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1. OBJETIVO 

El objetivo de esta tesis es fo:anar la Subcolecci6n de Bacterias 

para el Cepario de la Facultad de Química, que sean utilizados 

en la cuantificaci6n por Métodos Microbiol6gicos, de diversas 

substancias. 

La Facultad de Química requiere de esta Subcolección por su im 

portancia en el Control de Calidad de productos farmacéuticos, 

ya que en la actualidad se utilizan rutinariamente métodos micr~ 

bio.l6gicos para la cuantificación de farmacos tales como aminoá

cidos, vitaminas y antibióticos, debido a que en muchos casos 

son nas sensibles que los métodos químicos, además de tener otras 

ventajas que mencionaremos más adelante. 

2. IN~RODUCCION. 

El ~so de métodos microbiol6gicos permite conocer exactamente la 

concentración biológicamente activa por ello tienen tanta impor

tancia en el control de calidad de sustancias como las menciona

das, y además en muchos casos los ensayos microbiulúgicos son el 

único método utilizable para estimar la potencia_~ Entre sus ven

tajas, estos métodos se distinguen por ser altamente especializ~ 

dos y por requerir poco equipo; esto es importante para un país 

cor:::: México, que debe reducir la importaci6n de equipo y refac -

ciones costosas. 

Alg:.mos laboratorios de la Industria Farmacéutica donaron las ce 

pas que utilizan en las deteminaciones microbiológicas de las 

sustancias mencionadas. Gracias a ello, la subcolecci6n que se 

ha integrado es útil para las técnicas que actualmente se están

empleando en México; además se han probado los métodos analíticos 

en los que se utiliza cada u..~a, de modo que la subcolecci6n for

rnacar además de constituir ~n acervo con un valor didáctico :Unrnr'"~ 

te, serfi de gr.:m utilidad para apoyar la Industria, a los progr~ 

nas je Investigación y a otrcs centros de Docencia. 
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Este trabajo consisti6 en obte~er las cepas, verificar sus caract~ 

r1sticas morfológicas y bioqu~~~cas, es decir su identidad, y com

probar los Métodos cuantitativos para los cuales se utiliza cada 

una de ellas. 

Una vez verificada la identida~ de los microorganismos y montados

los métodos analíticos cuantitativos,las cepas fueron liofilizadas 

y se co~probaron nuevamente tedas las características mencionadas, 

después de la liofilización. 
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3. GENER..l\L IDADES • 

3.1 IMPORTANCIA DE METODOS ANALITICOS MICROBIOLOGICOS. 

Durante los pasados 15 años se incrementaron ~~tablemente los co 
nacimientos y la conciencia sobre la importancia que tiene el 

Control de Calidad de las preparaciones farmac~uticas. 

Desde entonces la Organización Mundial de la Salud, ha estimula

do, alentado y asesorado a sus miembros en el establecimiento de 

sistemas nacionales de Control de Calidad; co=.o resultado de esto 

muchas naciones han establecido laboratorios oficiales de control 

6 han mejorado los que tenían, de modo que dicto control se efec 

túa no s6lo internamente en las industrias farmacéuticas, sino 

también en laboratorios gubernamentales cuyas fu..~ciones son pre

cisamente de inspección, en base a normas y reglamentos dictados 

por las autoridades competentes; en México esta autoridad es la 

Secretaría de Salubridad y Asistencia. 

Dentro del Control de Calidad hay pruebas analíticas para la eva 

luaci6n de la eficiencia y seguridad de productos farmacéutica 

que comprenden pruebas físicas, químicas, bio16gicas, microbio16 

gicas y farmacol6gicas. 

Estas pruebas var!an de producto a producto y de formulación a 

forrnulaci6n. Sin embargo entre las determinacio=es que sie.~pre 
se realizan están las pruebas de potencia. Para realizarlas exis 

ten m€todos químicos, biol6gicos y microbiol6.:;.icos. 

Las primeras pruebas de potencia de vitaminas# a.jinoácidos y an

tibióticos se hicieron con métodos biol6gicosr que se basan en 

los efectos producidas por estas substancias e~ animales de ex~e 

rimentaci6n. Con el tie.~po se desarrollaron ~~~~tlos químicos, fi 

sicoquímicos y microbio16gicos que gradualmente fueron ree::i.plaz~ 

dos a los biol6gicos, pues el empleo de éstos ~ltimos se ha ve~~ 

do limitando, ya que requieren de más tiempo, s:::i:n caros y sus 1_3: 

mites de error son ~.ás amplios. La experimentaci6n con ani=ales 

ha quedado restringid:::, por ello, a los cases e::: que no pueder. 
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aplicarse los otros métodos, ya sea por que la concentraci6n de vi 

taminas, de aminoácidos o de antibi6ticos es muy baja; por la pre

sencia de factores que interfieren; 6 bien cuando se quiere deter

minar la facilidad de absorción 6 1iberaci6n de las vitaminas, ami 
noácidos y antibióticos presentes en una preparación farmacéutica. 

Las técnicas químicas y f isicoquímicas reemplazaron a los ~étodos 

biológicos en la investigación de rutina, especialmente en la i.~ 

tria farmacéutica, por su menor costo, porque consumen menos tiem

po y porque sus límites de error son más pequeños; sin embargo pre 

sentan poca especificidad, por lo que es aconsejable hacer determ.!. 

naciones por más de un método y co:nprobar los resultados con méto

dos microbiol6gicos. Aunque muchas veces se utilizan los métodos 

físicos y químicos, los ensayos microbiol6gicos siguen siendo, en 

la Industria Farmacéutica el dnico método 6 el más usado para eva

luar la potencia de algunos productos farmacéuticos, debido a que 

son muy sensibles y son los recomendados por la Farmacopea; por su 

confiabilidad. 

La creciente importancia, de las determinaciones microbiol6gicas 

se refleja en el número de estándares bio16gicos internacionales: 

En 1948 sólo habia uno, en tanto que la Farmacopea de 1980, descri 

be más de 90 estándares utilizables en ensayos m.icrobiol6gicos. 

Los métodos microbiológicos tienen la ventaja que pueden realizar

se sin equipo altamente especializado que es costoso; aunque se 

han desarrollado procesos mecánicos y automatizados para algunos 

pasos de las determinaciones microbiol6gicas, e incluso existen 

sistemas completamente automatizados, la inversión que requieren 

solo se justifican para nanejar enorces cantidades de muestras. Se 

espera seguir usando los oétodos manuales por muchos años pues de 
cualquier manera permiten trabajar con facilidad, cayor nlli~ero de 

muestras que los métodos físicos, qu!nicos y bio16gicos. Puesto que 

el mismo procedimiento básico se aplica a la valoraci6n de varias 

sustancias, los métodos nicrobiológicos manuales resultan más ade

cuados para el análisis de rutina de gran número de muestras, cuan 

do las realiza un Químico Farmac~utico Biológo con experiencia. 
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Los métodos microbiol6gicos se pueden aprovechar óptimamente cuando 

se les considera como ramas del análisis farmacéutico cuantitativo 

~ cuando se aplican no solo técnicamente, sino científicamente. 

=.os rn~todos cuantitativos para los que se usan las cepas de esta 

s~bcolecci6n fueron montados corno parte de este trabajo, para verifi 

car los detalles de su ejecución y la sensibilidad de las cepas. 

3.2 ~IPOS DE METODOS ANALITICOS MICROBIOLOGICOS, 

'Sos métodos microbiol6gicos son muy sensibles y altamente espec!fi-

cos; están basados en el hecho de que ciertos organismos requieüen 

de vitaminas y aminoácidos especificas para su crecimiento 6 son 

sensibles a determinados antibi6ticos. 

Existen métodos cuantitativos microbiológicos de difusión y turbidi 

métricos. 

3.2.1 METODOS TUBIDIMETRICOS. 

En éstos métodos se utiliza un medio de cultivo liquido inoculadc 

con el microorganismo de prueba en donde después de la incubaci6~ 

se mide la turbidez producida por el crecimiento microbano, l~ cu~l 

estará en función de la concentración del antibiótico, vitamina ~ 

aminoácido en estudio. 

3.2.2 ~!ETODOS DIFUSIO:::~. 

En estos métodos se utilizan. placas de agar inoculadas con el ni==~ 

organismo; la sustancia en estudio se aplica en un punto y, al c.:. 

=andirse en el agar, ocasiona la aparici6n de zonas de inhibici6:: 

del desarrollo cuando se trate de antibi6ticos, o de crecimientc 

&el microorganisno cuando se trate de a.~inoácido 6 vitamina. 
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3.2.~ :JIFERENCIAS DE LOS ME'I'~:!:JJS. 

El ensayo t~bidimétric~ requiere =enos tiempo que el método de 

cifusi6n, ya que los res~ltados se obtienen después de 3 a 4 ~3 

=as de incuhaci6n es de=ir el misEo día que se efectúa el análi 

sis, en ta!"!to que en el :::étodo de difusi6n se requiere de, por 

l~ menos, 18 horas de ±..::=Ubación. 

E1 método turbidimétrico es más econ6mico y requiere de menos 

equipo que el de difusiién. Los costos calculados para el méto:i::ll 

~t:rbidimétrico, corresFD~den aproxi.nadamente a la mitad de los 

~el método de difusión. Sin embargo el método turbidimétrico 

esta sujeto a interfere.::cias cuando se analizan formulaciones 

con más de tL~ principio activo b que produzcan turbidez en la 

dilución final, como ocurre con los ungüentos; consecuentemente 

el método de difusión es preferible para el análisis de tales 

~reparaciones. 

3.3 FACTORES PRL~ORDIALES PARA LA CONFIABILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD. 

Es de suma i.:::portancia, en la realización de la técnica, consi

derar todos ~os factores que pueden afectar al desarrollo a la 

iP.hibici6n del organisn::o; la adecuada atenci6n de tales factorez 

per.nite reducir al mínir'...c sus efectos y asegurar que la dosifi

caci6n de la sustancia e~ estudio sea la única linitante del de 

sarrollo. 

A continuación se descrican brevemente estos factores y su impcE 

ta.'"lcia. 

l. Dosificaci6n de la sustancia de prueba. Dado que la base de 

la cuantificación es la respuesta de crecimiento del microorga

nis:::o frente a determinada dosis de la sustancia de prueba y 

q~e el c§lcul~ de esta últi.~a, se logra interpolando esa respue~ 

ta del microorganismo e~ :z..a curva éstandar, la Frecisi6n en la 

elaboraci6n de dicha cur~a es un factor de máxina i=~nrtancia 
A=:s..""J.ás la dosis del proc::;.¡:;;-a durante el ensayo d?.be estar dentro¿¿:,:_ 
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límite de las cantidades utilizadas para la curva estfuldar, ya 

que no es posible hacer extrapolaciones pues quedarian fuera del 

intervalo de sensibilidad del método. 

2. Periodo de incubaci6n. En una técnica ideal el tiempo de inc_!! 

baci6n debe ser suficientemente largo para permitir la total ut!_ 

lizaci6n de la sustancia de prueba asegurando asi una respuesta 

directamente proporcional a la dosis. 
En algunos métodos, por ej.emplo cuando la respuesta depende de 

la produci6n de ácido, se requieren periodos de incubación de 

tres días, mientras que en técnicas en que se mide absorbancia o 
trasmitancia, la incubación generalmente es de 18 horas. 

Si no se logra la completa utilizaci6n de la sustancia de prueba, 

las diferencias de respuestas en las dosis altas son proporcio

nalmente menores lo cual hace que la gráfica tienda a ser una 

curva. Debe verificarse el tiempo mínimo de incubaci6n para cada 

tipo de ensayo e incluso para cada lote de prueba. 

3. In6culo. La estandarizaci6n de la cantidad de in6culo es muy 

importante ya que si fuese mayor no podrían diferenciarse los d! 
versos grados de crecimiento microbiano en las concentraciones 

menores de la sustancia de prueba; si el in6culo fuese menor,. no 

se obtendría la utilización total de la sustancia en el tiempo 

de incubaci6n establecido= 

Por otro lado la edad de cultivo y su estado fisiol6gico afectan 

la duraci6n de la fase de adaptaci6n (fase lag) en el ensayo. 

El microorganismo debe ser joven y estar en fase logarítmica ya 

que durante la fase de adaptaci6n no habría una respuesta pro~o~ 

cional a la cantidad presente de sustancia de prueba y esto fal 

searía el resultado al final del tiempo de incubaci6n. 

4. Temperatura de incubaci6n. Las diferencias pequeñas por arriba 

o por abajo de la temperatura 6ptima de crecimiento tienen gra~

des efectos en la velocidad de crecimiento. Nuevamente en aque:las 

pruebas en que el periodo de incubaci6n es suficientemente lar~~ 
para asegurar la utilización completa de la sustancia en estu~~?, 

este efecto es mínimo. Cualquier variaci6n en te."nperatura entr·:: 

los tubos, puede llevar a errores importantes, por lo que ~o s~ 
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recomienda el uso de estufas para incuzar; deben usarse baños de 

agua de temperatura constante; y se rec.o::i.ienda también enfriar 

los medios de cultivo antes de inocularlos, de tal manera que 

los errores ocasionados por las diferer.=ias en tiempo de preinc~ 

baci6n se reduzcan al mínimo 

S. Naturaleza del medio sintético. Es esencial que todos los fac 

tores de creciniento requeridos por el ::ücroorganismo de prueba, 

excepto el que se está estudiando, se e~cuentran en exceso ya 

que de otra manera podrían convertirse en factores limitantes 

del crecimiento del microorganismo. El pH debe ser 6ptimo para 

el crecimiento. Es importante señalar g~e la esterilizaci6n pue

de afectar los componentes de algunos r.:edios de cultivo, por lo 

que los fabricantes recomiendan, en esos casos, tratamientos tér 

micos moderados y la utilizaci6n inmediata del medio. 

6. Naturaleza del organismo prueba. Hasta ñonde sea posible, el 

microorganismo seleccionado para la prueba deberá ser muy espec! 

fico en sus requerimientos nutricionales o en su sensibilidad al 

antibi6tico y no deberá responder a sustancias extrañas que se 

encuentren en la muestra. Cuando se trabajan muestras naturales 

compuestas por varias sustancias· relacionadas, las diferencias de 

sus actividades relativas frente a los organismos de prueba oca

sionan muchos problemas, tal es el caso da la vitamina B12 y del 

ácido f6lico. 

7. sustancias inhibidoras.ObV"iairente afecta el desarrollo micro

biano la presencia de sustancias inhibid~ras que pueden encentra~ 

se, como huellas de antibi6tico, deterge~tes o iones remanenteE 

del proceso de lavado o como contaminantes de la muestra. Por 

ello reviste gran importancia el lavado cuidadoso de todo el ma

terial que se utilice. Se recomienda la técnica de lavado de ma

terial, descrito en la pagina 76. 

8. Contaminación de la sustancia en est~~io. En algunos casos, 

se han observado resultados inesperados e~ el ensayo microbiol6-

gico de vitaminas, en los cuales todos l•::s tubos presentan un 

abundante crecimiento y no es posible es~ablecer una curva acep

table. Obviam=nte este crecimiento es originado por una iocntaninac:;.!'.-_ 
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ron algtín factor nutricional que los microorganismos requie

ren, o con una sustancia relacionada, por ejemplo un precur

sor de la vitamina. 

9.Errores en las lecturas. Estos pueden originarse por falta 

de ho~ogéneidad de los tubos, sobre todo cuando se transfiere 

a las celdas para la lectura¡ dispersi6n inadecuada de la su~ 

pensión; variación en el tiempo que transcurre entre la agita 

ci6n para dispersar a los microorganismos y la lectura de sus 

propiedades 6pticas; un tiempo muy corto puede causar interfe 

rencia por las pequeñísimas burbujas de aire formadas y un pe 

riodo muy largo podría permitir el asentamiento de los micro

organismos. 

