos de inhi­
bición de un poco más del doble que la cepa silvestre y -
sólo una produjo un halo del tamaño de toda la caja ( 90 

mm ) . 

Estas clonas se purificaron y se resembraron­
en tubos con medio para antibióticos No. 2 inclinado y -­
posteriormente se les cuanti fic6 el antibi6tico producido. 
En la Tabla No. 8 se muestran los resultados de la cuanti 
ficación. 
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T A B L A No. 7 

DETERMINACION CUALITATIVA DEL ANTIBIOTICO PRODUCIDO 
POR LAS CLONAS SOBREVIVIENTES AL TRATAMIENTO 

MUTAGENICO 

Diámetro de halo de 1nhibici6n 
(mm) 

9.0 
1. o - 9.0 
9. 1 - 17. o 

18.1 - 24. 5 
90.0 
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No. de clonas 

cepa silvestre 
54 

210 
4 
1 



T A B L A No. 8 

DETERMINACION CUANTITATIVA DEL ANTIBIOTICO PRODUCIDO 
POR ALGUNAS CLONAS SOBREVIVIENTES AL TRATAMIENTO 

MUTAGENICO DE e. subtilis ATCC 6633 

Clona No. 

40 
97 
83 
86 
39 

211 
Test 1go 

* Cultivo de 48 horas. 

U de Bacitracina/ml * 

2.97 
2.28 
3.14 
3.2~ 

4.1 
10.8 
2.0 
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Con base en los datos mostrados en las Tablas­
No. 7 y 8 se puede concluir que la producción del antibi~ 

tico no es proporcional al tamafto del halo de inhibición, 
ya que las clonas sobrevivientes que produjeron halos de­
inltib ición del doble de la silvestre produjeron, al hacer 
la cuantificación por el M6todo Microbiológico cantidades 
no considerables del mismo. 

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

IV. - Caracterización de la cepa mutante GM 2000 

A.- Horfologfa colonial y microscópica. 

Para determinar la morfologfa colonial de la -
cepa, se empleó la tfcnica que se describió para la cepa­
silvestre ( Pig. 26 ). 

Se observaron colonias idfnticas 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 tomó una asada -­
del microorganismo para realizar la tinci6n de Gram. Ob­
servlndose que las colonias están formadas por bacilos -­
Gram +largos en cadenas y con endosporas localizadas a -
todo lo largo del bacilo. 

B.- Caracterfsticas de crecimiento. 
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las caracterfsticas dé crecimiento se anali­
zaron siguiendo el mHodo descrito en el inciso No. II • 
de Métodos. 

los datos obtenidos que se presentan en la -
Tabla No. 9 se graficaron obteniéndose la curva ~ue se -
muestra en la figura No. 6. 

Como se puede observar la cepa mutante Baci-
1 lus subttlis Gl1 2000 ta.rda 60 minutos en iniciar la fa­
se logarftmica de crecimiento, la cual dura aproximada-­
mente 9 horas. Con los datos obtenidos de ésta curva­
se calcu16 el tiempo de generac16n que fué de 0.89 horas. 

c.- Determinaci6n del carácter aux6trofo 6 -
protótrofo. 

la cepa se incub6 toda la noche en medio ri­
co A3 con agitación fuerte a 37'C. A partir de éste -­
cultivo se obtuvo una suspensión del microorg~~ismo, con 
la cual se real izaron las pruebas para establecer el ca­
rácter protótrofo 6 aux6trofo de la cepa. Oetermin5nd~ 

se cuenta viable en medio rico AJ y en medio mfn: .. ;o, 

Por otro lado el mismo cultivo se inoculó 
tanto en medio rico como en medio mfnimo lfquidos. Es­
tas dos suspensiones se incubaron a 37'C y se dejaron -­
crecer con una agitaci6n fuerte durante 1 y 3 horas, a -
cada tiempo se determinó el No. de bacterias/ml. Los -
resultados se muestran en la Tabla No. 10. 

Podemos senalar que la cepa mutante disminu­
ye considerablemente su crecimiento cuando crece en me--
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T A B L A No. 9 

CRECIMIENTO OE LA CEPA Bacillus subtilis GM 2000 

Tiempo No. bacterias/ml Unidades Klett 

(hr) (U. K.) 

o 8.52 X 106 20 
20 

2 1.80 X 107 55 

3 115 
4 4.0 X 107 200 

5 223 

6 5.10 X 107 250 

7 1. 10 X 108 264 
8 2.40 X 10ª 300 

15 4.35 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 Bacfllus subtilis GM 2000 

Medio de cree imfento Tiempo de No bacterfas/ml 
fncubacic5n 

(h r) 

A3 24 3.95 l( 106 

Sc51 ido 

Mfnfmo 48 No crecfc5 

A3 1 1. 22 l( 108 

3 4.61 l( 108 

Lfquido 

Mfnfmo 1 3. 23 l( 105 

3 4.0 l( 1 o5 
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dio mfnimo liquido y no crece en medio mfnimo 1 fquido y­
no crece cuando se siembra en medio mfnimo s61 ido. Es­
to nos indica que la cepa es aux6trofa, ya que requiere­
de algún nutriente contenido en el medio rico A3 para su 
crecimiento total. La comprobación de lo anterior se -
demuestra en la misma tabla, al crecer la cepa, primero­
en medio rico y posteriormente inocularla sobre cajas -­
con medio rnfnimo, no se observ6 crecimiento, nf aún des­
pués de 72 horas de incubaci6n. 

