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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Se han dado diferentes definiciones de Antibidticos, las cuales
han motivado teda una serie de discusiones e inconformidades, por
lo que se ha propucesto t‘ij'xr civrtor requisitos, de modo que un
antibidtico serd aquel que satisfaga las siguientes condiciones: (2).

a).—Fs un producto o derivado metabélico (aunque pueda

ser elaborado v atn haber sido anticipado por sintesis
Quimica).

b .—Antagoniza o desarrollo o supervivencia de una o mas

especivs de microorganismos,

¢y —Fs efectivo desde hijas concentraciones.

Esta serie de condiciones presedentes no deben interprétarse
rigurosamente, pues diches ronceptos no podrian circunscribirse
exclusivamente a los factores bioactivos elaborados por los gér-
nenes.

Lax primeras observaciones relativas al antagonismo micro-
biano fucron hechas por Pasteur, Joubert (11) y De Bary, tales
experiencias se iniciaron superficialmente, habiendo progresado
mas tarde gracias a los trabajos de Duchesne de los cuales resulto

lll\-\ T
EREH anuian

varics hongoes del género de Pent ici
de algunas bacterias, (20).

Frost (11), considerd que el suelo era una sede prédiga de
microorganismos antagonistas del grupo de los Actinomycetes,
gérmenes con caracteres intermedios entre -los hongos inferiores
¥ las Micobacterias, v cuvas especies antibidticas mds frecuentes
suelen incluirse dentro de un género que Waksman y Henrici han
Hamado Streptomyces.

En 1940 Waksman y Woodruff (20) partiendo de Etreptomy-
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ces Antibioticus encontraron la actinumicina y posteriormente se
ha visto que ¢l estudio de especies diferentes de este género de
Streptomyces ha llevado al aislamiento de gran nimero de nuevos
antibidticos tales como estreptomicina, cloromiceting, terramicina,
aurcomicina., viomicina, eritromicing, oleandromicing, magnami-
ving, etc.

Describimos brevemente los que se lograron identificar on el
curso del presente trabajo.

1.—Actinomicinn.—(3) (18) s un antibiético compuesto por
un grupo croméforo de formula Cy- H,, O, N adoptado de la férmu-
Ia de la azantragquinona. Se encontrdé una diferencia en la compo-
sicién de los aminonzides de I parte péptida de las mgléculas. La
actinomicina I., 1, ¢, X, ¥ X. contienen, l-trionina, sarcocina
1-prolina, d-valina y 1 N-metil valina. La actinomicina C contiene
d-isoleucina en lugar de d-valina; en el caso de la actinomicina C,
se encuentran los seis aminodcidos.

Estos antibiéticos contienen dos moléculas de 1-prolina, una
de 1-triolina una de d-isoleucina v cuatro de aminodcidos N metila-
dos (sarcocina, ¥ N-metil valina). )

2 —Neomicina.—La Neoemicina es una substancia producida
por Streptomyces fradiae (19).—kEs soluble en agua, tiene caracter
bisico v es relativamente resistente a la accién del calor v a la
descompesicion microbiana. La Neomicina no es un antibidtico
simple si no que estd compuesta de dos o mis substancias que son
designndas como neomicina A, neomicina B, ete., teniendo cada
una diferentes potencia de unidades por miligramo, la neomicina
A tiene una férmula empirica de C,, H., N, 0, (3). De estas neo-
micinas la Quimica Moderna tiene estudiada & la neomicina B; su
estructura no estd bien determinada pero las preparaciones mas
puras y de mayor valer contienen C H N y 8§ siendo activa contra
una variedad de bacterias dcido resistentes; no tiene efecto contra
virus verdaderos.

La neomicina contiene factores nefrotoxicos; los cuales pare-

cen ser narte +3 Ao Imniurerns

parte activa de impurezas y parte de otra droga presente,

iroga
En el hombre los factores toxicos pueden reportar varias compli-
cacicnes que divesos investicadores encontraron en diferentes lotes
de material (16).

Ia neomicina es efectiva en el tratamiento de la tuberculésis,




aunque estidien preliminares no han demostrado que sea superior
o estreptomcina, La neomicing es ripidamente absorbida en
mveccinnes dntramusculares por ol hombre en proporeién de mi-
cragramaos por mililitre gue son mantenidos por lo menos ocho
Laras en o unn dbo de 1Oy, que es eliminado al cabo de este
themps por baoorimg (160

o Neomicina ha sido usadn con gran éxito en el hombre en el
tratamients de infoecienes urinarins o intestinales,

-~Estreptotricina.—-Fn el afio de 1941 surgié In estrepto-
tricing separada de los productos metabdlicos de Streptomyces le-
vandulae por Waksman, Woeadruff ¥ Horning (20). Pero mas ade-
lante con ol advenimiento de estreplomicina extraida de cultivos
de Streptomyces griseus por Sehats, Bugie y Waksman (20 quedé ol-
vidada Ja anterior. Bl analisis el haliantato cristalino y el cloruro
sinerfo de fa estrepts tricing indica que tiene una substaneia tribisi-
ca con una formula empirica C H,, N O, (3). Al quedar descar-
tada o estreptotricing resultd mas aUl Ia estreptomicing a causa
de s mayer espectro antingerobiano y por presentar menos efec-
tos indeseables, lox cunles se atenuaron aun mas al reducirla hasta
dihidro-estreptomicing, usadese con frecuencin bajo la forma de
sales solubles con agun, que se abizorben mas o menos rapidamente.

- Viemicina.- - Viomicina es ol nombre dado a un antibidtico
producido por Streptomyces puniceus. Es una substaneia basica,
arganica, muy fuerte v moderadamente estable a temperaura nor-
mab en o haeone £ acttoass oun pll a6 Ha sido obtenida en Torma
cristalina v contiene C H N v 20, Ex similar a la estreptomicina
en algunos aspaectos; ex activa contra M. tuberculdsis Istreptomi-
cino resistente aunque representa efectos toxicos similares a aque-
Nos encontrados parn la estreptomicina, pues han sido observados
varios signos amtlogos de intolerancia.

A eausa de su tovicidad v grado de actividad contra el bacilo
tuberculoso s improbat e que esta droga Hegue a reemplazar a
i estreptomicina en ¢! tratamiento de la tuberculésis.