3.4 MICROORGANISMOS UTILIZADOS. 

Para la determinaci6n cuantitativa de vitaminas y aminoácidos 

se requieren microorganismos aux6trofos, los cuales deben cul 

tivarse inicialmente en un medio nutritivo 6ptimo que conten

ga un exceso de las sustancias que requieren; si luego se ino 

culan en un medio que carece de la vitamina o aminoácido para 

el cual son aux6trofos el crecimiento se inhibe totalmente.Al 

agregar cantidades crecientes pero sia~pre li.~itantes de la 
vitamina o aminoácido en estudio 1 el microorganismo crecerá 

en proporción a la disponibilidad de dicha sustancia, lo cual 

se refleja en la turbidez al medio o en el tamaño de la zona 

de crecimiento, segan el tipo de t~cnica usada. 

Para la eterrninaci6n quantitativa del antibi6tico se utilizan 
microorganismos sensibles al mismo. El medio de cultivo debe 

favorecer el crecimiento del microorganismo de prueba y no debe 

contener ingredientes que pudieran antagonizar la actividad 

anti~icrobiana del antibi6tico. 

A continuaci6n se enumeran los microorganismos que integran 

la s~ccolecci6n y los m~todo~ analíticos para los cuales se 

utilizan. 
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Lactobacillusleichmannii ATCC 7830: 

Para la determinación de vitamina B12 • 

Lactobacillus plantarum ATCC 8014 

Para la deterr.iinaci6n de pantotenato de calcio y ácido nico

tínico. 

Leuconostoc mesenteroides ATCC 8042: 

Para la determinación de L-lisina. 

Streptococcus f aecalis ATCC 8043 

Para la determinación de ácido f6lico. 

Stap~ylococcus aureus ATCC 3352 

Para la determinación de sulfato de neomicina. 

Stap~ylococcus aureus ATCC 6538P 

Para la determinación de tetraciclina, clortetraciclina, mino

ciclina. 

Stap,hylococcus epidermidis ATCC 12228 

Para la dterminaci6n de sulfato de neomicina. 

Sarcina lutea ATCC 9341 

Para la determinaci6n de eritomicina. 

Bacillus cereus ATCC 11778 

Para la determinaci6n de tetraciclina. 
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3.5 CARACTERISTICAS DE L-OS MICROORGANISMOS QUE INTEGRAN ESTA 

SUBCOLECCION. 

BACILOS GR.ZL~ POSITIVOS NO ESPORULADOS. 

Género Lactobacillus: 
Bacilos tan cortos como cocobacilos o largos y delgados.Con 

frecuencia forman cadenas en fase logarítmica tardía.General

mente inmóviles; flagelos peritricos cuando los hay. No espo

rulados. Son Gram positivos pero pueden volverse Gram negati

vos conforme aumenta su edad; algunas cepas presentan cuerpos 

dipolares, granulaciones internas o teñidos disparejos en tiE 

cienes de Gram o de azul de metileno. Crecen en temperaturas 

de SºC a 53°C, con óptimas generalmente de 30°C a 40°C. pH 
óptimo generalmente de 5 a 5.8 o menos. La fase logarítmi

ca puede alargarse cuando el pH inicial del medio es neutro e 

alcalino. Acíduricos. 

Metabolismo fermentativo aunque pueden crecer en atmósfera no.E 

mal; algunos requieren condiciones anaer6bicas estrictas para 

el aislamiento. Típicamente sacaroclasticas; en 1a fermentaci6~ 

de la glucosa, pueden bajar el pH en una unidad e más. Al me

nos la mitad de sus productos finales de Carbono es lactato,e: 

cual no fermentan. Otros productos pueden ser acetato,formatc~ 

succinato, di6xido de carbono o etanol. 

Requerimientos nutricionales complejos; requieren de aminoáci

dos, p~ptidos, derivados de ácidos nucléicos, vit~inas, sales, 

ácidos grasos o sus est~res y carbohidratos fermentescibles. 

~os requerimientos nutricionales generalmente son característb 
cos para cada especie. 

Se encuentran generalmente en lacteos o derivados, cranos y 

carnes, agua, aguas negras, cervezas y vinos 1 jugcs y frutas 6 

:::;;:inservas ácidas; puodGn er.c0ntrarse cc:::.;::i ptirasitcs en la boc3:. 

t?'."3.cto int.c$ti~'3.l, on vu.gir:ai en animall.cs y human~s rara vez 
scf:l patógenos. 
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Lactobacillus leichmarmii. 

Sinónimos. Bacillus leichmanni, Bacteri;u.:n leich~annii,La

ctobacteritre\ leichmannii. 

Bacilos de 0.6 por 2 a 4 ,JSIDi con extrer::-0s redon:!eados; ais

lados o en cadenas cortas, inm6viles, colonias r~gosaa, sin 

pigmentos. No crecen a 15°C, crecen a 45°C, su te::::peratura 

6ptima es de 35°C a 40°C. 

Requerimientos nutricionales complejos: requieren pantotena 

to de calcio, ácido f61ico; la vitéll!rl.na B12 puede ser indis 

pensable o estimula para su crecimiento. 

CARACTERISTICAS BIOQUL.~ICAS 

PRUEBA 

Cata lasa 

Movilidad 

Indo! 

H2S 

FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS 

PRUEBA 

Amigdalina 

Arabinosa 

Celobiosa 

Fructosa 

Galactosa 

Glucosa (ácido) 

Glucosa (gas) 

Glucanato 

Lactosa 

Maltosa 

Manitol 

RESULTADO 

RESULTADO 

+ 

+ 
+ 

-w 
+ 

+ 
+ 
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PR~"EBA 

Manos a 
Melezitosa 

Melibiosa 

Raf incs.a 

Rhamnosa 

Ribosa 

Salicina 

Sorbitol 

Sacarosa 

Trehalosa 

Xi losa 

Esculina 

Los súnbolos utilizados son: 

+ ••.••••••• Positivo (para Q' 

•••••••••• Negativo (para# 

w .••••••••• Variable 

Lactobacillus plantarum. 

+ 

+ 

90% de cepas) 
9(!% de cepas} 

Sin6nimos. Streptobacterium plantarum, Lactoracillus arabino

~, Lactobacillus peatosus, Lactcbacillus redensis • 

.Bacilos con extremos redondeados, rectos, de 13.9 a 1.2 p-n por 

3 a 8..,um, aislados, en pares, o er. ~adenas ccrtas, generalmente 

inm~viles aunque se ha.~ descrito a:gunas cepas que se mueven por 

flagelos peritricos* 

Crecen a 15°C, general~ente no cre=en a 45°C. su temperatura 

6ptima es de 30°C a 35°C. 

su desarrollo en caldo producen gra..~ turbide2 ~cmogénea y Fesa

"" da. 

Fermentan la ribosa .:;r::::!uciendo u::..a :::ol de áci~o láctico y una 

mol de ~cico acáticoü ~?Ual para ct=~s pentcs2s que pueden fer
rr.entar. 
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PRUEBA 

Indol 

H2 S 

Los símbolos utilizados son: 

+ 

d 

Positivo 

Negativo 

Débil 

RESULTP.JJO 

(para "7/ 90% de las cepas} 

(para 7/ 90% de las cepas) 

L. plantarum ATCC 8014 puede ser utilizado t.:::::bién para l~ 

determinaci6n de 7 aminoácidos: Cistina, isoleucina, leuci~~~ 

metionina, fenilalanina, triptofano y valina,biotina y ácidc 

p-aminobenzoico. 

COCOS GRAM POSITIVOS. 

Género Streptococcus: 

Células esféricas u ovoides, Grarn positivas, de nenos de 2 p::r 

de diámetro¡ cuando se cultivan en medio líquido se presenta:: 

en pares o cadenas. Pocas cepas del grupo D presentan movili

dad. Anaer6bios facultativos. Temperatura 6ptima de crecimie~

to alrededor de 37°C; las temperaturas máximas y mínimas va

rían con la especie. 

Metabolismo fermentativo; el principal producto final de la 

fermentaci6n de la glucosa es ácido O-láctico; h=mofermentati

vos. Nunca forman película, no contienen compuescos con gruFC 

hemo. Requerimientos nutricionales complejos. 

Streptococcus faecalis. 

Sin6nimos. Micrococcus ovalis, Enterococcus prcteiformiG, 

Streptococcus g1ycerinaceus. 

C~lulas ovoides elongadas en la dirección de lu.s ,~adenas: G. '.: 

a l)lm de diá.i~etro, generalmente irun6viles. Fcr;:::2~tan la gi~-
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Requieren para su crecimiento pantotenato de calcio y niaci 

~a; generalmente no requieren riboflavina. 

FERMENTACION:Ira C.Aru;}OHIDRATOS 

PRUEBA 

Amigdalina 

Arabinosa 

Celobiosa 

Fructosa 

Galactosa 

Glucosa (ácido) 

Glucosa {gas) 

Gluconato 

Lactosa 

Maltosa 

Manitol 

Manos a 

Melezitosa 

Melibiosa 

Rafinosa 

Rhamnosa 

Ribosa 

Salicina 

Scrbitol 

Sacarosa 

Trehalosa 

Xi losa 
Esculina 

CAR..<lCTE!USTICAS BIOQUIMICAS 

PRUEBA 

G2talasa 

RESULTADO 

+ 
d 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
d 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
d 

+ 

RSSlLllLTADO 



cosa produciendo general~ente ~cido l~~tico, los productos 

finales pueden variar si el medio se ~antiene en pH neutro, 

o si la incubaci6n es aeróbica. Crecen en pH de 10 a 10.5 

en medio con buffer de Carbonatos. Crece en presencia de 0.4% 

de telurito. Puede crecer con 0.5 a ! unidad de penicilina 

por ml. Crecen a 47°C pero no a SOºC, y crecen en 6.5% de 

NaCl. 

El subcultivo en medios sintéticos ge~eralmente requieren de 

7 a 13 amimoácidos y 5 vitaminas del co~plejo B, aunque hay 

variaciones entre las diferentes cepas~ Las purinas y pirimi 

dinas estimulan el crecimiento. 

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS 

PRUEBA 

Hidr6lisis de almid6n 

Hidrólisis de gelatina 

FERMENTACION DE CARBOHIDF.ATOS 

PRUEBA 
Glucosa 

Maltosa 

Lactosa 

Trehalosa 

Salicina 

Manitol 

Sorbitol 

Arabinosa 

Sacarosa 

Inulina 

Rafinosa 

Los símbolos utilizados son: 

RESULTADO 

RESULTADO 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
V 

V 

V 
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+ .................. Positivo (para~90% de las cepas) 

................... Negativo (para 7190% de las cepas) 

V ................. Variable. 

S. faecalis ATCC 8043 tambien se utiliza para la cuantifica~i6n 

de piridoxal y piridoxamina. 

Género Leuconostoc: 

Células esféricas o lenticulares, usualmente en pares o ca1enas 

Gram positivosT inm6viles, no espnrulados.Anaerobios facul~ati

vos, temperatura 6ptirna entre 20ºC y 30ºC. 

Presentan requerimientos nutricionales complejos de vita:::i~3s o 

aminoácidos. Todas las especies requieren ácido nicotínico,tiami 

na, ácido pantoténico y biotina. 

Heterofermentativos; su crecimiento requiere de carbohidratcs 

fermentescibles; fermentan la glucosa produciendo ácido D-lác

tico, etanol y co2 • Muchas especies producen dextranas a partir 

de la sacarosa. 

No son patógenos para el hombre, ni animales. 

Leuconostoc mesenteroides: 

Sin6nimos. Ascococcus mesenteroides, Betacoccus arabinosace~s. 

Células esf~ricas o lenticulares de 0.5 a 0.7 ~or 0.7 a l.2p:'.'l; 

en pares o cadenas cortas. Crecen de lOºC a 37°8, su tempe~~~~ 

ra 6ptima es de 20ºC a 30°C. No soprtan calent=.::!iento de 55c:::; 

por 30 minutos, aunque algunas cepas con gra~~es cantidades ~~ 

polisacaridos extracelular resisten de BOºC a 85ºC • 

Producen una dextrana viscosa a partir da lQ s2carosa, es~~~~~! 

mente a temperatura de 20ºC a 25°C. La morfolc0ía de las c=:~

nias depende de la dextrana formada. 

Los aminoácidos ese!'lciales para su crecirnientc s:m pocos C:G:i:::::

ralmente,pero todns lns capas rc~uioren vali~2 ácido ~1~~~~~

co. 



PERMENTACION DE CARBOHIDRATOS. 

PRUEBA 

Amigdalina 

Arabinosa 

Celobiosa 

Fructosa 

Galactosa 

Glucosa {ácido) 

Glucosa (gas} 

Lactosa 

Maltosa 

Manitol 

Manos a 

Melibiosa 

Rafinosa 

Ribosa 

Salicina 

Sacarosa 

Trehalosa 

Xi losa 

"",os símbolos utilizados sen: 

+ 

d ............... 

Positivo 

Negati'"v·c 

Débil 

8~nero Stap~ylococcus. 

?.ESULTADO 

d 

+ 
d 

+ 
+ 
+ 

d 

+ 
d 

+ 
d 

d 

+ 
d 

+ 
+ 
d 

para~ 90% de las ce::;as) 

para~ 90% de las cepas) 

Células esféricas de 0.5 3 LS )lID de diá."!:etro que se presen

tan aisladas o en pares y característicanente en racitr:.os irre 

:r.ulares debido a que se di~ .. ;.iékm en rn~s de un plnr:.c1. Gr.:am pc

.-;i ti vos, inrr:6vi1c:s. Anaerd.::ios facul tc:it h".DS p;::;ro e ::w=en mejer 

o::i aerobios is. Temrcratura r!?t ima do 3 ~e e a 4 O ºC v ;;e: ro r;medc?:. 

c::::-ecer de E.5° a 46°C, pH ~::tino de 7 e: 7.5 con ir:.t·::rvalo de 
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4.2 a 9.3. 

Metabolismo respiratorio fermentativo, producen catalasa. 

Utilizan numerosos carbohidratos en presencia de o2 , produ

ciendo ácido principalmente acético, y cantidades minúscu

las de co2 • En condiciones anaer6bicas fermentan la gluco

sa produciendo ácido láctico¡ requieren aminoácidos y vita

minas para crecer en condiciones aerobicas, para crecer en 

condiciones anaer6bicas requieren uracilo y algún carbohi

drato fermentescible. 

Generalmente sensible a antibi6ticos tales como la ~-lacta

ma, tetraciclinas, novobiocina, cloranfenicol. 

Stap,!!y]ococcus aureus. 

Sin1n.Lnns. Stap~ylococcus pyg_genes, Staphylococcus pyogenes 

aureus~ Micrococcus aureus, Microcóccus citreus. 

Cocos de 0.8 a l;tm de dirunetror aislados en pares o en raci 

mos irregulares dada su divisi6n en varios planos. Son anaero 

bies facultativos pero crecen mejor en condiciones aerobiasr 

la mayoría crecen entre 6.5 ° e y 46ºC, y sus temperaturas 

6ptimas son de 30°C a 37ºC; crecen en pH de 4.2 a 9.3 con 

6ptimo de 7 a 7.5. Crecen en concentraciones de 15% de cloru

ro de sodio y 40% de bilis. 