D.- Identificaci6n del antibiótico producido. 

Con éste prop6sito se empleó la técnica des-­
crita en el inciso No. III de Métodos y corno se puede o.Q. 
servar la Bacitracina Sigma produjo 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 lado se hizo una mezcla de Bacitraci 
na Sigma y medio de producción 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 antibiótico sobre la placa de silica­
gel, debido quizá a que se une con alguna molécula. La 
Tabla No. 11 muestra también los distintos Rfs que prod~ 

jo el extracto del medio fermentado al tiempo de máxima­
producci6n por la cepa mutante B. subtilis GM 2000, E~ 

tos datos se muestran en forma gráfica en la figura No.-
7. 

E.- Cuantificación de la Bacitracina. 

El método que se siguió para la cuantifica--
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T A B L A No. 11 

IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA DEL ANTIBIOTICO PRODUCIDO 
POR LA CEPA Bacilfil subtfl'fs GM 2000 

Muestra Rf Color de la mancha 

Bacitracina Sigma 0.32 amarilla 
0.36 amarilla 

Extracto de la mezcla de 0.34 marran 
Bacitracina y medio sin 0.37 marran 
fermentar. 0.41 marr6n 

0.46 marran 
0.49 marr6n 

Extracto del medio fermen 0.27 marran 
tado por la cepa GM 2000 0.29 marr6n 

0.40 marr6n 
0.45 marr6n 
0.50 marrc5n 
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ci6n del antibi6tico se describió en los incisos IV A, B 
y C de Métodos. Los resultados indicaron que la cepa -
comienza a producir el antibiótico a las 24 horas alcan­
zando un máximo a l•as 48 horas y posteriormente, a par-­
t'ir de las 72 horas, decae la producci6n, a concentraci~ 
nes no detectables. La cepa produce 10.8 U de Bacitra­
cina/ml a las 48 horas de la fermentaci6n. Todos éstos 
resultados se muestran. en la Tabla No. 12. 

F.- Estabilidad de la mutaci6n. 

Para demostrar que la mutación adquirfda par­
la cepa Bacillus subtilis GM 2000 era estable se realiz! 
ron resiembras, utilizando tubos con medio para antibi6-

ticos No. 2 inclinado. A partir de las diferentes re-­
siembras se realizó un ensayo microbiológico para cuantj_ 
ficar la producci6n del antibiótico. Los resultados se 
muestran en la Tabla No. 13. 

v.- Cinética de producción de Bacitracina por 
la cepa B. subtilis Gtt. 2000. 

Los ~xperimentos para determinar la cinética­
de producción fueron similares a los real izados con la -

cepa silvestre. 

Los resulta dos que se presentan en la Tabla -
No. 14 se graficaron obteniéndose la Figura No. 8. Co­
mo se puede observar el pH del medio se al cal in iza cons.i 
derablemente llegando hasta 10 a parttr de las 48 horas­
de la fermentación. El r\o. de bacterias/ml aumenta lo­

garHmicamente de las O a las 24 horas de incubaci6n, al 
canzando un tftulo de 2.9 x 109, luego se mantiene más -

6 menos constante. 
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T A B L A No. 12 

CUANTIFICACION DE BACITRACINA PRODUCIDA POR LA 

CEPA Bacillus subtilis GM 2000 

Tiempo de fermentación U. de bacitracina/ml 
(hr) 

24 1o.8 

48 lO. 8 

72 N. D. 

96 N. D. 

N.O. No detectable. 
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T A B L A No. 13 

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

RESIEMBRAS 

Resiembra No. 

3 

5 

10 

Unidades Bacftracfna/ml 

- 55 -
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TA B·L A No. 14 

CINETICA DE PRODUCCION DE BACITRACINA DE LA CEPA 

Bac11lus subtilis GM 2000 
J 

Tiempo pH No. de bacterias/ml U. bacitracina/ml 
{ h r} 

o 6.5 2.03 X 107 o 
24 a.o 2, 91 X 109 1 O. B 

48 10.0 3.36 X 109 10.8 

72 10.0 2.02 X 109 N.O. 
96 10.0 2.62 X 109 N.O. 

N.O. No detectable. 
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Con respecto a la producci6n de Bacitracina, la 
producci6n llega a 10.S/ml a las 24 horas y se mantiene dJ!.. 
rante 24 horas m4s, bajando posteriormente a concentracio­
nes no detectables~ 

VI.- Obtenci6n de mutantes hiperproductoras a· -
partir de la cepa GN 2000. 

A.- Determinaci6n de las condiciones 6ptimas de 
mu tac i 6n • 

Se realizaron experimentos en los cuales se se­
leccionaron las condiciones 6ptimas de mutaci6n. 

Al igual que en la selecci6n de la mutante GN -
2000, los factores con los cuales se trabaj6 fueron: tiempo 
de exposici6n al mut4geno, fase de crecimiento y concentr! 
ci6n al muUgeno. 