5. Eritromicinm.- Lo eritromicing es un nueve ai
producido por un organismo que eriginalmente fue zfir'aludo de una
muestra de suelo procedente de las Filipinas e identificado pr su
morfologia ¥ cultivos caracteristicos, como Streptomyces crithreus
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Waksman. Un grupo de investigudores de los Iaboratorios Lilly
nan reportado sus caracteristicas quimicas y biolégicas.
El antibi6tico se obtiene en forma cristalina cuando se oxtrae
con reactivos adecuados, de filtrados de cultivos bien desarrollados
de este organismo, con una proporeion de 2 myr., por centimetro
ctbico pero su mas alta solubilidad esti en el uleohol v otros sol-
ventes organicos. Su peso moleeular se estima cercano a T25, su
férmula empirica se d& como: C.,-H,-NO,,-;,. Los resultados de
pruebas “in vitro™ por aquellos investigadores, mostraron que los
organismos gram-positivos incluyendo tipos de M. pyogenes var
aureus que eran resistente a otros apentes antimicrobianes, fue-
ron muy sencibles siendo inhibides por concentraciones menores
a un micro gramo por mi. (9).
Algunos tipos de organismos gram-negativoes, tales ¢omo Nes-
seria Hemophilus y Brucela, también son inhibidos por seis micre-
ramos.
Antibidticos antifungicos. (21) se han aislado buen mimero de
antibifticcs de accibn antifungica como nucvos agentes quimote-
rapéuticos. Las propiedades antifungicas de estos materiales se
consideran interesantes pues su importancia va creciendo a medida
que son aplicados en medicina clinica, humana v animal, asi como
en fitopatologia.
Por este interés tan reciente de los cyentes antifungicos, se
han aislado gran cantidad de estos compuestos a partir de cultivos
de bacterias y Actinomycetes como se indicanenlas V, V1y VII (22
Los productos bacterianos son principalmente polipéptidos e
igualmente lo son lag substancias elaboradas por Aectinomycetes
del género Streptomyces. A continuacién mencionamos tres de las
aplicaciones importantes que presentan los antibiéticos antifingicos.
a).—Para combatir las infecciones flungicas (por ejemiplo las
causadas por Candida albicans. (10).

b).—Para controlar, si no completamente, por lo menos desa-
rraigar varias infecciones superficiales y profundas cau-
sadas por hongos.

¢).—Para controlar las enfermedades de las plantas.

El descubrimiento de antibiéticos efectivos para enfermeda-
dgs humanas 9 animales oviginadas por bacterias, hace esperar que
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eit un futurs proximo se logre el descubrimiento de agentes activos
contra hengos patdgenon de las plantas.

Varios de Jos antibidtices que han Hegado a aislarse de culti-
vor de diferentes micrsorganismos, pueden ser divididos en ciertos
prupod bastante amplios, tomando como base sug resapectivos es-
pretres antimicrebinnos,

a)AntibaGticos que tienen la capacidad de inhibir el creci-
miento Je heeterins v hongos, Las variaciones de activdad de es-
tox organsmos son al mismo tempo cuantitativas y cualitativas,
dependiendo su espectro especifico de la presencia de una o varias
substanciss, A cate grupo pertenecen un gran numero de com-
puesatos producidos por hongos, Actinomycetes y bacterias, tales
coma glivtoxina, actinomicetina, estreptotricing, v tirotricina. Con
prandes variwciones en su naturaleza quimica, espectros antibié-
ticos, v toxicidad para los animales.

b —Antibidticos que son activos contra bacterias y Actinomy-
cotes principalmiente v que =6l ticnen un grado leve de accibn so-
Lre hengos, Eate grupe incluye I mayoria de los antibioticos qui-
moterapéuticon, mas notubles coco peniciling, estreptomicina, aureo-
micing, terramicinn ¥ neomicing,

) .—AntLidticns que son aclivos Tundamentalmente contra
hongos v solo en un grado muy lmitade, sobre bacterias y Actino-
mycetes. Fste prupo de substancias parcee que es el mas signi-
ficativo desde of punto de vista de su uso en el tratamiento de en-
frmedicdes Mingicus. Kstas substar s también tienen grandes va-
rinciones eh su nnturaleza guimica, spectro antifingico, vy toxi-
vidad sobre animales,

La amplin distribucion de agentes antifungicos entre los Acti-
nomycetes fue confirmada por Cooper v Chilton (4) y por nume-
tosos investigadores. Bl origen, naturaleza quimica y actividad de
estos antibioticos, se encuentran explicados en la tabla V (22).

Cualyuier correlacién entre la actividad de los antibiéticos
{rente a diferentes microarganismos (o comb’aacion de ellos) ¥y su
estructura quimica es impedida por Ia falta Je informacién sufi-
ciente respecto a la exacta composicion gquimica de estag substan-
ciax {(22). Unicamente se conoce In estructura de dos agentes es-
pecificos activos contrn hongos entre max de trein.m compuef;%tos.
Estos dos antibidticos son la ciclobeximida o actidiona y la tiolu-
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tina: la tiolutina (3) se caracteriza como una acetamida, producto
de la hidrélisis del ¢, H, N, O S, de la siguiente féormula:

8§ — C = C— NH—R
S .
L= ¢ o= 0

CH,

Finalidad del presente trabajo.—Las experiencias realizadas
en este estudio, han tenido por objeto la identificacién crematogrii-
fica de algunos agentes antibibticos que se obtuvieron al cultivar
algunas cepas de Streptomyces en diferentes medios liquidos.

Teniendo como base siete cepas de Streptomyces, convencional-
mente como: B-9, B-12, M-2, A, B-6, R-T v 13014, las cuales fueron
aisladas por el doctor Aliredo Sinchez Marroguin (director de la
presente tesis) de muestras de suelo de varios estades de la Re-
publica.

De todas y cada una de estas cepas se obtuvieron cuatro anti-
Liéticos, con excepeion de la cepa R-7 que mostré dos valores R,
los cuales se reservan para estudios posteriores, y la cepa B-6 que
mostrd un solo valor Rf el cual no nos orientd a la identificacion de
ningtin antibiético.