Algunas cepas poseen cápsula; las colonias son suaves brillan 

tes y butiráceas. En condiciones desfavorables se pueden pro

ducir colonias rugosas. La pigmentaci6n es sm=amente variable 

aunque la mayoría de las cepas presentan un pigmento casi na

ranja; algunas cepas resistentes a antibiótico frecuenter.:er,¡te 

tienen pigmentos mr:¡:irillos. Estos pigmentos son carotenoides 

y su produci6n depende de las condiciones de desarrollo p~r 

lo que puede variar para una misma cepa. Son guimiorgan6tro-

fos y su cetabolisuo es respiratorio y fermentativo. Prácti

camente todas las cepas producen ccagulasa. 
Para dessrrollar en condiciones aer6bicas requieren hasta 12 

2r.dno~cidos, adenin:;;. y tiamina.; e:: anaerobiosis requicrcr:. 



uracilo y un carbohidrato fermentescible. 

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS 

PRUEBA 

Caseína 

RESULTADO 

Ca tal asa 

Movilidad 

Hidr61isis de almidón 

Hidr6lisís de gelatina 

+ 
+ 

Leche tornasol (ácido) + 
Reducci6n de nitratos + 

FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS 

PRUEBA 

Arabinosa 

Celobiosa 

Glicerol 

Glucosa 

Inositol 

Inulina 

Lactosa 

Maltosa 

Manito! 

Rafinosa 

Ramnosa 
Sacarosa 

Salicina 

Xi losa 

Los símbolos utilizados son; 

+ 
.............. "' .... 

Positivo 

Negativo 

RESULTADO 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

(para~ 90% de 1,:;.;.s cepas) 

(para~ 90% de las cepas) 
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s. aureus ATCC 6538P tambien puede emplearse en la cuanti

ficaci6n de penicilina y oxitetraciclina. 

Stap~ylococcus ~pidermidis. 

Sinónimos. Staphylococcus ~idermidis albus 1 Albococcus epi

dermidis, Staphylococcus saprop~ticus, Micrococcus l!Y:icus. 

Cocos de O. 5 a 1. 5 pm de diámetro aislados en pares o en ra

cimos irregulares y ocasionalmente en tetradas. 

Anaer6bios facultativos crecen a 45°C a lOºC, con temperatu

ra 6ptima de 30ºC a 37ºC: muchas crecen en 10 a 15% de NaCI 

y 40% de bilis. Las colonias circulares, convexas y pueden 

ser suaves o ligeramente granulares, generalmente son blan

cas aunque algunas variedades puede presentar pigmentos ama
rillos, naranja y rarisimamente púrpura. 

Son quimiorganótrofos con metabolismo respiratorio y fermen
tativo. Son sensibles a la novobiocina. 

CAHACTERISTICAS BIOQUIMICAS. 

PRUEBA 

Ca tal asa 

!·1ovilidad 

Hidrólisis de almidón 

RESULTADOS 

+ 

Hidrólisis de gelatina d 

Leche tornasol {&cido» + 
Reducción de nit!"."ntcs + 

FEP..r-!ENTACJI:m¡ DE CARBOHIDRATOS 

PRUEBA 

Arabinosa 
Celobicsa 

RESULTADOS 

+ 

+ 



PRUEBA RESULTADOS 

Glicerol + 
Glucosa 

Inulina 

Lactosa V 

Maltosa y 

Manitol V 

Manos a + 
Sacarosa + 
Sorbitol 

Salicina 

Rafinosa 

Ramnosa 

Trehalosa + 
Xi losa 

Los símbolos utilizados son: 

+ ..... "' ................ Positivo (para~ 90% de las cepas) 

. . . . . -.......... -..... Negativo (para 71 90% de las cepas) 

V ......... -............ Variable 

s. ~pidermidis ATCC 12228 se utiliza también en cuantific~ 

cienes de oleandomicina, kanamicina, gentamicina y vancomici 

na. 

G~nero Micrococcus: 
Cocos de O. 5 a 3. 5 µm de diámetro, aislados o er: pares, pero 

generalmente en racimos, tetradas o paquetes cúcicos, inml'.5v_! 
les, Gram positivos, no esporulados. Crecimiento óptimo de 

25ºC a 30°C. Todos crecen en presencia de cloruro de sodio 

al 5%. 

Quimiorgan6trofos con metabolismo estrictamente :::•2spiratorio. 
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Solo utilizan oxigeno c~o aceptor final de electrones por 

ser aerobios estrictos. 

Sus requerimientos nutricionales sen variables y pueden in

cluir tia.'":l.ina 6 biotin.::. como factores de crecimiento. 

Micrococcus luteus. 

Sin6nimos. Sarcina lute:6 Sarcina flava, Micrococcus flavus, 

Sarcina marginata. (La ~epa ATCC incorporada a esta subcole

cci6n se denomina Sarci~a lutea}. 

Cocos 1.0 a 2.0 p:m de d~ámetro, aisladas o en pares, tetradas, 

en paquetes cúbicos. In:::6viles. Las colonias son verde-amari

llento o naranja y su as~ecto es liso y convexo cuando crecen 

como tetradas o racimos, ligeramente granulares cuando formar. 

paquetes cúbicos. 

su temperatura óptima de crecimiento es de 30ºC¡ pero pueden 

crecer de lOºC a 45°C. F~eden crecer en 5% de NaCl, pero no 

en 10%. 

Su metabolismo es estrictamente respiratorio. Pueden crecer 

en medios sencillos con ácido gluta.~ico, biotina, y sales mi 
nerales, pero algunas cepas requieren medios complejos y va

rios aminoácidos. 

Son sensibles a la novob.:iocina y la lisozima. 

CARACTERIST!CAS BIOQun:.::i.::~1s 

Pigmento a~~rillo 

rejo 

G:J. UCOSñ (&.::.do) 

Xilosa {~::-ido) 

RESULTADO 

+ 

Earcina Jutea. . . ·~ 
l~~CC 9341) se util~=~ tamb1en e~ cuantificaciones de amp~-

c:i1ina, clcr::infenicol, :. ::..::-::omicina :: cerivados de tetrncicli::-. ·. -
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BACILOS Y COCOS ESPORULADOS. 

Género Bacillus. 

Bastoncillos rectos de O. 3 a 2. 2 por 1. 2 a 7 ,.um. La mayoría 

son m6viles y típicamente los flagelos son laterales,forman 

endosporas, resi.sten el calor. Gram positivos, aunque pueden 

perder esta característica con la edad. 

La temperatura máxima para el desarrollo va de 25ºC a 75°C y 

la mínima de menos 5ºC a 45°C. Los valores de pH en que pue

den crecer varían desde 8 hasta 2. Crecen en concentraciones 

de 2 a 25% de NaCl. 

La característica más significativa del género Bacillus es 

su capacidad de formar esporas; cuando se ha logrado produ

cir mutantes no esporuladas, han tenido escasa supervivencia 

en la naturaleza. La esporulaci6n depende de las condiciones 

del cultivo especialmente de una cantidad suficiente de man

ganeso. 

Quimiorgan6trofos, con metabolismo esetrictamente fermentati
vo o ambos. Los requerimientos nutricionales para el desarro

llo de las formas vegetativas van desde una sola fuente de 

carbono y energía, con nitr6geno in6rganico y sin factores de 

crecimiento, hasta requerimientos muy complejos que pueden in 

cluir algunos factores atin no identificados. 

Bacillus cereus. 

Bacilos de 1 a l. 2 por 3 a 5 }'ID, Gram positivos, con esporas 

elípticas, generalmente centrales. 

Crecen a temperaturas entre lOºC y 45ºC y pueden crecer en 

7% de NaCl. 

Requieren varios aminoácidos, diferentes para cada cepa¡ No 

requieren vitaminas. Desarrollan en medios complejos en con

diciones anaer6bicas requeriendo glucosa y nitratos. 
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C~..RACTERISTICAS EIGQUIMICAS. 

PRUEBA RES~'1:.TADO 

~ovilidad d 

Reducci6n de No3 a No; + 
Prueba de catalasa T 

_Crec~m.iento anaer6bico 

Crecimiento en 7.6% de NaCl + 
Caldo dextrosa-sabouraud + 

FERld.ENTACION DE CARBOHIDRATOS 

PRUEBA 

Glucosa {ácido) 

Glucosa (gas) 

Xi losa 

Alanina 

Manitol 

Los sz~~olos usados son: 

+ Positivo 

Negativo 

RES!L"LTADO 

+ 

íoara "'11 91!3% de las cepas) 

{para 11 9f!l1~ de las cepas~ 

'ª-· cereus.1 ATCC :'..l 178 esta especie se uti:TI.:..:::a tambi~n pa:::a 

Cuantificar vancc~icina y mir.oc~clina 



3.6 CG~SERVACION DE "~S CEPAS. 

Se ha utilizado el n:ét.odo de la li~filizaci6:: ·~".9. que co:c.s".::i

tuye u..--:: ~étodo apropiado para la conservaciór: .s largo p15::::z, 

de tcdcs los cultivos utilizados Ye lo que es ~3s importa~ce 

evita la pérdida de las caracter!st.icas que :'..:=.: hacen va:'..i".:'

sos en el laboratorio de control =armacéutico. ~a convecisn

cia de la liofilizaci6n como métc:!;o para prese::-~;1ar la r::a::_·,~

ría de los microorganismos ya ha sido bien est.:::.:i:llecic'ia. 2::::: 

muchos los reportes de las aplicaciones exitO$~S: Se cor.seE 

va la viabilidad por nuchos años, la contamin~=~ón es re:a

tivamente fácil de evitar y cuando la liofili2:=i6n se ha=e 

apropiadamente, la variabilidad en los cultiv~z de células 

o esporas liofilizadas es mínima. 
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4. METODOLOGIA 

4.1 Reactivos y medios de cultivo 

l. Soluci6n amortiguadora 0.1 M pH 4.5 

Fosfato de potasio monob~sico .•••••••••••••.••••••••• 13.6 g 

Agua .................................................. . 1000 ml 

Disolver perfectamente y ajustar con ácido fosfórico 18 N 

6 hidr6xido de potasio 10 N a pH 4.5 

2. Reactivo para la prueba de catalasa. 

Soluci6n de per6xido de hidr6geno •••••••••••••••••••• 3% 

3. Reactivos para la tinci6n de Gram. 

Soluci6n A 

"Stock" cristal violeta 

Cristal violeta ....................................... 20 g 

Etanol1 95% •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 100 ml 

Soluci6n B 

Oxalato de amonio ..................................... . 1 g 

Agua destilada ......................................... . 100 ml 

Diluir la soluci6n "stcck" de cristal violeta 1:10 con 

agua destilada y mezclar con 4 volumenes de la soluci6n 

;'stock" de oxalato. Guardar en frascos ambar. 

Solución de yodo 

Yodo resublimado ........................................ 20 g 

Agua destila.da .......................................... . 100 ml 

Soluci6n de hidr6xidc de sodio 

( 4 g por 100 ml de agua destilada} •••••••••••••••••.••• 100 ml 

Agua destilada ••.•.••••••••••••.•.•••..••••••••••••••. 900 ml 

Contratinte de safran1na 

Soluci6n A 
Saf1 .... anini:::i ............. "' .................................. 3 . 4 g 

Etanol, 95'2'. • ........................................... ,. ••• • 100 ml 

Solución de trabajo 

................................................. ~···· 10 ml 
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Agua destilada ••••••••••••.••••••••••.•••••••.••••••• 90 ml 

4. Soluci6n salina isot6nica. 

Cloruro de sodio •••••••••••••••••••••.••••••••••••••• 85 g 

Agua destilada •••••••••••.••.•••.••••..••••.•.•.•• " .• 1000 ml 

5. Reactivo de Neesler. 

Ioduro de potasio •.••••••••••••••••••••••••••••.••••. 70 g 

Ioduro mercúrico •••••.••••••••••••••••••••••••••••••. 100 g 

Hidr6xido de potasio •••••..•••.•••..•••.••••••••.••••• 100 g 

Agua destilada .•••••..••••••••••••••••••••••••••••••• 1000 rol 

6. Fenal al 12% 

Una parte de fenal (36 - 38%) con 2 partes de agua. 

7· Acido clorhídrico 0.1 N 

8.5 ml de ácido en 1 litro de agua. 

8. Acido clorhídrico 0.01 N 

0.85 ml de ácido en 1 litro de agua. 

9. Soluci6n amortiguadora de fosfatos pH 8 

A) Fosfato de potasio monobásico •••••••••••••••••••••• 9.078 g 

Agua destilada •••••••••••••••••••••••••••••••••••• 1000 ml 

B) Fosfato de sodio dibásico ••••••••••••••••••••••••• 11.87 g 

Agua destilada •••••..•••••••••..•.•••••••••••••••• 1000 ml 

Disolver perfectamente cada uno por separado. Mezclar: 

31.l ml de soluci6n A con 96.9 ml de solución B. 

10. Alcohol etílico 

11. co2 s61ido ( hielo seco) 

13. Soluci6n fenolada al 5~ 
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13. Agar micro-in6culo • (Difco 0320-02) 

Proteas~-p~ptona No 3 Difco •••.•.••••••••••••....••. 5 g 

Extracto de levadura •••••••••.••••.••.•••••••••.•••••. 20 g 

Dextrosa ••••.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 2 g 

Complejo desorbitan r:;or..oleato ......................... 0.1 g 

Agar ......................................................... . 15 g 

Agua • • • • • • • • • • • • • • • .. ... • • • • • • • • .. .. • • • • • • • • • • • • • ••••••••• • 1 O O O ml 

Se mezclan los ingredientes en el agua y se calienta has

ta disolver el agar. 

Esterilizar a 12lºC durante 15 minutos. 

l~. Caldo dextrosa- sabouraud. 

Dextrosa ............................................ ., .......... 40 g 

Peptona .................................................... 10 g 

Agua destilada •.•••••••••••••••••.•..•..••••••••••.••.• 1000 ml 

Esterilizar a 12lºC durante 10 minutos. 

15. Base de caldo pdrpura de bromocresol. 

Peptona gelizada ••••• - ••.••••••••••••..•••••••••••••.•• 10 g 

Cloruro de sodio ••••••••••••••••.••..••••••••••••••.••• 5 g 

Púrpura de bromocresol ••••••••••••..••.•••••••••••••.•• 0.02 g 

Agua destilada ••••••••••••.••••••••••••••••••.•.••••••• 1000 ml 

pH final 6.8 

Se utilizar6n los siguientes az6cares al 10%; amigdalina, 

arabinosa, celobiosa, ~::'.""Jctosa, galactosa, glucosa, lactosa, 

maltosa, manito!, ~ancsa, melezitosa, melibiosa, rafinosa , 
rhamnosa, ribosa, salicina, sorbitol, sacarosa, trehalosa, 

xylosa y csculina. Se agrega l ~l de la solución de cada azd 

car al tubo corresFo~diente con 9 ml de base púrpura (1:10). 

Se esteriliza a 121ºC durante 15 ~inutos. 

Peptona trypticusa ••.•.....•.•.••...•.••.••••.•.•••••... 17.5 g 

Pcptonw fitona ···················~···················· 2.5 g 
Cloruro de sodio •••••••••••••••••••••••••••••••••••••.••• 2.5 g 

L-cisti~n •..•.•••••.•••••••••.••...•••••.••••.•.••••.• o.40g g 
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Dextrosa •••••••.•••••••••••••••••••••••••••••••••• 1 O g 
Agar .................... - ............. - ............. . 15 g 

Tioglicolato de sodio ............................... 2 g 

Sulfoxilato de forrnaldeh!do sódico .•. , ..........•.. 1 g 

Azul de metileno .............................. ~ .... :.002 g 

Agua destilada ••••••••••••••••••••••••••••••••• 1000 rol 

pH final + 1 

Esterilizar a 121° e dura""llte 15 minut:;;s. 