Se seleccionaron las clonas sobrevhientes obt~ 
nidas del tratamiento mutagénico que di6 aproximadamente -
un porcentaje de muerte de 95-99. En éste caso también -
se util iz6 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 fluctúan entre 94 y 97 P! 
ra fase logarftmica. En cambio para fase estacionaria -­
hay una diferencia m4s marcada, ya que a mayor tiempo de -
exposici6n al muUgeno el porcentaje de muerte fué menor -
observ!ndose una fluctuaci6n de 99.57 hasta 54.72. 

B.- Tratamiento mutagénico y selecci6n de las -
mutantes. 
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T A B L A No. 15 

CONDICIONES DE MUTACION DE LA CEPA Bac111us 
subt11is GM 2000 

Fase de crecimiento 

Logarftmica 

Estacionaria 

Concentraci6n 
de 9-am i no­

ac r id i na 
.)'j /ml I 

15 

15 

15 

15 

Tiempo de % de 
exposición muerte 

(hr) 

10 97.49* 
18 94.27** 

10 99.57* 
18 54, 72* 

* Los datos son promedios de dos experimentos 

** Los datos son promedios de tres experimentos 
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La •etodologfa seguida para la selecci6n de -
las •utantes. despufs del tratamiento 9- aminoacridina -
se describi6 en el inciso VI B de Métodos y las condicf~ 
nes de la mutaci6n fueron fase log.-10 Hrs.-15 g/ml 9AA. 
La Tabla No. 16 •uestra los resultados obtenidos. 

Cabe seftalar que en éstos experimentos el te_! 
tigo.fué ta cepa GM 2000 y en vista de que et primer tr,! 
tamiento mutagénico produjo hatos de inhibici6n del tam.! 
fto de toda la caja, se decidi6 hacer una dfluci6n del -­
cultivo de 60 U.K. para poder de éste modo continuar con 
la selecci6n. La diluci6n elegida fuf 1 :9 ya que es la 
que produjo halos de inhibfcf6n del mismo tamafto que la­
solucf6n tipo de Bacitrecina de 1.0 U/m1 y que fluct~an­

entre 15.5-16.0 ... 

Sin e•bargo. al realizar los experimentos se­
encontr6 que el cultivo de 60 U~K. producfa halos peque­
ftos. de aproxi•ada.ente 14. O mm¡ por .lo que ya no fué n_! 
cesario hacer 11 diluci6n. 

En total se probaron 756 clonas sobrevivf en-­
tes al trata1iento •utagfnico. de las cuales 194 no pro­
dujeron halos de inhibici6n sobre la capa de Micrococcus 
flavus. 399 produjeron hatos menores e iguales que et .-­
testigo. 162 Produjeron halos mayores que el testigo y -

sOlo una produjo el halo del ta•afto de toda la caja. 

Las clonas que produjeron halos de inhfbfci6n 
de aproxf11da1ente et doble de la del testfvo y ta de t~ 
da ta caja se rese•braon y purificaron, pas4ndose a tu-­
bos con 1edio para antfbiOticos No. 2 inct fnado. para pol_ 
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T ·A B L A No. 16 

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

DE LA CEPA GM 2000 

Diámetro del halo de inhibici6n No. de clonas 
(mm) 

14.27 B. subtil is GM 2000 
1.0 - 14.5 399 

14.6 - 22.5 162 
90.0 l 
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teriormente cuantificar el antibi6tico que producen. 

En la T~bla Ho. 17 se presentan los datos obt! 
nidos de la cuantificaci6n del antibi6tico producido par­
las cepas seleccionadas, se emplearon como testigos la C! 
pa silvestre ATCC 6633 y la mutante GM 2000 de la cual -­
proventan las mutantes a analizar. 

Los resultados obtenidos demostraron que la ·• 
producci6n del antibi6tico por la .cepa GM 2000 habfa dis· 
minuido, es decir se present6 una alteraci6n en su campo! 
tamiento que fué atribuida a una posible mutaci6n espont! 
nea, ésta suposici6n se discutir& posteriormente . 
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TA B LA No. 17 

DETERMINACION CUANTITATIVA DEL ANTIBIOTICO PRODUCIDO 
POR ALGUNAS CLONAS SOBREVIVIENTES AL TRATAMIENTO 

MUTAGENICO DE LA CEPA GM 2000 

Clona u. bac1tracina/m1 * 

Cepa ATCC 6633 3.69 

Cepa GM 2000 men~s de 1.0 

24 o. 79 

35 0.91 

91 menos de 1.0 

39 3.0 

* Cult1vo de 48 horas. 
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D l S C U S l O N 

La cepa utilizada para el desarrollo del trab! 
jo fué Bacillus subtilis ATCC 6633 la cual fué seleccion! 
da en un trabajo previo (realizado en el laboratorio) por 
producir el antibi6tico en forma natural. 

La morfologfa colonial y microscópica de la c~ 
pa correspondieron por completo a las caracterfsticas de­
las especies del género Bacillus. La curva de crecimiento 
en medio rico AJ mostr6 que el microorganismo tiene un -­
tiempo de generaci6n de 0.55 horas y entra a la fase est! 
cionaria después de 4 horas de crecimiento. 