Los antibidticos obtenidos por los métedos que mas adelante
se describen, fueron identificados cluramente por ¢! métedo cro-
matografico el cual nos da valores especificos del I'f para recono-
cidos antibidticos fungicidas, que pueden ayudar a la bisqueda de
nuevas substancias de la misma indole. Con frecuencia dichos via-
lores en combinacién con las demds pruebas fisico-quimico-bialagi-
cas, constituyen el criterio para determinar si el material aislade
resulta nuevo o si ya ha sido reportado. Cuandoe los datos del ibf
se obtienen con respecto a cultivos bajo agitacién, se pueden olimi-
nar de posterior estudio muchos organismos productores de anti-

biéticos previnmente descritos.
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Martin y colaboradores (8), fucrop los primeros en aplicar
una téenicn de separacion de amino-icidos en micro escala, usando
papel filtro en lugar de Gel de Silice. Goodall y Levi (8) aplicaren
eate procedimiento para identificacion de penicilina, usando papel
como fase estaclonarin, ¥ un procedimivnto microbiolégico para de-
terminar aproximadamente los tipos v valores totales de la peni-
cilina en tiras de papel colocadas en medios apropiados sembrados
con el gérmen de prueba.

Mig o menes cinco microlitros de la solucién que se va a pro-
bar se ponen en cada una de las tiras de papel filtro, las cuales se
colocan para e} desarrolfo cromatografico en una camara especial.
s preferible tener una reserva de solvente cada vez que se use,

La colocacidn v arreglo se hacen procurande una atmésfera
det vapor del solvente en e} aparato, dejando saturarse las tiras
en este ambiente durante un tiempo de doce horas antes del de-
sarrollo.

Lo extencion del revelado obtenido, estd en relacién con el
tipo de solvente usado: se pueden emplear varios solventes, como
se observa en la figura No. 1 en la que aparece una serie de ellos
para la identificacion de diferentes antibidticos. Ademis en el
capitulo H, ze deseribe el métodu para este reconecimiento y el
uso de distintos solventes. Después de 20 a 24 horas, disminuye el
solvente del dep6sito: la disposicion v el total de cada zona de pe-
niciling invisible, se determina por la téenica biologica.

Goodall v Levi (8) usaron esta téenica en ln separacién de las
penicilinas; despucs de este tiempo ha siddo empleado este método
de una manera mas substanciosa. Algunos de los antibidticos po-
lipeptidicos han sido posteriormente separudos por cromatografia.
Como ejemplo de estos tenemos: bacitracing, tirotricina y viomici-
na (1953)

Como anteriormente hemos dicho, las experiencias realizadas

en exte extudio se han basado sobre o dentificacién de antibioti-

cos antifiingicos, que preseataron asi mismo aceién antibacteriana
obtenidos de diferentes cepas de Streptomyces por métodos que ha

continuacion se deseriben.
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CAPITULO 11
PARTE EXPERIMENTAL

Con chjeto d: que fox pesultades oltenidos en este estudio re-
sultaran favorables, fue necesario manipular dentro de las mas
estrictas condiciones de esterilidad, para evitar contaminaciones.
Sabiendo que este procedaniento es fn completa destruccion de les
microorganiamons, por medio del calor, Tiltvacién o de otros métodos
fisicos. v

Conservacion de las cepas.—Lus cepus en estudio para el pre-
sente trabajo, Jucron proporcionudas por el laboratorio de Micro-
Siologin de o FLONCQL aisbivdna de diferentes muestras de suclos
de varios eatados de Iy Repidblica v eonsideradas hajo las siguien-
tes designaciones: B-0, B-12, M-2, A, L-6, -7 v 5014, Dichas cepas
de Streptomyces fue necesario mantenerlas en un estado de cons-
tante actividad antimicrobiana, pars esto fue indispensable tener-
lng en un medio nutritivo ¥ fresco en el cusl presentaran un buen
desarrollo, tales como los medios de Czapeck (1), Gelosa simple (1)
voel de trigo. Fsatos substratos se alojarcn en tubos de ensaye que
después de esterilizados convenientemente, se dejaron solidificar -
de modo que presentaran la maxima superficie inclinada, sobre la
cual se sembriron los Streptomyces en estrin ondulada incubindose
4 28° (L hasta obtener un buen crecimiento,

Cadn cepa presentd diferentes caracteristicas conforiie iba
pasando el tiempo, por lo que fue necesario rcsembrarlus on ovarios
tubos con medios reseos para que retuvieran por regular tiempo,
no solamente I propicdad de proliferar, sino también toda su ae-
tividad antimicrobiana original,

Bioactividad de los Streptomyees.—Para determinar la acti-
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vidad de las cepas de Streptomyecs durante lua experimentos, se
siguieron dos métodos, que son a saber:

L.—>Método de las estrias cruzadas,

2.—Método de los discos de papel.

Método de lus estrias cruzadas.—(7) Se levd a cabo en caja
FPetri en la cual se vacié con anterioridad un medio de Gelosa sim-
ple (1), esperando a que ¢sta solidificara y se enfriase para poder
sembrar en la caja uno de los Streptemyees en forma de estria
ancha digpusta en tal forma que ovcupara el diimetro de la placa,
luego se colocan en una estufa que ha sido previamente ajustada
a una temperntura de 28 C, para incubar duraunte tres dias los
Streptomyces, al cabo de los en cada una de las Cajas Pelri que
contenian por separado diferentes Streptomyces se sembraron en
las inmedinciones de i cepa v oen forma perpendicular otras siete
estrias rectas y sepurudas entre =i lo mas pesible, para poder ver
ol efecto de la cepa sobre ellas, yva que estas segundas son siembras
de: Saccharomyees sp., Candida albicans, Bacillus oxdlycum v Myco-
bacterie Plhel, una vez ast preparadas las placas volvieron o intro-
ducirse en ln estufa o la misma temperatura, o sea a 28 O, en la
cual permanecieron durante 48 horas, al cabo de las cuales se vieron
los resultados,

Suspension del indculo.—Una vezr que se han obtenido los re-
sultados de bioactividad de las cepas de Streptomyees por el meé-
todo de las estrins cruzadas, =¢ procedié a obtener una suspension
de esporas en tal forma, que se tuviera un nimero miaximo de
ellas logrindose ¢ésto por medio de perlas de vidrio v agua estéril.
Se tomé un ml de cada uno de los microorganismos suspendidos,
por medio de pipetas que fucron esterilizadas vy preparadas para
usarlas en lu siembra de la susensién en diferentes medios liquidos
que se¢ emplearon en el ensayo. (13)y (14).