17. SIM 

Peptona de caseína ·····~···········-·············20 g 
Peptona de carne ••••••••••••.••••••••••••••••••• 6. 6 g 

Citrato de amonio e hierro ••.•.••••••••••••••••• 0.2 g 

Tiosulf ato de sodio .................................... ·ü.2 g 

Agar ................................................. 3 .. 0 g 

Agua destilada •••••••••••• _ ............ I 00.0 rol 
pH final 7.3 ± 0.1 

Esterilizar a 121° e durante 15 minutos •• 

18. Agar almid6n. 

Peptona ••••••••••'l':t•CG••-•••••••••••••••••••••••••5 g 

Extracto de carne ·······~·························3 g 
Cloruro de sodio •••••••••••••••••••••••••••••••••• 5 g 

Almid6n ......................................... " .......... 20 g 

Agua destilada .. · · ....... ~ ....................... ! J:~O ml 

pH final 6,9 

Disolver el almidori en 4001 ::11 de> agua c:ils.1ta:ndc. ;; el resto de 

los componentes,. en los otr~s 600 m! ca!entalll ', ~z:3 vez disue:r. 
to todo, mezclar las 2 partes. 
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l 9. 

20. 

21. 

22. 

Gelatina nutritiva. 

Peptona qelizada . ......................................... 5,g 

Extracto de carne ......••.••..... • .•....•.•..•• 3 g 

Gelatina .............. · .......... - ................ , ........... . 12:n g 

Agua destilada • • • • • • • . . • . • • • • • • • • • • . • • . • • • • • • • • . lQQ:TIJ n1l 

pH final 6.9 

Se mezclan los componentes y se calienta hasta disolver 

el agar. 

Esterilizar a l21°C durante 15 5inutos. 

Caldo nutritivo 

Peptona gelizada ••••••••••••••••••.•.••• - • - •••••••••••• 5 g 

Extracto de carne ·····························~·······-3 g 
Agua destilada ............................................ l@G!3 ml 

pH final 6.9 

Esterilizar a 121°C durante 15 ~inutos. 

Medio I para la determinación de antibi6tico. 

Peptona •......• - ............................................ 6 g 

Digerido pancréatico de caseína ·---·······~·········---4 g 

Extracto de levadura ............................................. 3 g 

Extracto de carne ............................................. 1.5 g 

Dextrosa .•••••••••••••••••••••••• •••••••••••••••••••• 1.0 g 

Agar .................................. . - --.-• .. .. " ........... * ••••••• ~~ g 

Agua destilada ••••••••••••••••••• 1C2t rnl 
pH final 6.55± 0.05 

Se mezclan los co~ponentcs y ~G calienta hasta disolver 

el agar. 

Esterilizar a 121ºC durante 15 ~ínutos. 

Medio 3 para 1~ determinaci6n de antibi6ticos. 

Peptona ................. ,, ...... . .......................... • ••••• - ::i g 

Extracto de lev.:::curo. •••••••• " -..... 191:..L.. .. :J g 

"' -
································~··-~ .. :) g 

De,.:trcsn 111••••···············-·••M•O:•••••••••it••ll•W••·llt-•-" g 



Cloruro de sodio .••••••••••.•.••••••.••.••••••••••••. 3.5 g 

Fosfato de potasio dibásico •••.•••••..••••••••••.••• 3.68 g 

Fosfato de potasio monobásico ••••••...•..••••••••••• 1.32 g 

pH final 1.0 ~ 0.05 

Esterilizar a 121ºC durante 15 minu~os. 

23. Leche estéril al 10% 

Leche descremada Difco (grado bacteriol6gico} •••••••.•. 10 g 

Agua destilada .................... .., ............ G ........... 90 nl 

Se mezcla perfectamente la leche en polvo, en el agua. 

Esterilizar a llOºC durante 10 minutos. 

24. Caldo para Lactobacilli AOAC {Difco 0900-15) 

Leche peptonizada •••••••••••••••••••••••••••.••• , •••.•• , •• 15 g 

Extracto de levadura ••••••.•••••••••••.••••••••••••••• 5 g 

Dextrosa ................ ,.. ........................... ,. - ....... . 10 g 

Jugo de tomate ............................................... 5 g 

Fosfato de potasio monobásico •••.•••••••••••••• - ••••••• 2-g 

Tween 8 O • • • • • • • • • • • • • • • • • • .. • • • • • • • • • • • • • • • .. • •• ., • • • • .. • .. • 1 g 

Agua destilada ••.••.••••••••••••••••••.•••••••••••.• 1000 rnl 

Esterilizar a 121ºC durante 15 minutos. 

25. Caldo para in6c~lo de Vitamina B12 íDifco 0542-25). 

Jugo de tomate ................... , ......................... • 100 r.".!l 

Peptona proteasa .•••.•••.....•..•.•.•...••..•••••••••. 7.5 a 

Extracto de levadura ························•·e•••·•·7.S g 

Dextrosa •••••• , ......................................... • 1 O g 

Complejo sorbitan monoleato •••.••••••••.••••••••••.•• 0.1 g 

Fosfato de potasio monobásico ••.•••••••••••••••• ª •••••• 2 g 

Agua destilada ....... , ................................... . 1000 wl 

Esterilizar a 12lºC durante 15 minutos. 

26. Medio para conservaci6n (Difco 09CO:i-15-4) 

Leche peptonizada •••••••••.••••••••••••••••••••••••••• 15 g 
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..,_ 
...... . \f -· .. 

Extracto de levadura 

Dextrc,sa 

Jugo de tomate (100 ml} 

Fosfato de potasio monobásico 

Tween 80 

Agar ............ 

•••••• 5 g 

••••• 10 g 

....... 5 g 

•••• 2 g 

.... . 1 g 

..•.•. . 10 g 

Agua destilada ..... -................... . • •••• l!'IOO ml 

Se mezclan los componentes y se calienta para disolverlos. 

Esterilizar a l2lºC durante 15 minutos. 

Medio basal para Pantotenato de Calcio 

Casamino ácidos libres de vitaminas 

Dextrosa 

Acetato de sodio ...... 

(Difco 0604-15) 

• •• 10 g 

••• 40 g 

•••••• 20 g 

L-cist.ina •• it • •· ............... . ..0.4 g 

..0.2 g 

••• 20 m.g 
.•• 20 mg 

... -.... DL-triptofano 

Sulfa~o de adenlna . .. . . . . . . . ...... 
Clorhidrato C:e guani.>a 

Uracilo .. .,. ...... •••••••••••• 20 mg 

Clorhidrato de tiamina 

Riboflavina ............... 
Niacü~a 

Piridoxina 
=-·~····---············ 

. ., ...... -..... 
Acido p-aminobenzoico 

• ••••••• 200 µg 

••• 400 _,.t:tg 

. .• 1 r:rg 

••• 81l}IJ _pg 

.................... 200 ,¡t.t.g 

Biotina ................................................... .... o. 8 ¿¡g 
Fosfato de potasio r.:onobásico " g .. .. . . .. . .. -......... .. D ... ~ 

Fosfato de potasio dibásico . . . . . . ...... ... . 1 g 

Sulfato de magnesio ... . ...... .0.4 g 

CloruriC' de sodio ........ . ...... ••••• 2[) 'r"'""' _ ... ~ 
Sulfate ferroso •••• 20 r.:~ 

Sulfab::- de manganeso ...... 20 

Agua destilada ............................. lit ••••••• r:l 
Esteri:~zar a 121ºC durante 10 ~inutos 
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28. 

29. 

Medio basal para Vitamina 

Casa.mino ácidos libres de 

Dextrosa 

{Di feo 0457-15) • 

Acetato de sodio 

Asparagina 

Acido asc6rbico 

L-cistina 

DL-triptof ano 

Sulfato de adenina 

Clorhidrato de guanina 

Uracilo 

Xantina 

Riboflavina ....... 
Clorhidrato de tiamina 

Biotina 

Niacina 

vitaminas 

.......... ~ ...... 

. •••• 15 g 

••••• 40 g 

•••• 20 g 

•••• 0.2 g 

•••.••• 4 g 

••••• 0.4 g 

.o.4 g 

•• 20 mg 

•••••• 20 mg 

•••••••••• 20 mg 

•• 20 mg 

.••• 1 mg 

. .•. 1 rng 

••••••• 10,µg 

• .2 mg 

Acido p-aminobenzoico 

Pantotenato de calcio 

... -- ...... . •• 2 mg 

mg 

mg Clorhidrato de piridoxina 

piridoxal Clorhidrato 

Clorhidrato 

A e ido f6lico 

de 

de piridoxarnina 

.1 

................. 4 

.. .,. .... ••• 4 rng 

• 800 l'g 
.200 l'-g 

Fosfato de potasio monob~sico . . . . . . . . ........ ••.•••• -1 g 

Fosfato de potasio dibásico 

sulfato de magnesio 

Cloruro de sodio 

sulfato ferroso 

Sulfato de manganeso 

Complejo sorbitan monoleato 

Agua destilada 

......... 
.......... . . . . . . .. . . 
................... 

Esterilizar a 12lºC durante 5 minutos. 

••••••••• 1 g 

• •• * •• .0.4 g 

•• 20 mg 

• •••• 20 mg 

••••.•• 20 mg 

.......... 2 g 

••••• 1000 ml 

Medio basal para Acido nicotínico (Difco 0322-15). 

casa."':lino ácidos libres de vitaminas • •••• 12 g 
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30. 

Dextrosa 

Acetato de sodio 

L-cistina 

DL-triptofa.."10 

Sulfato de adenina 

Clorhidrato de guanina 

Uracilo ......... ,.. ......... . 
Clorhidrato de tiamina 

Pantotenato de calcio 

Clorhidrato de piridoxina 

Riboflavina 

Acido p-aminobenzoico 

Biotina 

........... 

Fosfato de potasio monobásico 

Fosfato 

Sulfato 

de 

de 

potasio dibásico 

magnesio .................. ,. ....... . 
Cloruro de sodio 

Sulfato ferroso 

..................... ,. ..... ,. 
................... -...... . 

sulfato de manganeso it • • • • • .. •a • ·• • • • 

Agua destilada ...... -........................ . 
Esterilizar a 12lºC durante 10 minutos. 

Medio basal para Lisina (Difco-0422}. 

...... 40 g 

...... ....... 20 g 

...... .••••• 0.4 g 

• • • • • "'o. 2 g 

"' ....... 20 mg 

......... ••••••• 20 mg 

.. • • .. • • • • • • • • • • 20 mg 

• ••••••• 200 14g 

• ••••••• 200,l(g 

••• 400 ¿.tg 

••• 400 pg 

....••....•••• 100.l"g 

~ ..... ••••• 0 .. 8;.tg 

..1 g 

.l g 

g .•.•.•..• 0.4 

• ••.•• 20 mg 

. ........... • ••••• 20 mg 

...... • • • • • • 20 mg 

•••• 1000 ml 

Dextrosa . . . . . . . . . ................ , •••• 50 g 

Acetato de sodio 

Cloruro de &~onio 

DL-alanina 

Clorhidrato de L-arginina 

Asparagina 

Acido L-as~~rtico 

L-cistina 

Acido L-glutamico 

Glicina ... 
Clorhidrato de L-histidina 

DL-fenila.Jla:::ina 

• .40 g 

••• 6 g 

.. .- ..... o. 4 g 

••••• 0.484 g 

•• 0.8 g 

••• 0.2 g 

••• O.l g 

... -... ••• 0.6 g 

. ..... ••• 0.2 g 

•• o .124 g 

..... o. 2 g 
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31. 

L-prolina 

DL-serina 

................ -- ............. -.. . 

DL-treonina 

DL-triptof ano 

L-tirosina 

DL-valina 

DL- leucina 

DL- isoleucina 

DL- metionina 

.... 

......... o. 2 g 

.0.1 g 

•...... o. 4 

···ªº 
..••.. 0.2 

......... o. 5 

•••• 0.5 

.... 0.5 

.0.2 

g 

mg 

g 

g 

g 

g 

g 

Sulfato de adenina 

Clorhidrato de guanina 

......................... 20 mg 

Uracilo 

Xantina 

Clorhidrato de tiamina 

Clorhidrato de piridoxina 

Clorhidrato de piridoxamina 

Clorhidrato de piridoxal 

Pantotenato 

Riboflavina 

de calcio 

•• JO. - • ¡,, •• 

•• 20 mg 

•• 20 

•• 20 

. . . . . . . 1 

mg 

mg 

mg 

..•.•.. 2 mg 

••••• 600 pg 
• 600 _µg 

... . 1 

........... . 1 

mg 

mg 

Acido nicot.ínico ...................... -.... .•••. 2 mg 

Acido p-aminobenzoico 

Biotina ......................... 
Acido f6lico 

Fosfato de potasio monobásico 

Fosfato 

Sulfato 

de potasio 

de magnesio 

di~SÍCO 

•••••• 200 ,µg 
•••••••• 2 .,.ag 
••••••• 20 ,t'g 

••••• 1.2 g 

........ . 1.2 g 

•••••••• 0.4 g 

. . . . . . . . .. . . .. ........... . •••••• 20 ,..«g Sulfato ferroso 

Sulfato de manganeso 

Cloruro de sodio 

............ " . -- .. -........ . .40..Mg 

Agua destilada ...................................... 
Esterilizar a 12lºC durante 10 minutos. 

Medio basal para Acido F6lico (Difco 

Casamino ácidos libres de vitamina 

Dextrosa 

Citrato d~ sodin 

0318-15}. 

... •· ....... . 

.20,r<g 

•••• 1000 ml 

•• 12 g 

•• 40 g 

•• 20 g 
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32. 

33. 

L-cistina ..... ~ ................. , ...................... . ••••• 0.2 g 

••••. 0.2 g DL-triptofano 

Sulfato de adenina 

Clorhidrato de guanina 

Uracilo 
Clorhidrato de tiamina 

Clorhidrato de piridoxina 

Riboflavina 

Niacina 

Acido p-amínobenzoico 

Biotina 

Pantotenato de calcio 

Fosfato de potasio monobásico 

Fosfato de potasio dibásico 

Sulfato de magnesio 
Cloruro de sodio 

Sulfato ferroso 

Sulfato de manganeso 

Agua destilada 

Esterilizar a 12lºC durante 10 minutos. 

........ 20 rug 

••••• 20 r.:g 

••••• 20 r::~ 

.................. 2 r:.g 

••••••••••••••••• 4 z:::g 

•• 2 :rng 

••••• 200 _p.g 

••••• 0.8,.µ:g 

•••••••••• 400 ¿zg 

....... 

... . 1 .g 

.... 1 g 

••••• 0.4 g 

•••••• 20 mg 

...... • 20 

"" ••.••• 20 

••••• 1000 

mg 

mg 

ml. 

Medio 2 para la determinaci6n de antibi6ticos. 

Peptona 

Extracto de levadura 

Extracto de carne 

Agar 

...... ,. .............. . 
. •.•. 6 g 

••••• 3 g 

.1.5 9" 

•• 15 cr 

Agua destilada ••••••••••.•••••••••••••.••••••••••••••• 1000 m: 
Se mezclan los ingredientes y se calienta para disolver el 

agar.Después de esterilizar a 121ºC durante 15 ~inutos, aju~ 

tar pH 

Medio 11 

Peptona 

5.8 - 6. 

.................................... 
Digerido pancr~atico de caseína 

••• 6 g 

••• 4 e 
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Extracto levadura 

Extracto de carne 

................•........•....••... ..... 3 g 

........................................ .. 1. 5 g 

nextrosa • - ................................................ . 1. o g 

Agar ........................................ ~ .................... . 15 g 

Agua destilada 

:;;H final 8.3 

..... " ..... - ............................... . 1000 

Se mezclan los ingredientes y se calientan para disolver el 

agar.Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. 