Los experimentos para determinar los requeri-­
mientos nutricionales de la cepa mostraron que es protó-­
trofa, ya que crece en medio mfnimo lfquido. El hecho de 
que la cepa no haya crecido en medio mfnimo s61ido podrfa 
explicarse en base a la suposici6n de que le fué diffcil­
absorber la fuente de carbono contenida en el agar. A d! 
ferencia de cuando la cepa creció en medio mfnimo lfquido, 
en donde la fuente de carbono (glucosa) se absorbi6 fici! 
mente, ya que el microorganismo se encontraba rodeado por 
ella, factlttindose su uttlizaci6n. 

Al realizar los experimentos de cromatograffa­
en capa fina se observ6, como se muestra e~ la Tabla No.-
4, que algunos componentes del medio de cultivo parecen -
extraerse con n-butanol y ademas pueden se?ararse en cro­
matograffa con el sistema de solventes utilizado. 

Por otro lado también se observa 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 molAcula del medio, de tal manera que cambia -
su estructu-.ra y corre en forma distinta sobre la placa de 
sfl ica gel.· 

Otro hecho importante que se observ6 es que -
la Bac1tracina Sigma e•pleada como testigo parece ser una 
mezcla de dos tipos de Bacitracina, ya que produjo dos -­
manchas en el cro•atograma. La b1bl1ograffa indica que­
los valores de Rf producidos por los diferentes tipos de­
Bac1tracina, 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 Bacitracl 
na X tiene un Rf de 0.64 y produce una mancha de color -­
púrpura obscuro y la Bacitracina F produce una mancha co­
lor rosa con un Rf de 0.47. Tomando en cuenta las obser 
vaciones anteriores se identific6 en el medio de ferment! 
c16n de la cepa, un producto con un Rf de 0.42 que se --­
cree corresponde al antibidtico en estudio. 

Por otro lado la cinAt1ca de producci6n de Es­
ta cepa consistid en la determinacidn de pH, determina--­
ci6n del nG•ero de bacterfas/ml y la cuantificac16n de B! 
citracina a las O, 24, 48, 72 y 96 horas. La figura No. 
S •uestra los resultados obtenidos. 

El tftulo de bacterias llega a 6.9 x 109 a las 
48 horas de 1• fermentacf6n, decayendo a 1.83 x 109 a las 
96 horas. Esta dis•1nuc14n en el tftulo bacteriano pue­
de deberse a que el •1croorgan1smo entrd a la fase esta--
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cionaria de.crecimtento y que inclusive esti en plena f! 
se de dec11naci6n 6 muerte. Podrfa pensarse, también.­
que el tftulo baj6 a causa de la producciOn misma del an 

' -t1bi6tico. Sin embargo, se realizaron experimentos en-
donde se adicionaban diferentes concentraciones de Baci­
trac1na (25, 50 y 100 microgramos/ml) al medio de culti­
vo en el cual se crecfa el microorganismo, encontr&ndose 
que Bacillus subt1lis ATCC 6633 no es susceptible al an­
tibiótico, por lo que la producci6n de Bacitracina no a­
fecta su crecimiento propio. 

El pH aumenta a lo largo de la c1n6tica lle-­
gando a un valor de 9.0. Este comportamiento se ha re-­
portado antes (2,3), observandose que la producci6n de -
Bacitracina se ve afectada por el pH es demasiado ácido-
6 básico, la producci6n disminuye, en algunos casos, ha~ 
ta concentraciones no detectables. 

De ahf que se recomiende controlar el pH para 
la producci6n del antibiOtico. Esto se ha logrado uti-
1 izando un sistema amortiguador, por ejemplo la adici6n­
de iones fosfato 6 de CaC03al medio de fermentaci6n(l2). 

Bernlohr y Novelli (12) reportaron que duran­
te la ferrnentaci6n de a 11cheniform1s AS y utilizando el 
medio de Hills, el pH del medio no aumenta m(s 1114 de -
1.s; lo cual nos indica que ~ste medio cont1ene un buen­
sistema amortiguador, a diferencia del ut111zado en el -
laboratorio. Es muy posible que la producci6n del anti 
bi6tico en nuestros experimentos aumente si se utiliza -
un sistema amortiguador eficaz durante la fermentac16n. 

Por otro lado el ensayo m1crob1o16gico para -
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cuantificar el antibiótico reveló que la cepa tiene pro-­
duccidn mixima de 2.29 U/ml a las 48 horas, decayendo a -
concentraciones no detectables a partir de las 72 horas.­
cabe mencionar que la m4xiaa producción de Bacitracina se 
obtuvo a pH 9.0, por lo que no serfa raro pensar que ésta 
producción aumentara st se controla el pH, tal como se -­
mencion6 antes. Esta disminución puede deberse también 
a que la Bacitracina es un intermediario de alguna vfa m! 
tab61 ica (8). 

los experimentos realizados para determinar -­
las condiciones óptimas de mutación indicaron que las cé­
lulas en fase estacionaria 6 postlogarftmtca de crectmten 
to son m4s susceptibles al mut4geno. ya que se obtuvieron 
porcientos de Muerte de 99.5 a una concentración de 15 mf 
crogramos/ml de 9-aminoacridina, mientras que en fase lo­
garftmica se obtuvieron porc1entos de 80.74. 