Medio  2.—Glucosa 25 . Extracto de carne 19 ¢ en 1000 mi de
agua de In Have v onoun pH o de 7.5

Medio  3.—Glucosa 28 g, Extracto de levaduras 10 i en 1000 ml de
agua de la Have a un pH de 7.5

Medio  5.—Glicerol 25 g. Fxtracto de levaduras 10 ¢, en 1000 m]
de agua de la Huve o un pH de 7.5
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Medio G- Gliceral 25 . Hurina de soyn 10 2. en 1000 mi de agua
de 1a Have w un pil de 7.5

Caldo simple—~Extracto de carne 3 g, Peptona 5 g. Sacarosa 4 g.
agun deatilada 1000 mi,

Medio 10— Extracts de carne 10 g, Glucosa 10 ¢, NaCl 6 g MgS04d
00 ¢ FeSO4 001 g v agua de la llm(. 1000 ml a un
pil de 7.5

Método de los discos de papel..—(5) (17) Una vez que se han
preparado los matraces, con los distintos medios Hquidos se proce-
dié a la biosinteais del antibidtico, mediante una aeracién sufi-
clente, agitindelos durante 120 horas v haciéndose a intérvalos de
24 horag observaciones en placas preparadas con medio de A.G.E.
1) agnrogelosa-extracto de levadura) por el mdétodo que vamos
a describir o continuacién: Se preparan placas con el medio de
AGED v ose inocula cada una respectivamente con la suspensién
microbiann de Saccharomyers sp, Candida albicans, v Penicillium
axalyveum. Por otra parte se hacen discos de papel filtro Whatman
No. 2 de 10 mm de didametroe que se esterilizan por medio de color
seco, usAndose anus pinzas fameadas con fas que se toma cada uno
de los discos v se mojan en cada caldo de cultivo diferente duran-
te treintn segundes, para ponerio en contacto por otro tiempo igual
con la pared interna del matraz que lo contiene y escurrir el exceso,
depositindose nuevamente sobre la placa, marcada con una sefa
eapecial parn saber de que antibidtico puede tratarse. Se colocan
las cujas en una estufa puesta a 377 C.en la cual se incuban por
eapacio de un din entero. Fn las observaciones que se hicieron ca-
dnt veinticuntro heras se notod que la actividad del antibidtico iba
aumentando hasta Hegar o su maximo a las 72 hrs,

seleccion del medio en que se obtuve mayor actividad.—Esta
eleceion fue hecha a traves de suficientes experiencias en las que
se vela ol poder de inhibicién que presentaba frente o cada uno de
los microorganismos-prucha.

Despucs de culdadosa seleecion se proc edio o filtrar al vacio
con Buchnrer v papel filtro Whatman No. i a fin de eliminar e
micelio y los adlidos en suspension, operacién ue se hizo lo mas
ripidamente posible para evitar que el antibiotico difundide en el
enldo permaneciera demasiado tiempo a temperatura ambiente y
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que por esta causa xe ocasionara en ¢) una descomposicidn. Los
trascos que contenfen los antibioticos fueron colocados inmedinta-
mente en el refrigeridor cor, objeto de congervarlos el tiempo ne-
cesario ¢ indispensable para pruchas que mas adelante se eitan.

Como este estudio consiste en la identificacion de los antibid-
ticos producidos, se ha vscoprido el mdétodo cromatografico poraue
se han obtenido excelentes resultados asando este sistema, ya que
el conccimiento de los valores especificos del Rf es aprovechable
para comprar lox antibidticos mediante ciertos solventes,

Aunque una variedad de antibidticos obviamente complica el
reconocimiento de cada uno en un material no separado, sin em-
bargo, atn en aquellos cultives similuves » diferentes entre si,
antibidticos conocidos o sin jdentificar puceden ser revelados por
medio de la papirografin menodimensional, la cual es Gtil para acla-
rar resultados con preparaciones crudas,

Cuando las preparaciones son impuras el valor del Rf no es
exacto, porque el antibiotico pucde estar incluide por la presencin
de constituventes del cultive, asi comoe también cuando un cultivo
iquido es viscose tiende a retardar o movimiento debido al con-
tacto con el selvente. Una combinacién de antibioticos inactivos
en caldos de cultivo con proporcion de antibioticos puros ha dado
un porcentaje de movimiento relativamente menor, pero se puede
tener la posibilidad de que en experiencias posteriores obtenga ol
resultado requerido.

Técnica, Materiales y Métodos para Cromatografia en papel.—
In el presente trabajo se siguié el método de Ammann v Gottlieb
(15) que consiste en lo siguiente: Se cortaron tiras (35 em de Yargo
por 6 cm de ancho) de grandes hojas de papel filtro Whatman No. 1,
y 8.5 em de distancia del borde inferior del papel se pusieron con
una micropipeta sobre la linea longitudinal 5 lambdas de la mues-
tra, dejindose sccar al aire. Una vez secas se colocaron en una
campana de cristal dejando que el =olvente ascendiera hasta un
poco antes de la punta del papel (usualimente 20 emb), ol eromuto-
grama se sacd de la campana ¥ se seed perfectamente. Exponién-
dolo a un calor intermitente durinte el secado con objeto de remo-
ver el dcido acético. Los solventes que se uxaron para hacer estos
papirogramos fueron: propanol-agua-dcido-ncético, (14) (12: 12 1y,

como primer solvente. ter-butanol-dcido acético-agua (65: - 29)
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como segundo avivente ¥ NH1,CL en soluci6n acuosa al 3% como
tercero ¥ ultimo. Se empled especialmente en el caso del terbuta-
noi una atmésfera de amoniaco con la que fue posible obtener al-
gunas dif erencinciones que no se lograron con otros solventes. La
presencia del acido acético tiende a mejorar el resultado de algu-
nos antibidticns, pero el dcido asi como les demds constituventes
que integran ln composicidn de un sistema solvente deben ser re-
novados antes de cada desarrollo,

Una vez que las tiras estuvieron perfectamente secas se pro-
cetdid a hacer el revelado Quimico el cual se llevdé a cabo con una
gsolucidn de ninhidrina, que se rocid uniformemente sobre las tiras
dejandose zecas o una temperatura de 100 €, durante 10 min,
sparceciendo claramente manchas de color rosa intenso yue nos
indicaban la presencia del antibidtico.