34. Solución extractiva acuosa. 

Fosfato de sodio dibásico •••••••••.••••.••••.•••••••• 12.9 g 

Acido cítrico anhidro 

Metabisulfito de sodio 

.................................... 11 g 

........ - ............................ . 10 g 

Agua destilada ........................................... 1000 ml 

se mezclan todos los componentes hasta una completa disolución 
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4.2 MM'ERIAL y B;lUJID 

Pipetas "IK>luretricas de 10 ml 

Pipetas volunétricas de 2 ml 

Pipetas vol~tricas de 3 ml 

Pipetas voluretricas de 5 ml 

Pipetas volmétricas de 6 ml 

Pipetas graduadas de 10 ml 

Pipetas graduadas de 5 ml 

Pipetas gra&mas de 1 ml 

Pipetas Pastear 

Vasos de precipitados de 50 m1 

Vasos de precipitados de 100 ml 

Matraces Erlemie:yer de 100 ml 

Matraces volunétrioos de 10 ml 

Matraces volm-étricos de 50 ml 

Matraces volm-étrioos de 100 ml 

Matraces '\JUluretrioos de 500 ml 

Matraces voluretrioos de 1000 ml 

Arrpolletas F.rJ:BX 

Cili.txlros netfilioos 

cajas de Petri. 

Tul:x:>s de c-.lltivo de 12 por 75 

Tul::os de cultivo de 13 p:>r 100 

Tul::os de cultivo de tap:5n de rosca de 12 por 75 

Tul::os de cultivo de tap6n de rosca de 13 por 100 

Algod6n 

Gasa 

Pinzas 

Gradillas 

Frasoos para la liofilizaci::ra 

Asa de sia:-:.:ra 

Mechero 

Tri pie 

~ 
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Centrífuga 

Liofilizadora 

Incubadora 

Baño de agua a temperatura constante 

Espectrofot6metro 

Colorímetro 

Microscopio 

Autoclave 

Lampara de U.V. 

Soplete 

Campana de flujo laminar 

Horno 

Balanza analítica 

Balanza granataria 

Licuadora 

Horno 
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METODO MICROBIOLOGICO PARA LA DETERMINACION DEL 

PANTOTENATO DE CALCIO 

MICROORGANISMO: 

Lactobacillus plantarum ATCC 8014 

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO. 
l. Los cultivos de conservación "stock" se preparan resembrándose 

cada semana por picadura en el medio de conservaci6n (#25). 

2. Se incuban a 37ºC por 24 horas y se almacenan en·refrigeraci6n. 

PREPARACION DEL INOCULO. 

l. El inóculo para las determinaciones se o.repara a partir de un 

cultivo "stock", en tubos con 10 ml de caldo AOAC para Lactobaci

lli 024). 

2. Se incuba a 37ºC por 24 horas. 

3. Se centrífuga a 2000 rpm durante 5 minutos y se decanta. 

4. Se resuspenden las células en 10 ml de solución salina isot6-

nica estéril y se centrifugan nuevamente en las mismas condicio-

nes. 

5. Se resuspenden las células en 10 ml de soluci6n salina isot6-

nica estéril y se transfieren 0.5 ml a 9.5 rol de solución salina 

isot6nica estéril {1/20). Se usa una gota de esta suspenci6n pa

ra inocular cada tubo de ensayo. 

PREPARACION DE MUESTRAS. 

Cápsulas y Tabletas. Se pone la muestra con una alícuota de agua 

destilada para llevarla a una concentraci6n de 10,.rtg de Pantote
nato de Calcio por ml y se agita en licuadora durante 5 minutos. 

PREPARACION DEL ESTANDAR. 

l. Se pesa el equivalente a 50 mg de éstandar de Pantotenato de 

Calcio y se diluye con agua a 500 ml. Esta solución 11 stock" con

tiene 100 microgramos de Pantotenato de Calcio por ral. La solu -

ci6n "stock" debe protegerse de la luz y almacenars8 cm refrige

raci6n. No se debe usar despu€s de 30 días. 
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2. :?ara cada ensayo se diluye la soluci6n .. stock11 con agua desti

lada, tomando 5 ml y llevándc!cs a 500 ml de aforo; de esta solu

cien se toman 10 ml y se llevan a 100 rol de aforo. Esto da como 

resultado una concentraci6n de 0.10,,ug/ml de Pantotenato de Calcio. 

3. Se hacen series de tubos ~or duplicado del ástandar y las mues

tras. 

Tubos ástandar Sol. ~standar Conc. de ~standar 

(ml) ~g/tilbo) 

1 2 o.o 0.00 

3 4 0.1 0.01 

5 6 0.2 0.02 
7 8 0.4 0.04 

9 - 10 0.6 0.06 

11 - 12 o.a 0.08 

13 - 14 1.0 0.10 

15 16 1.2 0.12 

17 - 18 1.5 0.15 

19 - 20 2.0 0.20 

Tubo muestra Muestra Conc. de Paca 

(ml) ~g/tubo) 

1 2 0.2 0.02 
3 4 0.5 o.os 
5 6 1.0 0.10 
7 8 1.5 ~.15 

9 - 10 2.0 0.20 

4. Se ajusta el volumen de cada tubo a 5 ml de agua y se adicionan 

5 ml <de nedio1 basal U 27 }' a cada uno de los tubos. 

5. Se tapan los tubos con algcd6n y gasa. 

6. Se esterilizan a 121°C durante 10 minutos. Se enfrian rápida -

mente hasta temperatura ambie~te. 

7. Se :.:-:.:cculan los tubos asépti·::-a:::ente con una gota del i::~culo, 

y se a;-=..tan vigorosanente tc:!e:s les tubos para que se dis¡;:-e:!'se el 

in6culo. 

8. Se i:cuba a 37°C ~or 18 horas. 



9. Se nantiene en refrigeraci6n 2- 8°C por 15- 20 minutos. 

10. Se preparan seis tubos conocidos como blancos. Consisten en 

5 ml de agua destilada y 5 ml de medio basal (f27 ). 

se tratan igual que los tubos del éstandar y r:::uestras. Se usan 

para ajustar el colorímetro o espectrofot~metro. No se inoculan. 

LECTURA DE RESULTADOS 

Se agitan los tubos uniformemente. Se ajusta el aparato a un 100% 

de transmitancia usando el blanco no inoculado. 

Se usa un filtro 640 para el colorímetro o una longitud de onda 

de 640 ~ para el espectrofot6metro. 

CALCULOS 

Se determina el contenido de cada tubo probleoa en comparaci6n con 

las lecturas turbidimétricas de la curva éstandar. 
Se hace una gráfica con los datos de los tubos de la curva éstandar 

% de transmitancia vs. microgramos de Paca. En esta curva se inter

pola para determinar el contenido de PaCa en la muestra problema. 

FORMULA 

mg/ml te6ricos -----... 100% 

mg/ml prácticos ------ X % 

Valor Te6rico -------.-en % 

--------% obtenie::· 
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METODO MICROBIOLOGICO PARA LA DETERMINACION DE 

VITAMINA B12 

MICROORGANISMO 

Lactobacillus leichmannii ATCC 7831:} 

.CONSERVACION DEL MICROORGA..~ISMO • 

. l. Los cultivos de conservaci6n ("stock") se prepar3.n resembrándo

se cada semana por picadura en el medio para conser7aci6n (#26 ) • 

2. Se incuban a 37°C por 24 horas y se almacenan en refrigeraci6n. 

PREPARACION DEL INOCULO 

l. El in6culo para las determinaciones se prepara a partir de un 

cultivo 11 stock", en tubos con 10 ml de caldo para ir..óculo de Vita 

mina B12 U 25 ) • 

2. Se incuba a 37ºC por 8 horas. 

3. Se centrífuga a 2000 rpm durante 5 minutos y se decanta. 

4. Se resuspenden las células en 10 ml de soluci6n salina isot6ni 

ca estéril y se centrifugan nuevamente en las mismas condiciones. 

5. Se resuspenden las células lavadas con la misma s~luci6n salina 

estéril hasta llegar a una transmitancia de 80 a 90%. 

PREPARACION DE MUESTRAS 

Líquidos. Para cada mililitro de muestra usada adicionar 25 ml de 

la solución extractiva acuosa (f 34) preparada recientemente. Se 

pone la muestra con una alícuota de agua destilada ?ara llevarla 

a una concentración de 0.00004,µg/ml y se agita durante 5 minutos. 

Polvos, cápsulas y tabletas. Para cada gramo, adicionar 25 ml de 

la soluci6n extractiva acuosa preparada recientemente (# 34). Se 

pone la muestra con una alícuota de agua destilada para llevarla 

a una concentración de 0.00004;"g/ml y se agita durante 5 minutos 

en licuadora. Se esteriliza a 12lºC durante 3 minutes y se filtra 

si es necesario. 

PREPARACION DEL ESTANDAR 

1. Se pesa el equivalente a 11.54,,.Ug de éstandar dG CianocobaléU':"Ji
na y se transfiere a un matraz volum~tricc.:;¡ de 10 ml, se diluye c:::i::: 

etanol al 25% hasta la marca. La soluci6n "stock" de~~ proteqerse 
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de la luz y almacenarse en refrigeraci6n. No se debe usar después 

de 30 días • 

.2. Para cada ensayo se diluye la soluci6n "stock" con agua desti

lada, tomando 2 ml y llevándolos a 250 ml de aforo; de esta solu

ción se toman S ml y se llevan a 100 ml de aforo, de esta soluci6n 

se toman 2 ml y se llevan a 200 ml de aforo. Esto da como resulta

do una concentraci6n de 0.00004,µg/ml de Cianocobalamina. 

3. Se hacen series de tubos por duplicado del éstandar y las mues-

tras. 

Tubos éstandar Sol. éstandar Conc. de éstandar 

(ml) ( _.Pg/tubo) 

1 - 2 o.o 0.00000 

3 - 4 0.5 0.00002 

5 - 6 1.0 0.00004 

7 - a 1.5 0.00006 

9 - 10 2.0 0.00008 

11 - 12 2.5 0.00010 

13 - 14 3 .. 0 0.00012 

15 - 16 3.5 0.00014 

17 - 18 4.0 0.00016 

19 - 20 4.5 0.00018 

21 - 22 5.0 0.00020 

Tubos muestra muestra Conc. de B12 
(ml) Cpg/tubo) 

1 - 2 LO 0.00004 

3 - 4 2.0 0.00008 

5 - 6 2.5 0.00010 

7 - B 3.0 O. OOl!H2 

9 - 10 4.0 O. OtHJ16 

4. Se ajusta el volur::en do cada tubo a 5 ml de agua y se a·::l.icionan 

S ml de rr.edio basal ( ~28) a cada uno de los tubos. 
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5. Se tapan los tubos con algod6n y gasa. 

6. Se esterilizan a 12lºC durante 5 minutos. Se enfrian rápida

mente hasta temperatura ambienteª 

7. Se inc~ulan los tubos as~pticar::ente con una gota del in6culo, 

y se agitan vigorosar:.ente todos los tubos para que que se disper

se el in6c-ulo. 

8. Se incuban a 37°C por 18 horas. 

9. Se mantienen en refrigeración por 15 - 20 minutos. 

10. Se preparan seis tubos conocidos corno blancos. Consisten en 

5 ml dear.;a destilada y 5 ml de ~edio basal (f28}.Se tratan igual 

que los tubos del ~standar y muestras. Se utilizan para ajustar el 

colorímetro o espectrofot6metro. No se inoculan. 

LECTURA DE RESULTADOS 

Se agitan los tubos uniformente. Se ajusta el aparato a un 100% T 

usando el blanco no inoculado, con un filtro 640 para el coloríme

tro 6 a una longitud de onda 640 nm para el espectrofot6metro. 

CALCULOS 

Se determina el contenido de cada· tubo problema por cornparaci6n con 

las lecturas turbidi.m~tricas de la curva ~standar, para lo cual se 

hace una gráfica con los datos obtenidos de los tubos de la curva 

ástandar; %T contra ~icrogramos de Vitamina Bli 
En esta curva se interFola para determinar el contenido de Vitami

na B12 en la muestra problema. 

FORMULA 

mg/ml te6ricos 

mg/ml prácticos 

---100% 

X% 

Valor te6rico ---....~er.. % 

X ----. .... % obtenido 
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METODO MICROBIOLOGICO PARA LA DETER.~NACION DEL 

ACIDO NICOTINICO 

MI CROORGA..~ISMO. 

Lactobacillus plantarum ATCC 8014 

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO. 

l. Los cultivos de conservación ("stock") se preparan resembran

dose cada semana por picadura en el medio de conservaci6n (#26 ). 

2. Se incuban a 37é por 24 horas y se almacena en refrigeración. 

PREPARACION DEL INOCULO. 

l. El inóculo para las determinaciones se prepara a partir de un 

cultivo "stock", en tubos con 10 ml de caldo P...OAC para Lactobacilli 

( * 24 ) • 

2. Se incuba a 37°C por 24 horas 

3. Se centrífuga a 2000 rpm durante 5 minutos y se decanta. 

4. Se resuspenden las células en 10 ml de solución salina isotó

nica estéril y se centrifugan nuevamente en las mismas condiciones. 

5. Se r9suspenden las células en 10 ml de solución salina isótoni

ca estéril (1/20}. Se usa una gota de esta suspensión para inocular 

cada tubo de ensayo. 

PREPARACION DE MUESTRAS. 

Cápsulas y tabletas. Se pone la muestra con una alícuota de agua 

destilada para llevarla a una concentración de O. l14g/ml de ácido ni 

cotínico y se agita en licuadora durante 5 minutos. 

PREPARACION DEL ESTA..~DAR. 

l. Se pesa el equivalente de O • 1 g de éstandar de Niacina y se dil!:!, 

ye con agua a 1000 ml • Esta soluci6n "stock" contiene 100 raicrogra

mos de Acido nicotínico por ml • La solución "stock" debe protegerse 

de la luz y almacenarse en refrigeraci6n. No se debe usar después de 

30 días. 

2. Para cada ensayo se diluye la solución "sto::::k" con agua destila

da, tomando 1 ml y llevándolos a 1000 ml de afcro. 
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Esto da como resultado una concentración de 0.1;.tg/ml de Acido 

Nicotínico. 

3. Se hacen series de tubos por duplicado del éstandar y las mues 
tras problemas. 

Tlióos éstandar 

1 - 2 
3 - 4 

5 - 6 

7 - 8 

9 - 10 

11 - 12 
13 - 14 

Tubos muestras 

1 - 2 
3 - 4 

5 6 

7 - 8 

Sol. éstandar 

(ml) 

o.o 
fJ 

o .5 

1.0 

2.0 

3.0 

4.0 
5.0 

muestra 

{ml) 

1.0 

2.0 

3.0 

5.0 

Cene. de éstandar 

e ;t-g/tubo) 
o.o 
0.05 

0.1 

0.2 

0.3 

0.4 
o.s 

Cene. de Ac. Nicotínico 

{)'g/tubo) 

0.1 

0.2 

0.3 
0.5 

4. Se ajusta el volumen de cada tubo a 5 ml de agua y se adiciona 

5 ml del medio basal (#29} a cada uno de los tubos. 

5. Se tapan los tubos con algod6n y gasa. 

6. Se esteriliza~ a 12lºC durante 10 minutos. Se enfrian r~pida~e~ 

te hasta temperatura ambiente. 

7. Se inoculan asépticar:cente con una gota del inóculo, y se agitan 

vigorosamente todos los tubos para que se disperse el inóculo. 