Esto puede explicarse, quiz4 por el hecho de -
que la permeabilidad de la pared celulac.al mut,geno, es-,.--
mayor en células en fase estacionaria que en células en -
fase logarftmica. Se sabe que los microorganismos del -
género Bacillus estln suJetos a una serte de cambios en -
su estructura cflular durante la fase postologarftmfca de 
crecimiento, etapa en la cual ocurre el proceso de espor~ 

lac16n (31). Este proceso se ha estudiado ampliamente, -
encontr4ndose que al iniciarse. comienza también la .pro­
ducción de diferentes sustancias, como enzimas proteolft! 
cas y antibióticos peptfdicos (28, 31). 

Dentro de las enzi•1s que se producen estan -­
las prote1sas y 1•tl1sas (entre otras) que tienen una el! 
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vada actividad. Algunas de éstas enzimas se encuentran 
asociadas a la pared celular del microorganismo (28). 
Probablemente la producción de éstas enzimas, ahunada a­
la de los antibf6tfcos peptfdicos por el microorganismo­
estén relacionados con el aumento en la susceptibilidad­
de las células al mut4geno. 

Por otro la~o se seleccionaron de las clonas­
sobrev1vientes al tratamiento mutagénico aquéllas que p~ 

dieron haber aumentado su producci6n de Bacitracfna me-­
diante un método que fué estandarizado en el laboratorio. 
Es necesario puntualizar que el método de seleccf6n de -
las mutantes fué una de las partes m&s importantes de é!. 
te trabajo, ya que en ningún trabajo anterior se habfa -
reportado. Dentro de las ventajas que tiene con respe~ 
to al método tradicional de selecci6n est4 su abatimien­
to en el tiempo empleado para la obtenci6n de la mutante 
y también su disminución en los costos, en cuanto a las­
desventajas que se le encuentran está la necesidad de m! 
dir con exactitud volúmenes muy pequeHos del ~~ltivo. 

Vitkovic y Sadoff reportaron en 1975 una nue­
va técnica para la identificación de Bacitracina en la -
cual el antibiótico se identifica espectrofotométricamen 
te a 253 nm, gracias a que el peptfdo posee un anillo -­
A-2- thiazolina que le da la capacidad de absorber a é! 
ta longitud de onda (36). Esta forma de identificación 
del antibi6tico podrfa combinarse con el método de sele~ 
ci6n empleado para simplificar y abatir el tiempo emple! 
do. 

Es importante mencionar que se sabe muy poco-
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acerca del mecanismo célular responsable de la sobrepro-­
ducción de antibióticos por mutantes d~ distintos microor 
ganismos. Sin embargo, Dulay (11) ha sugerido que posi­
blemente haya un bloqueo en las vfas alternativas de los­
intermediarios involucrados en la btosfntesis del antibi~ 

· tico, y que éste bloqueo incremente la producci6n. Por 
otro lado Oemain (8, 11) tndica que quizá se presentan a! 
teraciones en el mecanismo de control para la sfntesis -­
del antibiótico. Sin embargo, ninguna de las hipótesis­
ha sido comprobada completamente. 

Es evidente que el dilucidar éste problema po­
drfa ayudar a simplificar el método de selección de las -
•utantes hiperproductoras, dado que podrfan emplearse mé­
todos de mutación dirigida, emplear algQn marcador de au­
xotroffa en la seleccf6n, etc. 

Sin embargo como se indicó en resultados, la -
frecuencia de mutación obtenida es de 1.9 x lo· 3 estando­
dentro de los datos reportados para mutación inducida (1~ 
lo cual indica que el mAtodo de selección empleado es ad! 
cuado a pesar de la desventaja ya seftal1da. 

A la mutante que produjo la •1yor cantidad de-
1ntibfótico se le deno•inó GM 2000 y posteriormente se -­
procedió a caracterizarla. 

Las caracterfsticas de morfologf1 colonial y -
•fcroscópica de la cepa GM 2000 fueron similares a la de­
l• cepa silvestre. L• curva de crecf•iento mostró que -
el •fcroorganismo tiene un tiempo de generación de 0.89 -
horas, a diferencia de 11 cepa silvestre. Ade•as tarda-
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una hora en entrar a la fase logarftmica de crecimiento· 
ld cual dura aproximadamente 10 horas. 

Por otro lado, los experimentos para determi­
nar los requerimientos nutricionales de la cepa mutante­
mostraron que es auxdtrofa. 

Estas mutantes auxdtroficas son útiles para -
delimitar las vfas naturales de sfntesis de los compues-
tos org~nicos. Cada gene controla la actividad de una-
enzima especffica y en consecuencia cualquier mutacidn · 
interrumpe un fendmeno 6 etapa bioqufmica del microorga­
nismo. Las mutantes auxdtroficas se p~eden emplear, ·· 
por tanto, para identificar y precisar las necesidades· 
mutricionales del mismo. Estas 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 produccidn­
del mismo, como se menciond anteriormente. 