Cuando so utiliza el procedimiente de inmersion (17) de las
tiras con solucidn se ninhidrina en acetona, es conveniente cortar
las tirds en mitaces, I media tirg se suspende de su final por me-
dio de un par de pinzas de plastico v se pasa lentamente a traveés
de la solucion en una charola fotegrifica. La acetona se evapera
a les porcs minutos v el color revelado se puede observar a la
temperatura ambiente o se puede llevar 2 cabo completamente en
pocos minutos calentando a 90 €. La acetona rociada con butanol
muestra un color niis intenso v con mayor persistencia que cuan-
Go se usa sola la accetona.

Fi reactive de inmersion es de 0.25°7 volumenes de agua, la
solucién de ninhidrina al 1 en acetona anhidra. Ll color revelado
con este reactivo es uniferme y rapido. La presencia de 10%¢ deo
agua en el reactivo aumerta el tamadio de las manchas y remarca
¢l colar revelado.

Con vl fin de obtener resultados comparables, se procedié a
hacer promatogramas de revelado micrebiologico (8). Las tiras
de papel con la muestra que e investiga después de haber sido co.-
Jocadas en la campana de eristal v cuando el solvente ha ascendi-
do hasta la altura limite, fueron secadas al ni_rc v colocadasg §0bre
placas esteriles alojadas en churulns._\' conteniendo unas.a medio de
Emerson (6) inoculado con B. subtilis v ctras GC]OSi{ .‘quple sem-
brada con B-938: al colocar las tivas sobre lu superficie del subs-
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trato, s¢ vio que quedaran sepavidas entre si y perfectaments
tirantes durante un cuarto de hora, ©

Después de incubaeion conveniente (17 horas a 367 ) apa-
recieron zonas claras en los lugares donde el materind activo se
habfa difundidoe del papel al medio. La relacion entre el avance
modiedo del solutn dividido entre la distancia precisa recorrida por
el frente del solvente, da el Rf para cada antibiético.



CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

1.—La conservacion de las cepas durante el tiempo necesario
¢ indispensable para los trabajos realizados, fue lograda en el me-
dios de Crapek, Se tomaron en cuenta por ser de gran importancia
los factores siguicentes:

ay.—Fl pH debe de estar perfectamente bien determinado y
wjustado, pues es de una avuda muy eficaz para la proliferacién
de las cepas. Vel presente estudio se trabajs a un pH éptimo
entre 6.8 a 7.2,

Hh) - Lo temperatura Tue necesario mantenerla a 28° C. para
In incubacion de las cepas antes mencionadas, pues se vié que si
se tiene una variscién superior de temperatura no se alcanza el
¢ixto necesario para su desarrollo.

2 En la prueba preliminar de bioactividad (estrias cruzadas),
se noté que la mayor sensibilidad de las bacterias con respecto a los
agentes que actian como antibidticos, tue decreciendo en el si-
guicnte orden: B subtilis, P, oxalycum, M. phlei, M. Pyogens var.
aureus. K. coli, Saccharomyees sp. y . albicans. Pero la mayor
sensibilidad de todas v cada una de las bacterias fue advertida
frente a las cepas de Streptomyces: B-9, A, v B-12, como se puede
ohservar en la tabla T

3.—Método de los discos de papel. I’n las pruebas hechas, ca-
da veinticuatro horas se notd que éstas mostraban zonas de inhi-
bicién circulares alrededor de cada uno de los discos, habiéndase
ueado los cultivos liquidos preparados anteriormente y previamen-
te filtrados con un tiempo de agitacion de 72y 96 horas (tabla

1y 1.
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Los antibiéticos gue resultaron tener una mayor actividad
fueron producidos en los medios No. 2 y No. 10 y caldo con sacaro-
an, va que cada uno de ellos contiene la mayoria de las substan-
cias nutritivas requeridas, tales como proteinas ¢ hidratos de car-
bono completindose con cationes como Na, Mg, v Fe que se en-
cuentran bajo la forma de clorures, sulfatos vy fosfatos que son
empleados por el gérmen en la regulacién de la presién osmética,
asi como en la nceion enzimitica y mantener el equilibrio de
membrana.

En la tabla I se encuentra Ia actividad de las cepas estudia-
dag en diferentes medics liquidos a lag 72 hrs. de agitacién., Asi
la cepa B-9 tuvo actividad conira Secharomyces sp.. Candida albi-
cansg, Penicillium Oxalveum en los medios 2 v 10,

Las bacterias fueron suceptibles a la cepa B-12 cultivadas ern
el medio 2; no siendo sensibles a lag wecidn de los filtrados en los
medios restantes.

E! poder antimicrobiano de Ia cepa M-2 se presento centra
Saccharomyeces «p., Candida albicans, y Penicillium oxalycum en
los medios 3, 10, y C. Ll correspondiente n Ia cepa A fue presen-
tado contra los microorgunismos antes mencionados vinicamente en
los medios 2, Cs v 10,

Li cepa B-6 presenté actividad contra las bacterias de prue-
ba, Gnicamente en los medios 2 y 10; la R-7 en los medios 3, Cs
v ), ¥y por ultimo Ia cepa de Streptomyces 5014 tuvo actividad
contra Saccharemyces sp. en los medios 2 v 5,

Los antibidticos producidos a las 72 horas de agitacién mos-
traron una actividad que podia ser aumentada con una nueva agi-
tacion de 2! hrs, notindose que parte de estos antibidticos mejo-
raron su bioactividad v parte la perdieron totalmente. Estas prue-
bas nos permitieron observar que determinadas cepas de Strep-
tomyces mostraban al elaborar sus antibiéticos, una actividad sa-
tisfactoria a las T2 horas de agitacién como se vé en el caso de la
cepa 5014 (tabla I que se presentd bioactiva dnicamente contra
S:lcchnrmn.y(vcx sp., v al aumentar 24 hrs. de agitacién no tuvo po-
der antimicrobiano para Jas bacterias de prueha (tabla 1I1). En
cambio la polencia que la cepa M-2 presentd frente a lag bacterias,
mejord bastante en los diferentes medios Fauidos (2, 3, 5, Cs v 10),