8. Se incuban a 37ºC por 18 horas. 

9. Se mantienen en refrigeración 2-SºC por l~ minutos. 

10. Se preparan seis tubcs conocidos como blancos. Consisten en 5 ml 
de agu~ destilada y 5 ml ce medio basal (#29 ). Se tratan igual que les 

tubos del éstandar y muestras. Se usan para ajustar el colorímetro 6 
ese-eetrofotómetro. No se inoculan. 
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LECTORA DE RESULTADOS. 

Se agitan los tubos uniformente. Se ajusta el aparato a u.n 100% 

de transmitancia usando el blanco no inoculado. Se emplea un fil

tro 640 para el colorímetro o una longitud de onda 640 a~ para el 

espectrofotómetro. 

CALCULOS. 

Se determina el contenido de cada tubo problema por comparación 

con las lecturas turbidimétricas de la curva éstandar. 

Se hace una gráfica con los datos de los tubos de la curva éstandar: 

% de transmitancia contra microgramos de Acido Nicotínico. E~ esta 

curva se interpola para determinar el canten.ido de Acido Nicotínicc 

en la muestra problema. 

FOR."!ULA mg/ml teóricos 100% 

mg/ml prácticos ---- X% 

Valor teórico 

X 

en% 

~~--% obtenido 
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UETODO MICROBIOLOGJCCO PARA LA DETERMINACION DE 

ACIDO FOLICO 

MICROORGANISMO: 

Streptococcus faecalis ATCC 8043 

CONSERVACION DEL MICROORGANIS~O • 

. l. Los cultivos de conservaci6n ("stock") se preparan ?:"esembrán

dose cada por picadura en el cedio para conservaci6n (#2e. 

2. Se incuban a 37ºC por 24 horas y se almacenan en refrigeraci6n. 

PREPARACION DEL INOCULO. 

l. El in6culo para las deterFt.inaciones se prepara a partir de un 

cultivo "stock", en tubos con 10 ml de caldo AOAC para Lactobacilli 

( f 241 •• 

2. Se incuban a 37ºC por 8 horas. 

3. Se centrífuga a 3000 rpm durante 5 minutos y se decanta. 

4. Se resuspenden las células en 10 ml de soluci6n salina is6to

nica estéril y se centrifugan nuevamente en las mismas condiciones. 

5. Se resuspenden las células lavadas con la misma solución sali

na estéril hasta llevar a una transmitancia de 80 - 90%. 

PREPARACION DE MUESTRAS. 

Para c~psulas, tabletas, y polvos que contienen materiales duros de 

disolver , se pone la muestra con 500 ml de fosfato de potasio al 

3.3% y se agita por s· minutos en licuadora. 

Se lleva a una concentraci6n de O.OOl¿tg de ácido f6lico por rnl. 

PREPARACION DEL ESTANDAR. 

l. Se pesa el equivalente a 108 mg de éstandar de Acido F6lico y 

se transfiere a un matraz vclunétrico de un litro. Se adiciona 10~ 

ml de 0.01 N de NaOH y se disuelve; se agreqan 200 ~1 ce etanol al 

20% y se diluye hasta la marca con agua destilada. La solución "st::::k" 

debe protegerse de la luz y almacenarse en refrigeraci6n. No se de-

be usar despu~s de 60 días. 

2. Para cada ensayo se diluye la soluci6n "stock" con agua desti

lada, tornando 5 ~1 y llevár.:!olos a 500 :el de aforo; de esta solucic!':-
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se ~~man 10 ml y se llevan a 100 ml de aforo, de esta soluci6n se 

tor::;.::J. 5 ml y se JLlevan a 500 ~l de aforo. Esto da como resultado 

una =oncentraci6~ de O.OOljlgfml de Acido F6lico. 

3. Se hacen series de tubos por duplic:do del éstandar y las mues 

tras. 

Tuccs éstandar Sol. éstandar Conc. de éstandar 

(ml) ( ,Pg/tubo) 

.J. - 2 o.o o.ooo 
3 - 4 0.5 o. ocos 
5 - 6 1.0 0.001 

7 8 1.5 0.0015 

9 10 2.0 0.0020 

.11 12 2.5 0.0025 

I!.3 14 3.0 0.003 

15 16 3.5 0.0035 

I..7 18 4.0 0.004 

19 - 20 4.5 0.0045 

21 - 22 5.0 0.005 

Tubos :muestra ?>~uestra Conc. de Acido 

(ml} (_pg/tubo) 

1 2 1.0 0.001 

3 - 4 2.0 0.002 

5 6 2.5 0.0025 

7 - 8 3.0 0.003 

9 10 4.0 0.004 

4. Se ajusta el •-;.,·clumen de ce.da tubo a SD.l de agua destilada y se 

adicicna 5 ml del ~edio basal {#31) a cada uno de los tubos. 

5. Se tapan los t~hos con algcd6n y gasa. 

6. Se esterilizan a 121° e c~~ante 10 ni~utos. Se enfrían r~pída

mente hasta tem~e=atura ambier.te. 

7. Se inoculan los tubos as~?ticamente e.o:: una gota del in6culo, !," 

se .:::Jitan vigorossr::ente todas los tubos pa.rn que se disperse el in~-
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culo. 

B. Se incuban a 37°C por 18 hnras •. 

9. Se mantienen en refrigeraci6n por 15 - 2@ ~inutos. 

10. Se preparan seis tubos con.ccidos como blancos. Consisten en 5 

ml de medio basal (! 31 ) y 5 !'..11 de agua destilada. Se tratan igual 

que los tubos del éstandar y :muestras. Se utilizan para ajustar el 

colorimétro o espectrofot6metro. No se inocula,.~. 

LECTURA DE RESULTADOS. 

Se agitan los tubos uniformente. Se ajusta el aparato a un 100% de 

transmitancia usando el blanco no inoculado,. se emplea un filtro de 

640 para el colorimétro o una longitud de onda 640 nm para el espe~ 

trofot6metro. 

CALCULOS. 

Se determina el contenido de cada tubo proble.'!?:a en comparaci6n con 

las lecturas turbidimétricas de la curva éstandar. Se hace una grá

fica con los datos de la curva éstandar; % de transmitancia contra 

microgramos de Acido F6lico.En esta curva se interpola para determi

nar el contenido de Acido Fc5lico en la muestra problema. 

FORMULA. 

~g/ml te6ricos ---1~0% 

mg/ml prácticos ----X% 

Valor te6rico ----en% 

X ------~ % obtenido 

57 



METODO MICROBIOLOGICO PARA LA DETERMINACION DE 

ERITROMICINA 

.MICROORGANISMO. 

Sarcina lutea ATCC 9341 

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO. 

l. Los cultivos de conservaci6n ("stock") se preparan rese::-.brándo

se cada mes por estría en el medio inc].j,n¡;tdo de conservaci6n ( #21). 

2. Se incuban a 37º e por 24 horas y se almacenan en refrigeración. 

PREPARACION DEL INOCc;LO 

l. El in6culo para las determinaciones se prepara a partir de un 

cultivo "stock~ en tubos inclinados de medio 2 {:#32). 

2. Se incuba a 37° C por 24 horas. 

3. Se recoge el desarrollo con 3 ml de soluci6n salina isot6nica es

teril y se pasa a un tubo preparado con medio 1 de cultivo (f21). 

4. Con ayuda de perlas de vidrio se distribuye el in6culo sobre to

da la superficie. 

5. se incuba por 24 horas a 37° c. 
6. Se lava el crecimiento de la superficie con 50 ml de solución sa

lina isotónica estéril. 

7. Se hace una diluci6n 1:40 para obtener 25% de transmitancia a 

540 nm y se usan 6 ml de la suspensi6n por cada 100 rnl de medie 2 (!3:;;,;; • 

PREPARACION DE MUESTRAS. 

Polvo. Se pone con 40 ~1 do rnetanol y se afora con solución 2:!"'...::Crtigu~ 

dora pH 8 { * 9). Se agita durante 15 minutos, ~ec~nicamente. ~eco

loca el matraz en baño ~ar!a por 2 horas a 60º c. Se enfría a tE~per~ 

tura ambiente. Se lleva hasta obtener una concentraci6n de 20 .~~/nl. ,. -

PREPARACION DEL ESTANDAR. 

l. Se pesa al equivalen:te a 50 mg de €standnr de eritromicinc :: d.i

s:>lvcr en 5C ul de metar.ol para obt:enor una conceli:traci6n de :.e:: /q/;:· ~ • 

.:. Pura cada ensayo se diluye la sclucidn "stc::kn, tomando Ut::3 a:l!
cuc-ca de le ol y se afcrc::a a 100 rnl con soluci6n 3::::::-rt.iouador~ :e::::: 8 



( i 9), para obtener una concentraci6n de lOO~g/ml. 

3. A partir da esta disoluci6n tomar las siguientes alícuotas:l.28 

e:, 1.6 ml, 2.~ ml, 2.5 ml, y 3.12 ml y aforarsada una a 100 ml con 

la soluci6n ~rtiguadora pH 8. La diluci6n de referencia será la de 

2.0 ,/'g/ml. 

PREPARACION DE LAS CAJAS PETRI. 

L Se preparan las cajas el mismo día de su empleo. 

2. Se usan 16 cajas petri para la curva tipo y 4 para cada muestra. 

3. Se colocan 21 ml de medio 2 (# 32) en cada una de las cajas. 

4. Se dejan sclidif icar y secar con las cubiertas ligeramente le-
vantadas. 

5. Se añaden 4 ml de medio Z inoculado a cada una de las cajas, y se 

dejan solidificar. 

6. Se colocan. 6 cilindros de acero inoxidable estéril sobre la su

perficie del :medio, de cada una de las cajas. 

7. Alternadamente se distribuyen las soluciones de la curva tipo 

así como las del problema. 

B. A cada cilindro se le agrega 0.2 ml del éstandar y de la solución 

de ensayo. 

9. Se dej.an incubar por 18 horas a 37° c. 

LECTURAS. 

se miden las zonas de inhibici6n producidas. El diámetro de las zo

nas de inhibici6n indica la cantidad de antibiótico presente. 

CM.CULOS. 

Se promedian los valores de los tamaños de los halos de inhibici6n 

cada uno de las concentraciones del éstandar. Se utilizan las si 
g~ientes fo~las para calcular los puntos Máximos y Mínimos. 

L= 3a + 2 b + e - e 

s 
Valor de los. haL~s de inhi.Ci

cíón nara la me~~r concentra

ci6n. 
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H 3 e + 2d + e a = ~~~-~~~~~~~~ 
5 

Valor de los de inhibi

ci6n oara la mayor con-, - . 

centraci6n. 

a, b, e, d, y e: promedio de los valores de los halos de inhibici6n, 

en nun para cada concentraci6n, del valor más bajo (a) al valor mas 

alto (e) respectivamente. 

FORMULA 
mg/ml 

mg/ml 

te6ricos -----100% 

prácticos X% 

Valor te6rico ---- en % 

X % obtenido. 
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METODO MICROBIOLOGICO PARA LA DEl'ERMINACION DE 

VITAMINA B12 
(DIFUSION) 

-MICROORGANISMO. 
Lactobacillus !~icQ~annii ATCC 7830 

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO. 

l. Los cultivos de conservaci6n (nstock 11
) se preparan resembrándose 

cada semana por picadura en el medio de conservación (! 261-
2. Se incuban a 37° e por 24 horas y se almacena en refrigeración. 

PREPARACION DEL INOCULO. 

l. El inóculo para las determinaciones se prepara a partir de un C"~l 

tivo "stock", en tubos con 10 ml de caldo para inóculo dé Vitamina 

B12 Ct25). 

2. Se incuba a 37° C por 24 horas. 

3. Se centrífuga a 2000 rpm durante 5 minutos y se decanta. 

4. Se resuspenden las células en 10 ml de solución salina isotóni

ca estéril y se centrifugan nuevamente en las mismas condiciones. 

5. Se resuspenden las células en 10 ml de solución salina isotóni

ca estéril y se transfiere 1 ml a 9 rol de solución salina estéril. 

Se utiliza 1 rol por cada 100 ml de medio basal con agar al 15% (f 2al. 

PREPARACION DE MUESTRAS. 

Líquidos. Para cada mililitro de muestra usada adicionar 25 rnl de la 

solución extractiva acuosa ( i34) preparada recientemente. Se pone 

la muestra con una alícuota de agua destilada para llevarla a una 

concentraci6n de 200 ng/ml y se agita dura.~te 5 minutos mecánicame~~~. 

Polvos, cápsulas y tabletas. Para cada grar.:o, se adicionan 25 ml de 

la soluci6n extractiva acuosa preparada recientemente (i 34). Se pe

ne la muestra con una alícuota de agua destilada para llevarla a un~ 

concentraci6n de 200 ng/ml y se agita durante 5 minutos en licuadora* 

Se esteriliza a 121° C durante 3 minutos esta primera dilución. Se 

filtra si es necesario. 

61 



METODO MICROBIOLOGICO PARA LA DETER..~INACION DE 

TETRACICLINAS 

MICROORGA.~ISMO. 

Bacillu:; cereus ATCC 11778 

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO. 

l. Los cultivos de conservaci6n ("stock") se preparan xtesembrán

dose cada mes por estría en el medio inclinado de conservaci6n (#21}. 

2. Se incuban a 37º e por 24 horas y se almacenan en refrigeraci6n. 

PREPARACION DEL INOCULO. 

l. El in6culo para las determinaciones se preoara a partir de un 

cultivo »stock", en tubos inclinados de medio "2 para la determina

ci6n de antibi6ticos <*32}. 
2. Se incuba a 37° C por 24 horas. 

3. Se lava el crecimiento con aproximadamente 5 mililitros de solu

ci6n salina isot6nica estéril. 

4. Se calienta esta suspensión a 65° e durante 30 minutos. 

5. Se adicionan 4 rnl del in6culo preparado a 100 ml del medio /. 

para la determinaci6n de antibióticos (#32). 

PREPARACION DE MUESTRAS. 

Tabletas y polvos. La muestra se lleva a una concentraci6n final de 

1.0/fg/ml. La primera dilución se hace con HCl 0.1 N. Las dilucio

nes sucesivas se hacen con buffer 0.1 M pH 4.5 {~ 1). 

PREPARACION DEL ESTANDAR. 

1. Se pesa el equivalente a 25 mg de ~standar y se afora a 250 ml 

con HCl O.lN. La soluci6n "stock" debe protegerse de la luz y alma

cenarse en refrigeraci6~. No se debe usar después de 3 días. 

2. Para cada ensayo se diluye la soluci6n "stocku con buffer O.lM 

(! 1 } tomando: 

..,.. 6.4 ml _,., ,,- -----~ 10 ml (0.64 jJg/n:» 
1 :ml -------P 100 ml--8.0 ml -----• 10 ml (0.80 )XJ/r...:7; 

{l. O J"g/ml} 

62 



De la soluci6n "stock" {100 J)g/ml) tomar. 

1.25 ml -------• 100 rol (1.25,>J.g/ml} 

1.56 ml -------• 100 m.l (l. 56 pg/r.'11) 

PREPARACION DE LAS CAJAS PETRI. 

l. Se preparan las cajas el mismo d!a de su empleo. 

2. Se usan 16 cajas petri para la curva tipo y 4 para cada muestra. 

3. Se colocan 21 ml de medio 2 para la determinación de antibi6ti

cos { #32), en cada una de las cajas. 

4. Se dejan solidificar y secar con las cubiertas ligeramente leva~ 

tadas. 

5. Se añaden 4 ml de medio 2 para la determinaci6n de antibióticos 

inoculado, a cada una de las cajas y se dejan solidificar. 