La mutactdn adquirida por la cepa GM 2000 al­
terd varias caracterfsttcas del microorganismo, como son: 
la produccidn del antibfdtico, las caracterfsticas de -­
crectmfento y los requerimientos nutricfonales. Por -­
tanto se puede pensar que la mutacidn es de tipo pleio-­
trdftco. 

De hecho algunos autores ya han reportado e·· 
fectos pleiotrdffcos de las mutaciones, sobre la produc-
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ci6n de antibi6ticos y también sobre el proceso de espor~ 
laci6n. Por ejemplo Benner (17) encontró que an1camente· 
el U de 400 mutantes monoaux6trofas de Penicillium nota· 
tum fueron deficientes en la producci6n de penicilina; -­
por otro lado, Mac Donald (17) demostr6 que la mayorfa de 
las mutantes aux6trofas para amfno&cidos y vitaminas de -
la Penicfllium Chysogeum producen menos antibiótico que~ 
la progenitora. En nuestro caso la mutación auxotr6fia­
esta relacionada con un aumento de la producción de Baci­
tracina a diferencia de lo informado para Penicfllium, é! 
to sugiere que el cambio en la biosfntesis y la regula·-­
ci6n del mismo es diferente en cada microorganismo, ésta­
sugerencia se apoya adem'5 si se toma en cuenta que la B! 
cftratina es un antibi6tico peptfdfco mientras que la pe­
nicilina no lo es. 

El comportamiento cromatogrlffco del antfbióti 
co producido por la cepa GM 2000 es semejante al observa­
do con la cepa silvestre. En el me•io fermentado por la 
cepa se identificó una mancha con un Rf de 0.40 valor que 
posible•ente corresponda al antibiótico. 

La cinética de producción de Bacitracina por -
la cepa GM 2000, mostrada en la figura No. 8 es un poco -
diferente que la de la cepa silvestre; la producción de -
Bacitracina comienza cuando la fase exponencial ha pasa-­
do, lleg1ndo a producir 10.8 U de Bacitracina/ml. La -· 
produccfGn se mantiene durante 24 horas, decayendo poste­
rior•ente a valores no detectables a partir de las 72 ho­
ras. 

Este fenómeno ha sido estudiado ampliamente trr 
dfcindose que, en general, la sfntesis de los antibióti-
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cos peptfdicos comienza cuando el microorganismo ha pa~a­

do la fase logarftm1ca de crecimiento ó "tropofase". La 
fase de producción del antibiótico (6 metabolfto secunda­
rio) es llamada "fdeofase" y de ahf que las substancias -
producidas a éste nivel se denominen ideolitos. Se sabe 
que el control de la sfntesis de antibióticos por los mi­
croorganismos es a nivel genético, y que los genes que c~ 
difican para su biosfntesis pueden ser cromosomales 6 ex­
tracomosomales (17). Especfficamente la sfntesis de Ba­
citracina se inicia debido a la acción de una enzima, la­
antibi6tico-sintetasa (23). El control de la expresión -
genética de ésta enzima puede ocurrir por interferencia -
con la transcripción de la información del DNA al mRNA ya 
que se ha observado que la producción de Bacitracina pue­
de ser bloqueada adicionando al sistema Actinomicina D, -
un inhibidor del proceso de transcripción (23). 

Por otra parte, la producción del antibiótico­
puede ser afectada al inhibir el proceso de esporulación­
del microorganismo. Se ha demostrado que al~ad1cionar -
Malonato de etilo (un inhibidor del prpceso de esporula-­
ción) al medio del cultivo, se inhibe casi en un 100% la­
producci6n de Bacitracina (2). Esto demuestra que la -­
producción del antibiótico est4 fntimamente relacionada -
con el proceso de esporulacidn. 

Como se mencionó en el caso de la producción -
del antibiótico por la cepa silvestre, la disminución en­
la cantidad del antibiótico puede deberse a que es un in­
termediario de algún camino metabólico, al respecto Stran 
ge (2) indica que los amino4cidos que constituyen la mol! 
cula de Bacitracina se localizan en la pared celular del­
microorganismo. Dice que los peptfdos son liberados de-
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la pared celular por acción de enzimas hidrolfticas sobre 
ella. Adem!s, éstos antibi6ticos peptfdicos se han aii 

·lado de cultivos que están en proceso de formación de es­
poras (2,3), que como ya se mencionó implica cambios met! 
bólicos importantes en la célula bacteriana. 

Por otro lado, como se observa en la figura -­
No. B la producción del antibiótico baja a partir de las-
72 horas de fermentación a concentraciones no detecta~es. 

Por tanto el rango de sfntesis activa de Bacitracina duró 
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
llegar hasta 20 horas. Sin embargo ésta etapa de produ~ 
ción de antibidtico puede ser prolongada por varios dfas­
manejando adecuadamente la fuente de carbono (empleando -
cultivos contfnuos y manteniendo niveles de fuente de -­
carbono no inhibitorios ó no represivos). Por ejemplo,­
la produccidn industrial de penicilina es conducida por -
mis de 200 horas y mejor aún por 10 dfas utilizando un -­
sistema "feedback". 