Asi se tuvo oportunidad de observar que la mayoria de las

cepas aleanzaron su mixima actividad a ana agitacion de 96 hes
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tabla [T, ¥ en ambox casos los medios liquidos en (ue tuvieron los
Streptomyces su mayor elaboracion de antibiético fueron los subs-
tratos 2 v 10,

Respecto a fa cromatografia de ln mayoria de los antibiéticos,
cnsi todos los aistemas solventes sirven, aun cuando en ciertos ca-
gus no son muy salisfactorios, Como ejemplo de lo anteriormente
mencionade, tenemos ¢l caso de la actinomicina, neomicina y vio-
micing, ias cuales dan un valor exacto del Rf con un solvente apro-
pindo, en ¢éste caso capecifico es preparado con propanol-agua-de.
acético (127 12:1) ¥ se puede notar que los mismos antibiéticos dan
valores Rf distintoes con un solvente preparado a base de terbutanol-
e, acetico v oapua (60 6:29), pero los valores del R{ que este
mismo solvente dié para la estreptotricina ¥ viomicina son exactos.
I.a actinomicina v estreptotricina, pueden obtener valores de Rf
Liastante exactos con un solvente de cloruro de amonio al 8%.

Fn general, por medio de la cromatografia se pueden identi-
ficar alypunos antibidticos al mismo ticmpo que eg posible obtener
Tas diferencias de alpunos de ellos; cuando uno de los antibidticos
tuviers clertn diferencia que pudiera alterar los valores del Ri, es
factible determinario por comparacidon de fas cromatografias como
se obzerva en la figura 2 en la cual se notan don dixiintos antibié-
ticos que no pudieron ser reconocidos al emplear las claves de la
figura 1.

Al determinar los antibidticos de la mezela por medio de un
revelndo microbiologico como se indica en la figura -4 B, pudo apre-
cinrse que al emplear como solvente la mezela de ter-butanol-de.
acetico agua (65: 6: 29) apurecieron dos antibiéticos que proba-
blemente comprenden a los mismos que previamente fueron iden-
titicados por la prueba de la ninhidring, solo que a diferente Rf,
debiéndose ésto quizd a algunas deficiencias téenicas que no pudi-
mos controlar,

Algrunos de los resultades obtenidos en la tabla 1V, fueron
ul-)tvnidtm siguiendo ol método que representa la figura 1,

Pudo notarse que las cepas de Streptomyees B-9 y B-12 dan
alores del RE parecidos con el revelado quimico a base de ninhi-
drina: log valores son: 0.23 para el caso de B9y 020 para 1a B-12,
Como se vié que estos caldos de cultivo daban Rf muy parecidos,
s procedié a hacer una priena microbiologricn, usindose como sol-
vente cloruro de amonio al 37y como inoculo B. sublilis 42, Este
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revelado nos dié come resultado un Rf de 9.21 para B-13y 0.12
para B-9, con lo que B¢ pudo observar que se encontraban entre
los limites de valores Rf que representan a la nctinomicina. Una
prueba suficiente la dieron los valores ubtenidos usando el solvente
ter-butanol-ac. acétice-aguan y como inéculo la cepa B. Y38 de B.
Megaterium,. valores con los que se comprobdé que los caldos de
cutuivo obtenidos de lus cepas de Streptomyces B-9 y B-12 dan co-
mo resultado el antibiotico actinomicina,

La neomicina se reconocié por los valores obtenidos del caldo
de cultivo del Streptomyces M-2 en un revelado quimico con nin-
hidrina.

En el caso de la cepa A los valores de R fueron perfectamente
determinados en revelado quimico y micrabioldgico, los cuales per-
mitieron ver claramente que el cualdo de cultivo contenia estrepto-
tricina.

El valor de Rf obtenido por la cepa .de Streptomyces B-6 en
el revelado guimico, no permitié la identificacion del antibiético
segun los valores incluidos en la marcha de ia figura 1, operatoria
que se siguié durante el desarvollo de este estudio, Al hacer el re-
velado microbioldgico se obtuvieron resultados negativos.

Como se habia dicho en el capitulo 11 el solvente prepurado
con la mezcla de ter-butanol-dce. acético nos permite aclarar dife-
rentes valores del Rf para un mismo caldo de cultivo como ahora
se puede ver en la figura 3 A. Lista figura nos muestrs tres man-
chas dadas por la cepa 5014, estas manchas dieron valores del Rf
de 0.148, 0.31 y 0.58. LEn el revelade microbiolégico de esta misma
cepa también se usé el solvente antes dicho y se obtuvo un valor
de Rf 0.03-0.06 figura 5§ B que nos indica que se trata de un solo
antibiético de las 3 substancias reveladas por la ninhidrina y que
aparece a diferentes Rf.

Al hacer un nuevo revelado quimico usando el solvente pre-
parado, con la mezela de propanol-agua-de. acético, se vi que éste
daba valores Rf entre 0.40 y 0.60, (Fig. 3 B) los cuales compren-
dian los limites en los que se puede encontrar el Rf de la viomicina,
c9mprobando més tarde al hacer un revelado en placas de gelosa
simple con indeulo de P-938, (Fig. 5 B) que los valores obtenidos
conducfan a la identificacién de la viomicina puesto que los Rf

dados en el revelado con placas de gelosa simple eran los corres-
pondientes a este antibiético.
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TABLA ]

ESPECTRO ANTIMICROBIANO DE LAS CEPAS ESTUDIADAS
(METODO DE LA ESTRIA CRUZADA DE GARRE)

Streptomyces

MICROORGANISHMOS DE PRUEBA (Inhibicion on mm)

é 3. Pysgenes

Penicillium  Mycobacterium

Saccharmy;;g Candida |  Bacilius Escherichia |
m, | albicans | subtilis var, gurcus | cokli {  oxalycum phlei
B-8 21 S : 25 20 8 19 16
B-i2 4 12 13 17 (<} 17 18
M-2 5 3 5 § 7 10 24
A 23 19 24 19 18 22 23
B-6 3 7 10 3 19 12
R-7 2 13 5 6 21 28
5014 3 23 24 20 0 32