6. Se colocan 6 cilindros de acero in6xidable estériles sobre la 

superficie del medio, de cada una de las cajas. 

7. Alternadamente se distribuyen las soluciones de la curva tipo así 

como la del problema. 

8. A cada cilindro se le agregan 0.2 ml del éstandar o de la so

luci6n de ensayo. 

9. Se dejan incubar por 18 horas a 37º c. 

LECTURA. . 
Se miden las zonas de inhibición producidas. EL di~~tro de las zo 

nas de inhibición indica la cantidad de antibiótico presente. 

CALCULOS. 

Se promedian los valores de los tamaños de los halos de inhibici6n 

de cada una de las concentraciones del ~standar. Se utilizan las 

siguientes fórmulas para calcular los puntos Máxir.tos y Mínimos. 

L 3a + 2b + e e = ------------------------
5 

Valor de los halos de inhi

bición para la =enor concen

traci6n. 
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H 3e .... 2d + 

5 

e a Valor de los halos de 

inhibici6n para la ma

yor concentraci6n. 

a, b, e, d, y e; promedio de los valores de las zonas de inhibi

ci~:n:. en mm, para cada concentraci6n, del valor más bajo (a) al 

va:or más alto (e) respectiva.~ente. 

FCR.."3.ULA. 

mg/ml teórico ----•Hl0% 

mg/ml prácticos X% 

Valor te6rico ---

X 

en % 

~ obtenido. 



!·~E-l'ODO MICROBIO:!L.OGICO PR.l\ r..::;, DETERMINAC:r;!ii DE 

SULFATO DE ~EO~ICINA 

MICROORGAl;Is~o. Stap~ylococcus aureus ATCC 3352 

Stap~ylccoccus ~pider.::Jidis ATCC 22228 

CO~i"SERVACIC~ DEL MICROORGA.'*<4ISNO. 

l. Los cu!tivos de conservaci6n ("stock"} se pre:;;3;:r-~n resemh=~:i-::>se 

cad3 mes pe!:' estría en el ~edio inc!inaao de conse!:".~5ci6n ( ~z:». 

2. Se incucan a 37° C por 24 horas. 

PREPARACIO~ DEL INOCULO 

l. El in6culo para las determinaciones se prepara a partir de ~~ 

cultivo "stcckn, en tubos inclinados con el medio 11 (# 33). 

2. Se incuba a 37° C por 24 horas. 

3. Se lava el crecimiento 

ca estéril. 

con 5 ~l de solución salina isoté~i-

4. Se adicionan 4 ml del in6culo p~"'""ado , a 100 ~l de medio !Z ~a

ra determinaci6n de antibióticos (~ 33}. 

PREPARACION DE MUESTRAS. 

Ungüentos. La muestra se lleva a una coi.1centraci6n fi!1al de 10 p.::?/'i:::.:1... 

Ln. extraci6n se hace primeramente con una dilución de cloroforco y 

posteriormente se obtiene la neomicina con buffer p~ S {# 9),? ~~s

tcriormente todas las -diluciones se hacen con buffer :;:E 8. 

PREPARACION DEL ESTANDAR. 

l. Se pesa e! equivalente a 10 mg de éstandar de nec=~cina y se ~=~=~ 

a 10 ~l con buffer pH 8. La soluci6n "stock" contier.e l:JOO pg/ml cs
neomicina. La S:;)luci6n "stock" debe protegerse de la I::.:2 y almace:::.~:::

se en refrigeraci6n. No debe usarse desp~és de 3 días. 

2. Para cada ensayo se diluye la soluci-Sn "stock" ccn ~:mffer pFZ ~ 

Tornando 1 ml y llevándolo a 10 ml, esta última que co:-.:::iene 100_µ.~ :::: 

se to~an alícuotas de 2ml, 1.5 ~1, 0.1 el, y 0.6 rol y 2:arar cada ~~~ 

a 10 rnl con la soluci6n amortiguadora de ::;::! 8. La dilt::::-i'5n de re:':;-=_¡;:. 

cia será de lij ~lrnl. 



PP.E?ARACION DE LAS CAJAS PETRI. 

l. Se preparan las cajas el mismo día de su empleo. 

2. Se usan 16 cajas petri para la curva tipo y 4 para muestras. 

3. Se colocan 21 ml de medio 11 para determinaci6n de antibi6ti

ccs ( # 33)r en cada una de las cajas. 
4. Se dejan solidificar y secar con las cubiertas ligeramente l~ 

vantadas. 
5. Se añaden 4 ml del medio 11 para determinación de antibi6ticos 

incculado, a cada una de las cajas, y se dejan solidificar. 

6. Se colocan 6 cilindros de acero in6xidable estériles sobre la 

superficie del medio, de cada una de las cajas. 

7. Alternadamente se distribuyen las soluciones de la curva tipo 

así como la del problema. 

8. A cada cilindro se le agregan 0.2 ml del éstandar o de la solu

ci6n de ensayo. 

9. Se dejan incubar por 18 horas a 37° C. 

LECTURAS. 

Se Jlli.den las zonas de inhibición producidas. El diamétro de las zor-as 

de inhibición indica la cantidad de antibiótico presente. 

CALCULOS. 

Promediar los valores de los tamaños de los halos de inhibici6n de 

cada una de las concentraciones del éstandar. Se utilizan las si

guientes fórmulas para calcular los M~ximos y Mínimos. 

L= 3a + 2b 

5 

H= 3e + 2d 

5 

+ e 

+ e 

e 

a. 

Valor de los halos de 

inhibición para la menor 

concentración. 

Valor de los halos de 

inhibición para la m!~ 

yor concentración 

a, .b" e, d, y e: promedio de los valores de la zona de inhibi~i6n en 

mm, para cada concentraci6n, del valor más bajo {a) al valor m~s 
alto (e} respectivamente. 

66 



FOP.M"~I....~. 

mg/rnl te6ricos~~~~l00% 

mg/ml prácticos l X% 

Valor teórico~~~~~ en% 

X % obtenido 

67 



METODO ?<UCROBIOLOGICO PARA LA DETERMINACION DE 

MINOCICLINA 

MICROORGANISMO. 

Stap!!Ylococcus aureus ATCC 6538P 

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO. 

l. Los cultivos de conservaci6n {"stock") se preparan rese!'.lbr~ndo

se cada mes por estría en tubos inclinados en el medio I para la 

determinaci6n de antibi6ticos (i21}. 

2. Se incuban a 37º e por 24 horas y se almacenan en refrigera

ci6n • 

PREPARACION DEL INOCULO. 

1. El in6culo para las determinaciones se prepara a partir de un 

cultivo "stock", en tubos con 20 ml de medio 3 para la determina

ci6n de antibi6tico {122). SE incuba a 37° C por 24 horas. 

2. Se inocula un litro del medio 3 para la determinaci6n de anti

bi6tico con 20 ml del microorganismo desarrollado. 

3. Se preincuba a 37° C durante 15 minutos, en baño de agua. 

PREPARACION DE MUESTRAS. 

Tabletas y polvos. La muestra se lleva a una concentración de O.lo 
~/ml. Para hacer la primera diluci6n se utiliza HCl O .1 N { f 7 ) • 

Las diluciones sucesivas se hacen con buffer O., 1 M pH 4. 5 U 1 ) • 

PREPARACION DEw ESTANDAR. 

l. Se pesa eleq:iivalente a 50 rng de éstandar de minociclina y se 

aforan a 50 ml con HCl 0.1 N. La soluci6n 11 stocktt debe protegerse 

de la luz y almacenarse en rerigeraci6n.No se debe usar después de 

3 días. 

2. Para cada ensayo se diluye la solución ''stock" con buffer O.l M, 

tomando: "0.70 ----· 100 ml {0.070 pg/mlV 

2 ml 
______ ,. 200 

ml..:-.o. a -----· 100 ml (O. 084 ;>.g/mlk 

~:~ -----· 100 ml (0.100 J>-9/ml!J 

-----· 100 ml (O .12.J p.g/rn:ü.11 

1.4 ------- 100 ml {O. !.40 _pg/~: D 
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3. Se preparan 4 tubos de cada diluci6n del éstandar, poniendo 1 

ml en cada tubo, para tener 20 tubos en total. 

4. De cada diluci6n del problema se agrega un ml a cada uno de 6 

tubos de ensayo. 

5. Se adicionan 9 ml de medio 3 para la determinaci6n de antibí6-

tico ( # 22) a cada tubo inoculado con la suspensión. 

6. Se tapan los tubos con algod6n y gasa. 

7. Se incuban a 37° e en baño de agua durante 4 horas. 

8. Al terminar el tiempo de incubación se aqregan 0.5 ml de fornol al 

12% (t 6) a cada tubo para detener el crecimiento~ • 

9. Se prepara un blanco con un rol de la primera dilución del éstan

dar, adicionándole 9 ml de medio 3 para la determinaci6n de antibióticos 

(#22} inoculado con la suspensi6n. Se trata igual que los tubos del 

éstandar y muestra. 

LECTURA DEL RESULTADO. 

Leer usando un filtro de 530 para el colorímetro, ajustando a 100% 

de transmitancia con el blanco. 

CALCULOS. 

Se coloca el promedio de los valores en una gráfica semilogarítmica 

con los valores de la absorbancia en la escala aritmética y las ca~ 

centraciones en la escala logarítmica • Se interpola el prol!'.edio de 

los valores del problema, para determinar su concentración y se mul

tiplica por la diluci6n para obtener el valor real del antibiótico. 

También se puede construir la línea recta por la siguiente ecuación. 

L 3a + 2b + e - e = 
5 

H = 3e + 2d + c - a 

5 

Valor de la absorbancia 

para la menor concentra-

Valor de la absorbancia 

para la mayor concentra

ci6n. 

a, b, e, d, y e ; promedio de los valores de la absorbancia oara 

cada concentraci6n del valor más bajo (a) al valor más alto (e} 

respectivamente. 
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mg/ml te6=icos-~~_..., 100% 

mg/ml prá::ticos --~\.- X% 

Valor te6rico 

X 

-----.• en% 

% obtenido 
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~..ETODO Mif'ROBIDL-OGICQ PAPA :.A DE':.'Em.:!~;.~:CION DE 

TETP.ACICL1NA 

MICROORGA~Us?-~o. 

~hY.lococcus aureus ATCC 6538P 
CONSERVACION DEL MICROORG-1\..~ISMO. 

1. Los cultivos de conservaci6n ( "stack") se pre,;:;;iran reser~r~n.do

se cada mes por estría en tubos incli~=~os en el cedio I para la d~ 

terminaci6n de antibi6ticos (#21). 

2. Se incuban a 37°C por 24 horas y se almacen~~ e~ refrigeraci6n. 

PREPARACION DEL INOCULO. 

l. El in6culo para las determinaciones se prepara a partir de U.;~ 

cultivo "stock", en tubos con 20 ml de caldo de nedio 3 para la de

terminaci6n de antibi6ticos ( i22). 

2. Se incuba a 37ºC por 24 horas. 

3. Se in6cula un litro del medio 3 para la determinaci6n de anti

bióticos, con 20 ml del microorganismo desarrollado. 

4. Se preincuba a 37° C durante 15 minutos 1 en baf.~ de agua. 

PREPARACION DE MUESTRAS. 

Tabletas y polvos.La muestra se lleva a una concen~raci6n final de 

0.24 y-g/ml. La primera dilución se hace con HCl 0.1 N. Las dilucio

nes sucesivas se hacen con buffer O. l M pB 4. 5 {f Jr.) • 

PRE.PARACION DEL ESTANDAR. 

l. Se pesa el equivalente a 50 mg de ést3ndar de tetraciclina y se 
afora a 50 ml con HCl 0.1 N. La soluci6n ~stock" de~e protegerse de 

la luz y almacenarse en rcfrigeraci6n. No se debe usar despu6s de 

3 d!as. 

2. Para cada ensayo se diluye la soluci6r.; "stock'' c:J1:: buffer O.l ~ 
(! 1) , tomando: 

____.1.s rol ---.P 100 I'.11 u:.15 yg/ml) 
2 ml ----• 200 nl 

~1.9 ml ___ ..,. 100 ml F).19 ,µ.g/ml) 

2.4 ml ---· 100 ml ~:J.24 y.g/rnl} 

3.0 ml ___ .. 100 rnl «:: .. 30 )lg/ml) 

3.7 ml ---· 100 rol ~iJ. 37 J"'g/ml} 
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3. :Je cada diluci6n del éstandar se agrega un rnl a cada uno de 

los 4 tubos de ensayo, para tener 20 tubos en total. 

4. De cada dilución del problema se agrega un rol a cada uno de 

los seis tubos. 

5. Se adicionan 9 ml de medio 3 para la determinaci6n de anti

bi6ticos cada tubo inoculado con la suspensi6n. 

6. Se tapan los tubos con algodón y gasa. 

7. Se incuban en baño de agua a 37ºC durante 4 horas. 

8. Al. terminar el tiempo de incubaci6n se agregan 0.5 ml de for

mol al. 12% U 6) a cada tubo, para detener el crecimiento. 

9. Se prepara un blanco con un rol de la primera diluci6n del és

tandar, adicionándole 9 rol de medio 3 para la determinaci6n de an

tibi6ticos, inoculado con la suspensi6n. Se trata igual que los tu

bos del éstandar y muestra. 

LECTURA DEL RESULTAOO. 

Se lee usando un filtro de 530, ajustando a un 100% de transmitancia 

con el blanco. 

CALCULOS. 

Se coloca el promedio de los valores en una gráfica semilogarítmica, 

con los valores de la absorbancia en la escala aritmética y las con

centraciones en la escala logar~tmica. 

Se interpola el promedio de los valores del problema, para determinar 

su concentraci6n y se multiplica por la diluci6n para obtener el va

lor real del antibi6tico. 

Tambien se puede construir la línea recta por la siguiente ecuaci6n 

L 3a + 2b + e = e Valor de la absorbancia pa-
~--------------------~ 

5 ra la menor concentraci6n. 

H= ~----------------------ª- Valor de la absorbancia pa3e + 2d + c 

5 ra la mayor concentraci6n. 

a, b,c,d, y e: promedio de los valores de la absorbancia de cada ce::_ 

centraci6n del valor más bajo (a) al valor más alto (e) respectiva

mente. 

72 



FORMULA 

mg/ml te6ricos --.-.'\ 100% 

rng/ml prácticos ~ X% 

Valor te6rico ---• % 

----t % obtenido X 

73 



ME'i'ODO PARA LA LIOFILIZACION' 

Una vez identificado el l:'l.icroorganismo y montada la técnica analí

tic~ respectiva~ se procedi6 a propagarlo, sembrando en tubos con 

el medio de conservación para cada cepa e incubando a 37ºC durante 

24 horas. Pa.steri-0rmente se verificó la pureza de la cepa mediante 

tinci6n de Gram. 

Se realiz6 la cosecha añadiendo a cada tubo de cultivo 3 ml de le

che bacteriol6gica estéril. Se suspendió en ella el desarrollo obte 

nido. Se llenaron las ampolletas (etiquetadas y esterilizadas) ne

diante pipetas Pasteur y se tomaron alícuotas de esta suspensión p~ 

ra efectuar la cuenta de 9érmenes viables 1 realizan~o diluciones en 

soluci6n salina hasta lo-12 • Se sembraron las tres últimas dilucio

nes en placas con su medio de conservación y se incubaron a 37°C 

durante 24 horas. 

A continuación, las ampolletas etiquetadas y llenas se colocaron en 

una mezcla de hielo seco y etanol para lograr una congelaci6n rápi 

da a -84°C. Se dejaron toda la noche en congelación en esta mezcla. 

Al otro día se metieron en frascos de centrífuga y se liofilizaron. 