Sin embargo, llega un momento durante el tran1 
curso de la fermentación donde la producción disminuye. 
Algunos autores dicen que hay tres razones por las cuales 
cesa la biosfntesis de los antibi6ticos: primero, la caf­
da irreversible de una 6 mas enzimas de las vfas de sfnt! 
sis de antibióticos; segundo, el efecto feedback del anti 
biótico acumulado y tercer, el agotamiento de los precur­
sores intermediarios del antibiótico. 

Con respecto al comportamiento del pH durante-
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la fermentaci6n por la cepa Gr: 2000, se observó que es s~ 

mejante al presentado por la cepa silvestre, aunque con -
la cepa GN 2l!OO el ,PH aument6 una unidad con respecto al -
que se obtiene durante la fermentación con la cepa silve1 
t re. 

Bernlohr y Navelli indicaron que la Bacitraci­
na es inestable a pH altos. Sin embargo, en el presente 
trabajo la máxima producci6n 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 sugiri6 anteriormente pensamos que -
la producci6n 6 la estabilidad del antibiótico podrfa au­
mentar si el pH del" medio se controlará para disminuir la 
alcalinidad observada. 

Haavik (12) demostró, por otro lado, que la -­
glucosa inhibe la producción del antibi6tico durante las­
primeras horas de crecimiento. La glucosa es metaboliZ! 
da provocando la formaci6n y acumulación de ácido acético 
y pirúvico, principalmente, en el medio del cultivo, tra­
yendo como consecuencia un abatimiento en el pH. Sin em 
bargo la cepa empleada es un aerobio estricto en el que -
la glucosa debe metabolizarse hasta C02 y H20 lo cual da­
ría un aumento más que un abatimiento del pH. 

Como se señal6 anteriormente las cepas hiper-­
productoras de antibi6tico se obtienen después de un lar­
go proceso que involucra varios tratamientos mutagénicos­
Y selecci6n de las cepas cuya producción aumenta debido -
a la mutaci6n adquirida, por tanto se procedi6 a tratar -
a la cepa GM 200 con j_ aminoacridina para seleccionar m1 
tantes cuya producci6n fuera mayor que la de la cepa GM -
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2000. Al cuantificar la producci6n de las clonas sobr~ 
vivientes al tratamiento rnutagénico empleando como test! 
gos la cepa ATCC 6633 y GM 2000, se observ6 que la pro-­
ducci6n de ésta última era menor que la cepa silvestre.­
lo cual significa que la cepa GM 2000 revirti6 espontá-­
neamente en cuanto a la producci6n del antibi6tico. E~ 

te resultado no se esperaba dado que se habfan realizado 
experimentos (ver resultados) que demostraban que la mu­
tación era estable; consideramos que debido a una serie­
de problemas que se presentaron durante la conservaci6n­
de la cepa (especfficamente cambios en la temperatura -­
del cuarto refrigerador) se present6 la reversión y sug~ 

rimos por tanto se tengan cuidados extremos en la conser 
vaci6n de cualquier cepa, aún 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 GM -
2000 produjo aproximadamen~e 3.0 U d~ Bacitracina/ml a -
las 48 horas de fermentacidn; valor que es superior a lo 
que produce la cepa silvestre ATCC 6633¡ por lo tanto. p~ 
drfa ser útil para proseguir los tratamientos ~utagéni-­
cos con objeto de aumentar la producci6n del antibi6tico. 
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CONCLUSIONES 

- No se observaron diferencias morfol6gic1s entre las C! 
pas silvestre y mutante como en otros casos, en donde­
se observan cambios en la morfolo~fa colonial, que fa­
cilitan la selección de mutantes hiperproductoras. 

- Se diseH6 una metodologfa que permite determinar la 
producción del antibiótico de un nú•ero considerable -
de clonas sobrevivientes al tratamiento mutagénico en­
un tiempo corto. 

- La mutación adquirida por la cepa GH 2000 mostró ser -
de tipo pleiotróffco, ya que se alteraron varias caraf 
terfsticas del microorganismo, por eje•plo sus caract! 
rfsticas de crecimiento, tiempo de generaci6n, requer! 
mientos nutricionales, ademis de la produccf6n del an­
tibiótico. 

- Se demostró que la elevación ó alcalinización del pH-­
del medio de fermentación utilizado trae como conse--­
cuencia la disminución en la producción del antibióti­
co (a concentraciones que ya no es posible interpolar­
en la .curv~ tipo Bacftracina), tanto en la cepa sflves 
tre como en la mutante GM 2000. Por lo que se sugiere 
la utilización de un siste•a amortiguador mas eficaz -
que el utilizado. 

• Las concentraciones de antibiótico producidas por la -
cepa mutante y la silvestre no fueron lo suffcientemen 
te altas como para inhibir su propio crecimiento, por­
lo que se concluyó que no son susceptibles a la Baci-­
tracfna. 
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• Se demostró que la Bacitracina modifica su Rf al correr 
sobre la placa de sflica gel, cuando se encuentra en el 
medio de fermentafión, sugiriéndose que esto es debido­
ª su unión con alguna molécula del mismo. 