TABLA I

ESPECTRO ANTIMICROBIANO DE LAS CEPAS ESTUDIADAS
(METODO DE LOS DISCOS, EN DIFERENTES MEDIOS LIQUIDOS A LAS 72 HS. DE AGITACION)

Saccharomyces sp.

i

g Candida albicans

Penicillium ozalycum

Streptomyces e

2 3 5 6 CCS 10,2 3 5 6 CCS 10
Bg |19 — 17 15 14 — 12|16 - e — — — 13
B-12 6 — — — — — 12117 — — — — .
M-2 — 18 — — 15 — 16— 16 — — 4 — 15
A 15 — — — — 14 13}17 — -~ — — I5 14
B-6 - — — — — 18— — — — — 3
R-7 17 18 — — — 16 20— 21 — — — 1§ —
5014 15 — 15 — — — — = — - - -

C CS5
— 15
13—
6
— 18




TABLA I

ESPECTRO ANTIMICROBIANO DE LAS CEPAS ESTUDIADAS
(METODO DE LOS DISCOS A LAS 9 HS. DE AGITACION EN DIFETENTES MEDIOS LIQUIDOS)

Streptomyces

B-S
B-12
M-2
A
B-6
R-7
5014

17

18

Candida clbicans

C

15

C-S

10 2

i v riion | et

12} 13
— 16
14}
18] 16
i2§ 12

—

i
i

5

Penicillium oxalycum

§ C CS

16

- 12 12

— 13 — 13
— 14 — 14
N

_— — 13 .




TABLA IV

CROMATOGRAFIA DE LOS CALDOS DE CULTIVO
Bf. A DIFERENTES SOLVENTES

i Solv. I: propanol | Solw. 2: ter-butanol % Solv. 3: NH, C1 3'}5 Solv.: la:-buzanolg
Streptomyces 1 i ee. u";‘;““” | i oc. c‘::r“' [ Interpretacion
l Rev.: ninhidrina Rev.: ninhidring Rer.: B. subrilis 42 Rev.: B-938 |
i l ,,,,,, ;_,.,,.4,,,‘. — . — N
B9 0.23 - ; 0.12 ¢ . Actinomicina
B-12 | 0.20 - 021 0 . Actinomicina
M-2 ‘ 0.24 - 1 e - " Neomizina
A — 3 10 — 1.3 | 093 —095 | 00 — 01 | Estreptotricina
| e
B-6 | 023 ‘ — ; — _ —
2 man- { 0.35-042 >1 |
R-7 0.86 chas{ 0.77-0.78 < 0.009 1.8 —21 -~
5 048 >
5014 0.40 — 0.60 ’:}f’:s } 6.31 ‘ 0.0 0.03 — 0.05 Viomicina
i 058 <




TABLA V

DE ANTIBIOTICOS ANTIFUNGICOS

ORIGEN NATURALEZA QUIMICA Y ACTIVA

Axntibidticos

Producidos por

Naturaleza quimica

Actividad sobre

Actidiona
Actinomicinag
Actinemicinn A

Fradicinn

Musarina
Estroptotricina
Nistation
Rimocidina
Antimicoinn

Candicidina

Clavarinn
Giliotoxinn
Pricotecinn

Viridina

Fumieinn
Piocianinn
Hemipiocinning

Tiotricinn

Htreptomyees griscus

Streptomyres
antibioticus

Bireplomycees sp,

Btreptomyces
fradine

Streptomyeces sp,
Streptomyces
levandulag
Htireptomyces ap.
Btreptomyces
rimosus

Streptomyees aureus

Hireptomyces
priseus

HONGOS

Aspergilius cluvatus
Trochodermn
Trochodermu ruseum

Trichoderma  viride

BACTERIAS

Bacilus subtilis

Pacudomonun
acruginosa

Psoudomonns
peruginosn

Bacillus brevia

Dicetona
Cromopéptido
Fenol nitrogenndo

Base
déhil,

nitrogenada

Acido orginico
buse orgfinien
P'olieno

Polieno
Polieno

Policnoe

Cetonn  snturadn

Contiene azufre v
nitrogeno

Cetonn no saturada

Conticne earbono
hidrogeno ¥ oxigeno

Alcohol soluble
A-cetofenacinn
A-oxifenneinn

Paolipéptides

Levadurns y hongos
Bacterias vy hougos
Levaduras y hongos

Levaduras ¥ hongos

Hongos v bacterins
Hongos v bacterias
Hongos y banctering
Hougos v bacterins
Hongos y bacterins

Levaduras

Baeterias y hongos

Ractering y hongos

Hongos

lHongos

Bucterias y hongos
Bacterins ¥y hongos

Bacterins ¥ hongos

Bactering ¥ hongos




TABLA V1

ANTIBIOTICOS ANTIFUNGICOS PRODUCIDOS POR BACTERIAS

Actividad prelismings contra hongos

Substancias

Rariimicing
Fuwicina
Pungistatinn

Miconubtilina

Organionos

T subtilis
1L oaubitile
1R, aubtilis

§5 eulitiile

Actividad contra hongos y bacterias

Substancias

Organismos

Fluvomicing
Poliptina
Himplexinn

Toximicing

13, subtilla
1. subtilis
B. subtilis

3, subtilia

i)

TABLA VIl

ANTIBIOTICOS ANTIFUNGICOS PRODUCIDOS POR ACTINOMYCETES

Accidn principal antifunpics

Accion contra bucterias y hongos

Aetinamicina
Antiwidina A
Antunicoing
Awroaing
Carantnireting
Candiridina
Candadinn
Cratmiring
Ciclaerimida
Eumicetina
Froadicina
Matdinn
Nistating
Oligotncing
Feofncinu
Kimocidien
fatnventing

Tricomicing

Hitepluimyees s
RKireptamycen an.
B, auyreus
M.oeanescne
Rooeacant

omraEiu«

K. wvirpdofinvus

S oantibianticus
Sooprrispue

R, purpecchamogetae
N, fradise

RN, pharorkotuogenue
.o noTacs

=, listatorhomogenes
5, phacofsciens
Rimosux

N, reticul:

Actinomicing
Aureotricinn
Canfomicing

Y.ndomicing

Helixina
Mirrocing
Musarius
Micgwicing
Nigericina

Tioluting

8, hnehijoense :

. antibioticus
R, celuloflavus
Rtreptomyues 8p.