- Se sugiere que la reversión de la cepa GM 2000 pudo ser 
debida a cambios 1e temperatura. 
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R E S U M E N 

Con objeto de obtener una mutante de Bacfllus 
subtflis hiperproductora de Bacftracina se seleccfon6 a -
la cepa ATCC 6633 por producir en forma natural el anti-­
bf6tfco. Al caracterizar al mfcroorganfsmo se encontr6 -
que su morfologfa colonial y microc6pica corresponden co~ 
pletamente al género Bacfllus. La curva de crecimiento~ 
mostr6 que la cepa tarda menos de una hora en entrar a la 
fase logarftmfca de crecfmfento, la cual dura aproximada­
mente 4 horas. El tiempo de generacf6n calculado fué de 
0.55 horas. En cuanto a sus requeri•fentos nutricionales 
se encontr6 que es prot6trofa. 

El antibi6tico producido se identiffc6 por -­
cromatograffa en capa fina, obteniendo una mancha de co-­
lor marr6n con Rf de 0.40 que corresponde a la producida­
por el testigo Bacitracina Sigma. 

La cinética de producci6n del antibi6tico mo1 
tr6 que el microorganismo produce 2.0 unidades de Bacitr! 
cina por ml a las 48 horas de fermentacf6n, bajando post! 
rformente a concentraciones no detectables. 

El tftulo m4ximo de bacterias se obtuvo a las 
48 horas de fermentacf6n con 6.9 x 109 bacterias/ml, ba-­
jando hasta 1.83 X 109 a las 96 horas. 

Durante el transcurso de la fermentaci6n el -
pH del medio se alcaliniz6 considerable•ente, llegando a-
9 a partir de las 48 horas y mantenffndose constante has­
ta las 96 horas de la ferment1cf6n. 
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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 6ptimas de mutaci6n utilizadas fueron: 10 mi 
crogramos/ml de 9- aminoacridina, fase estacionaria de -
crecimiento y 10 horas de exposici6n al mut&geno. 

Se seleccionó, mediante una metodologfa diS! 
ñada en el laboratorio, y que permite el an&lisis en un­
tiempo corto de un número considerable de clonas sobrevi 
vientes al mut&geno, una cepa que produjo 10.8 U de Bac1 
tracina/ml a las 48 horas de fermentaci6n y que fué den~ 
minada GM 2000. 

Esta cepa fué caracterizada en forma similar 
a la cepa silvestre. Su morfologfa colonia y ~fcrosc6p1 

ca fué similar a la cepa silvestre. La curva de creci-· 
miento mostró que requiere una hora para entrar a la fa­
se logarftmica de crecimiento, la cual dura aproximada-­
mente 9 horas. El tiempo de generaci6n calculado fué de 
0.89 horas. 

Sus requerimientos nutricionales indicaron • 
que es aux6trofa. Por otro lado el' antibiótico que pro­
ducfa se identific6 por cromatograffa en capa fina, obt! 
niendo un Rf de 0.40. La cinética de producción del an­
tibi6tfco mostro que el microorganismo produce 10.8 uni­
dades de Bacitracina/ml a partir de las 24 horas, mante­
niéndose durante 24 horas m&s y bajando posteriormente -
a concentraciones no detectables. El pH del medio se -­
elev6 hasta 10 a partir de las 48 horas, manteniéndose -
constante hasta l&s 96 horas de fermentación. 
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Por otro lado, al igual que la cepa silvestre, 
y con el fin de incrementar la producci6n de Bacitracina, -
la cepa GM 2000 se someti6 a un tratamiento mutagénico con-
9- aminoacridina. Las condiciones óptimas de mutaci6n fue­
ron: 15 microgramos/ml de 9- aminoacridinn, fase logarftmi­
ca de crecimiento y 10 horas de exposición al mut~geno. 

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

Después de checar varias veces la producción -
de antibiótico por la cepa GM 2000 se demostró que la pro-­
ducción habfa disminuido a concentraciones menores que las­
producidas por la cepa silvestre, este fen6meno fué atribui 
do a una posible reversión de la mutación. 

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

En base a lo anterior se sugiere para trabajos 
posteriores, el manejo m&s adecuado de la• cepas, por ejem­
plo su liofilización inmediata. 
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Por otro lado, al igual que la cepa silvestre, 
y con el fin de incrementar la producci6n de Bacitracina, -
la cepa GM 2000 se someti6 a un tratamiento mutagénico con-
9- aminoacridina. Las condiciones óptimas de mutación fue­
ron: 15 microgramos/ml de 9- aminoacridinn, fase logarftmi­
ca de crecimiento y 10 horas de exposición al mutigeno. 

De las clonas sobrevivientes se seleccionaron­
las mutantes hiperproductoras. Sin embargo, ninguna de las 
clonas probadas produjo un incremento considerable en la -­
producci6n del antibi6tico. 

Despufs de checar varias veces la producci6n -
de antibi6tico por la cepa GH 2000 se demostr6 que la pro-­
ducci6n habfa disminuido a concentraciones menores que las­
producidas por la cepa silvestre, este fen6meno fuf atribui 
do a una posible reversi6n de la mutaci6n. 

La causa principal de la revers16n fuf atribui 
da a la temperatura de refrigerac16n, la cual no fuf cons-­
tante. 

En base a lo anterior se sugiere para trabajos 
posteriores, el manejo mis adecuado de lat cepas, por ejem­
plo su 11of11izac16n inmediata. 
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