Hireptomyees sp,

Streptomyees sp,
AMisronumosporn s
Streptomyees «p,
Nueardin acidophilus
Streptomyecs sp.

R, albus




Yalores Rf Valores Rf

0.00-0.40 0.51-1.00

Actinoemicina

Endomicine Gliotoxina

Rigsricine Estroeptotricina

Tiolutina (sulfato)
Banceno:

seido gobtico:
Ho0 (242:1)
{eapan orpfnics)

A

Yalor Kt Valorea Rf Yalores R{ Valer Rf
0, 0.95-1,00 0.00 0,98
Endomicina Actinonicina Estreptotricina Gliotoxina
Higericinsa Nigericina {gulfato
Tiolutina

Hz0 saturada neitanol
con n-tutanol aat, con HPO
N\,
Valor Rf Valor Rf Valores PR Yalores R
.65 0.6 TL,10-0,%5 0.50.0.80
Endomicine Miparicinag ¥igericine Actinomicina
?lothinl
Acetona acuosa
al 50 ¢
Yalor Rf Valor Rf
0.77 0.96
Tiolutina Actinomicina

J U L LR R T ]

En 50 % de acetona acucsa el valor Hf os O.n6

Fig, 1.~ Marcha para la ssparacién de 6 antibléticos con actividad
antifdngica y antibacterians,tomando como base sus valores
Rt en 9 sivtemas solventosn,



A
Yy
K
y
B

CROMATOGRAFIA EN PAPEL DE LA CEPA R-7
ANTIBIOTICO R-7

Medio 2.— Glucosa-extracto de carne
Solvente.—  Ter-butanol-c.acético-agua

Revelador.— Ninhidrina

Medio 2.— Glucosa-extracto de carne
Solvente.—  Propanol-agua-fc. acético

Revelador.— Ninhidrina

Rf 0.77
Rf 0.78 ®

Rf O.k2

(:) Rf 0.35

Al
Flg 2

Rf 0.86



A‘

CROMATOGRAFIA EN PAPEL DE LA CEPA 5014
ANTIBIOTICO 5014

Medio 2.— Gilucosa-extracto de carne
Solvente.—  Ter-butanol-dc.acético-agua

Revelador.—- Ninhidrina

Medio 2.—  Glucosa-extracto de carne
Solvente.—  Propanol-agua-c. acético

evelador.— Ninhidrina

Fige 3



BIAUTOGRAFIA DE LA CEPA R-7

A B N 7
' Medio 2.— Glucosa-extracto
de carne )
A
Solvente.—  NH (1 3¢
Revelador.— B, su!ﬁilis 42
-
[N .
Medio 2.—  Glucosa-extracto
B de carne
Rf 1.8 ' ' ? Solvente.— Ter-butanol-ac.
: acético-agua
: Revelador.— B-938
Rf 2.1{| - A
Rf 0,009 C

Fig. 4



BIAUTOGRAFIA DE LA CEPA 5014

A B Y
Medio 2.—~  Glucosa-extructo
de carne

P Solvente—  NH.CI 37

Revelador.— B. subtilis 42

Medio 2.—  Glucosa-extracto
de carne

> Solvente.—  Ter-butanol-ac.
acético

Revelador.— B-938

Rf 0.0 0.0

Fig. §



CAPITULO 1V
RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se efectué la identificncion cromatografica de los factores an-
tibidticoa elaborados por sicte cepas de Streptomyces designadas
como: B-9, B-12, M-2, B-6, A, R-T7, ¥ 5014, Suministradas por el
laboratorio de Microbiologia de ln 1,.. .C.Q. Este trabajo consté de
lag siguientes etapas.

J.—Conservacion de Ins cepas durante el tiemino necesario para
este trabajo, resembradas en Crzapek n partir de medio de
suelo, substrato que fue el mis eficaz para ue no menguara
In potencia antimicrobiana de la especie.

2.——Bivactividad preliminar que se efectué por el método de las
estriag cruzadas (7). Viendose gque todas las cepas de Strep-
tomyees presentaban actividad frente a eada uno de los mi-
croorganismos-prueba.

3.—Esporulacion rdpida y abundante en tubos de maxima super-
ficie inclinada conteniendo como substrato harina de trigo
que fue el mejor medio para éste objeto y permaneciendo un
tiempo minimo, pues una permanencia prolongada de las es-
poras daba lugar a que después de resembrarlas dieran poca
o ninguna actividad.

4.—-Biosintesis de los antibiéticos después de obtener buenos de-
sarrollos superficiales de los Streptomyces incubados a 28° C.
efectuando cada veinticuatro horas control de actividad de
los caldos de cultivo mediante la téenica de los discos de pa-:
pel, escogiéndose a: Succharomyces sp, Candida albicans y-
Penicillium Oxalycum como microorganismos-prueba.
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b.—Selecclén del medio de cultivo que tuvo mayor actividad.

6.—ldentificacion de loa antibidticos~—Ya seleccionados fueron
sometidos n pruecbas Cromatogrdficas que nos permitieron
reconocerlos,

T.—Del presente trabajo es posible derivar las siguientes con-
clugiones:

n) I medio de harina de trigo a saber constituye un buen subs-
trato para In esporulacion de los Streptomyces estudindos,

h).—Los medios Hquidos 2, 10 ¥ caldo_simple con 0.2% de sacaro-
sa resultaron ser los mejores para la produccién del antibib-
tico por las cepas estudiadas.

antibi6ticos estudiados. Asi vemos que las cepas de Strep-
tomyces B-9 ¥ B-12 Produjeron actinomicinga, la cepa M-2 neo-
micina, ¥ Ins cepas A y 5014 estreptotricing y viomicina, ree-
pectivamente,

Ademds se encontrd la produccion de dos antibiéticos por
una misma cepa, I R-7, los cuales no fue posible identificar
por les métodos y claves seguidas en el presente estudio,
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