Una vez liofilizadas, se colocaron en un desecador para evitar que 

se hidrataran. 
Para cerrarlas se sellaron al vacío con soplete de gas-oxígeno.Se 

verific6 el sellado 1 sumergiendo las ampolletas en. soluci6n de fe

nol al 5% con púrpura de bromocresol en un matraz Kitasato; se ta
pa el matraz y se hace vacío durante unos minutos, rompiendo el va 

cío bruscamente de modo que la soluci6n colorida Fenetre por cual

quier fisura de las ampolletas mal selladas. 

Se verific6 el vacío dentro de las ampolletas mediante un genera
dor de alta frecuencia, checando si se trasmite la luz ultraviole

ta que ~ste produce en el interior de la ampolleta. 

Las ampolletas aceptadas se ordenaron debidamente y se refrigeraron* 

Para las pruebas de control posteriores a la liofilización se rehi

drataron cinco ampolletas de cada cepa con soluci6~ salina y se re~ 
liz6 una cuenta de gerrnenes viables, una prueba de 9ureza en el de-
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sarrollo obtenido, la serie de pruebas bioquímicas con un culti

vo de 24 horas en medio de conservación y la deterninaci6n cuanti 

tativa en la que se emplean. 

Tambien se verific6 la humedad obtenida despu~s de la liofiliza

ci6n por el método de Karl-Fisher. 



TECNICA PAR.~ EL LAVADO DE MATERIAL UTILIZADO PARA 

LA DETERMINACION DE VITAMINAS 

l. Todo el material de vidrio que se emplea : Tubos de cultivos, 

matraces Erlenmeyer, matraces vol~étricos, pipetas, deben lavarse 

cuidadosamente con detergente y enjuagar abundantemente. 

2. Una vez limpio, se trata con HCl 3N durante toda la noche. 

3. Se enjuaga despu~s abundantemente con agua, con el objeto de 

eliminar toda la materia org~nica. 

4. Este material se seca y se esteriliza a 200ºc• 
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5. RESULTADG S 

5.L Resultados de la verificaci6n de la identidad de las cepas. 

A continuaci6n se presentan los resultados de les pruebas de 

identidad de los micrcJrganismos; en todos los c3sos se verif1 

có la identidad de los microorganis~os. 
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SUPERF 1¡;1 E SJ\lf C lffA _____ -----1-----1 OTRAS:-------
COLOR SORBlTOL __ ----·-- 'r-~--~ .... iento anaerobiros 
PI GHENTO blanc¡:,i,? SfJRBOSA.--·-- -· ::~-en--7. 6% NaCL 
CON S 1 S TEN C 1 A TR Ett Al OS A _ --·--· ---~,_.,..-..-::--,,~===-==---====-: - . -

. OPACIDAD- X!LC~A----- Calno dextrosa-sanóü~ __ + __ 
OTRAS_ ---- --- -- 01'RC5: ___ ·--------1r----__,r-------------

1ª.~inzr" ,._ ~------ ----~------- -· -----------+f ___ _ 
---------- ·--- ·------- -· !. . ---_ t- -~---~.. ~~=---- _-· ~t--~-=-

.. :-u-011-s~-:-:-T-O-· -------------"4--· -· ---· · --- ·¡ ---- - - ---~---~~ ~--:~----~=f ---·= 

~m~~i_.~-~-~-~-=.~~-·=·-----~-·~=-=~-=-_--:-·_-.-. -· :__-:._-_: ~--- >~- -~~~-~-f~ _ ::: ;::.-~~:~=-=-- _ _;:_------.--

-1--~i:. -

PRODUCTOS CE BIOSINTESIS 

-· --~ --~ _-:- --_ --~-i----~~- ~ ,_ :=--·~. _-_ -_-_-_____ ---------t 

L~------------------ ·~ ·--t 



'~-" 
~'= =- ---=--~--~~--~~~~ ----- -~~-~--~-

DE CEPA p.~gf,_._}-2?28 NOMBP.E fil.a'111Y.lococcus epidermid_i~s ___ _ 
~. ---'Ju1--·1-LfZ:\C1cJr [)E cARBOHIORArns~ . -I bHJ (No. =· ) 

r ~fOIO BASE: ~----------------.. 
------·---A-NT~~-DES-;;;~E~ -~----·----- ·- -¡~T-E~·=;~Pu~s l ANTES DESPUES] 

------- ------~--- - - ---·-- -------------..,--!! - ---· - -~-=----=:: . - -

ITGL AC~:~ SULíHIDRICO-----+-----t 
DON INO~~----·-------+-----t 
INOSA. + + CA~~tASA------"~"-----+--+..___~ 
R 1 NA COA~:n.ASA --------+----~ 

.¡ FCRHA !;;Q~QS ADON 
TAnAiiO 1 "' ~! ALl-11 
AGRUPAC 1 ON pares 6 :i::acimos ARAB 
TINCtoN OE GRAH + "t" DEXT 
ACIOO-ALCOHOL RES DlJLC 1 TO L --- OU ;:1,,SA----------1----~ 

RITOL +·~ CRECIMIENTO EN KCH-----11------1 
TOSA + CiT~A7D---------+----~ 

CAPSULA ·- EP. I T 
ESPORAS FRUC 
OTRAS GALA c-rosA + + SAt.ES DE AMONIO------+-----t 

GLIC EROL _. ,_,___±_ H10'10llSIS ALMIDON ___ --11----.-
0GENO HIOlt>USlS ESCULINA ________ _. 
OSA_ + + HIC~~tiS!S HIPURATO----+----~ 

GLUC 
HOVIL 1 DAD - - GLUC 

1 
TOL.-~--- ------*·--=.--~HID~DtlSIS GELATINA 

CARACTERISTICAS DE CULTIVO INULlNA - HlD11 '0USIS UREA--------+-----1 
-----------------..,;L.&.CTOSA _ ----.t. --- =-± __ .. REO·_;';:;;n:n~ l'IE NITRATCS _ _.__+--11----"-+ _ _. 

1!'OS1 

.MALTOSA + _ + _ VOGES-PROSKAUER -· --+----
.,_M_E_o_r_o.,¡:·~~"-ir-.1:.:.a.""'2.~~¡J5;1i..a.....:.al.:on~t;;:i:,:b~i:.:6~HANlTOL -- _±_ + ROJ:e: !lE HETI LO -
TIEHPO-----c..l'"-.....u.u~.a..;:i--~---1»AHOSA + - T LEC-E TORNASOL ____ -::+::::::~+-_-_-_--c~ 
TEHPERATURA RAFINOSA--------+----~-----~-------1-~--i 
COL OH J AS RAHHOSA---------~---SUERO----------+----_. 
FOl\HA R 1 BOSA - GELCSA-SANGRE------+-----1 
TAHAAO ·SACAROSA--~ ...-.-.±---r---~+---11---~--------~---1----~ 
SUPERFI C 1 E SALI CI HA----- -----1r------ OTRl-S:--------
COLOR SORBITOL __ ·----~----+~----1---~·-------
p 1 GHEHTO SORBOSA ·--- ·- - . ·..¡..----1--~----- -+---·-
CONS l STENC IA TREHALOSA---·- ----+-·-T---1--------------+-----
0PAClDAl>- X:LOSA------ ·-
OTRAS OTROS:------·------+------!-------, 
---------·--- - -·-~~-- obio.s.a---·------~--+-----t-----~---·-------+-----1 

--·--........-....---
PROo~:TOS DE BIOSIN!ESIS 

__ ,_ ___ _ 
~..---~~- --1-- ------ ----·------·--- -NOMBi>E i-------------------+------···- ·- 1 ··--·----r--·· -

SUST?4TO 
CONCICtONES ___ ~-
RENDl"IENTO ---
OTRCS :;;.ros 

, __________ -------r-----t----·----- -·---
----. ··- ---------+----· --------

. . . __ ..:._~ ~ .::...:..__--=:-_ ---·~----t SE P:: _: ~ ~ CA S -----· _ ---·----t 
- ~-•• • =··-~e··• • .--- -~·~~----·~·---------

--- - -·-~---··------~--·¡-~ --~- -
1---------------_ ----± - ----=~-,. ----Ti-·~·.:..·_·-:::=":._==--===--=--_-_-e~~--::_-~-----_-_-. __ -_-_ -----==-=----*-f 



~~: 

~ [""',_N~--o~-.:_D~E-=-~C~E-P~A~=~H-~_-T-C~C-_-_ ~6~5~-;~. P ~ ~7oM;R~E~-.§tg.--J.ili-~-Tl_o_c_o_c_c_u_s_a~r~u_s .. _ _ __ --------=-==·~~--==-=,,.._) 
- ~--- ----~Tu-illizAcnoN oE CARBOHlosA'rós J------

- ~túlO BASE: --------------~ 
ANTE~ 7EsPtD;sr------------ - -ANTES OE;;,UES T_ ANTES DESPues] r -- ·~. -· ----·~· - ----

FORMA cocos .! 
TAMAÑO , 

"" ..! 

AGRUPACION r:ii~l:::irt'"'"" t"i -~..:i "'""'Y"!;::ac 

TINCION DE GRAH + + 
ACJDO-ALCOHOL RES. 
CAPSULA --
ESPORAS 
OTRAS 

.HOV l ll DAD - -
CARACTERISTICAS llE CULTIVO 

HED 10: M=~in 1 l'"'lrl"1""ri rtü-l-o,.. ~nf-i hit 
TIEMPO 2~ hQI:ª~ 
TEHPERATURA ·;noc 
COLONIAS lisas 
FORMA Qi ;i;:s;;:ulat:!il§ -TAHARO 1r~Ui"'ñas SUPERFICIE -
COLOR dorado --------
PIGMENTO Q.Q;i:;:ªqº --·--·---·-
CONSISTENCIA 
OPACIDAD-
OTRAS 

------ ·--- -- - --
-... ------- - --

PRODUCTOS DE B 1 OS lllT ES 1 S 

NOMBRE 

SUSTRATO ~ ~ ~-

CO~WltlGNtS ----- --
RENOP\I ENTO ----------- - - ----=-=<:-= -~ ~ 

OTROS DATOS --- -.-==--.---~ 

------- - ---=---- ~ - -- _,,,,,~ 

·--- ------- --~~ .... -~,--

-
-~-----

AOONITOL 
ALMIDON 
ARAB 1 NOSA. 
DEXTRINA 
DliLCITOl __ 
E!l.ITRITOt 
FRUCTOSA 
GALACTOSA 
GLI CEROl 
úLUCOGEUC 
GLUCOSA_ 
INOSITOL 
IÑUL 1 NA 

...... 

- -

____ _,__ ___ _.ACIDG SUtFHIDRIC0 ____ 4------1 

-----1-----1INOOl __________ 4------t 

-"=-----1--=---1CATALASA----=-----+--=---t 
-----1-----1C~AGULASA---------+----~ 
-----+------1 ox 1 or1SA----------r-----1 

CRECIMIENTO EN KCN ___ __,1---~----t 
C!TRATG----------+----~ 

------+------1 SAL ES OE AMON 1 O -----4-----1 
H!OROLIS15 ALMIOON ___ __,1----~ 

____ __,_ ___ _. H lOROU S 1 S ES CU LI NA----i------i 
~---+-~---1 H IORCLI S t S H 1 PU RATO-------~ __ J" .-:_ ... HlDROLISlS GELATINA __ -_ _, ___ __.., 

LJl.CTOSA --~ ~-- ___ . 
MALTOSA ____ __, ___ + __ ..... VOGES-PROSKAUER----- --+----
MANITOl ___ ---

---+---------~l---.-_±_-___ -_--iJ1 ~~g~~~:;~sD~R~~TRAT(S --+-----1 

-± ___ _.,._ __ +_ ROJO nE ~l!TllO . -~~-~---
HAN.OSA ____ _,__ ___ _. LEC~E TORNASOL _____ __,,__ __ __ 
RAFIHOSA + 
RAHNOSA -----+-----1SUERO __________ ......, ____ ~ 
RIBOSA _____ --+------t GElOS.A-SAHGRE--------+-----i 
SACAROSA ____ -
Sl-'.Ll C tNA 
SORBITOL __ ·-

OTRAS.• 
--'F~--1 Casefn--a------ +- + 

- -------+-----1-~~==:..------ -+---'---~ SORBOSA ______ 
TREHALOSA 
XILOS:A --
OTROS: _____ 

_.c.elo1U.Qs..q_ ---, - . ·-- -Í~-~--. __ _, __ - -

-- --- --f:·-_ ~~-~ 
- -- -

-- ·---+-~ -· 
·~ - --- - -~~ -- ........ __.._ -- ---

~· 

---- --- -- . 
._....._,__ ____ 

..______ ..... _ - -- -· 

~----L- ·- --.....---~--~----------~-=~~t --~ -:~-
--·--- ~- ~ - -- -~ 

- -- +-- - ,.,_ ____________ ..._ ___ -1 

----- --· ----r-~--
-~- -zo_,,.-~~ -- --· -- - -+ -- - -

----- ----~- -~ -,.... --- ~,;. ,- - ..... ..,~~-~----------~-

- ·-- ----4 --· - ·---- ---
- - -~- ------------------------! 

.Á.~------- - _J. ___ ~-A -=~~-J 



.;=i:::;: 

~ (,..N~o-. -D-E~C-E-P=A~=-~~-7:=:C-C~~=3=3~~2~ - -;;;H~·~ ;- sta~hylococcus aureus 

---~-~~= -"'·--~~·1_,-T:LIZACIOS :: <:ARBOHIDRAiCS .. - J-~---- ) 

~f!)IO BASE: 

MTE s ~E s~P-t:E~ ------~-------~NTE~ - C)~-s PU E.s I'_ _-__ -_-_-~_-_-_ ========,...=· "'='=· E=s==D=E=S=P=U=E=s~] í . - .. 

---1-----1 AC 1 DO se 2..1'"1.f 1DR1 eº-----+-----
---1-----1 l NDOL __________ -+------t 

---1---------1CATALAS~-----------1--+,__ _ _, 

J FORHA cocos A!iONITOL 
TAHARO 1 l'\ .¡ ~tMIDON 
AGRUPACION a.::....;;J.ilñe<s o Cé denas · Af<AB 1 NOSA. -'-

TINCfOH. DE GRAH .¡... QEXTRINA ---1-----tCQAGULASA ________ -+-----1 
ACIDO-ALCOHOL RES OüLC 1 TOL ___ - -- ---1------t OX 1 DASA----------1-----1 
CAPSULA -- EC\ITRITfrL ---+------1CRECIH~ENiO EN KCN----1------1 
ESPORAS · f~tJCTOSA ---i------1CITRATC _________ -1-----1 
OTRAS $?.LACTOSA ---1-----1 SAL ES OE tiMON l 0------+-----t 

GLICEROL + H l DROL l Sí S ALHIDON ___ __,1------1 
---1-----1HIDROLISOS ESCULINA ___ -1----~ 
--------1H1 DROLI S ~ S H 1 PURATQ ___ _,_ ___ -4. 

GlUCOGENO 
MOVILIDAD - - GLUCOSA- + 

--~->-~-- HIOROllSiS GELATINA ___ -;----~ 
CARACTERISTICAS DE Ctii.wlVO pxuLINA - ~HIDROUSES UREA __ 

-----------------. -b-.-=¿; . ;~i~~~~ ~- -· --r-~$>-. ~ ~~g~~ ~ ~~:s~Áu ~~ TRATOS-"""--" __,,__+~--+ 
MEDIO: 11 deter.ant1 1u MANfTOL::_-_-----+---+--,.=-.----IROJO OE METILO ----r-----t 

'C!iOS ITOL --- ----· 

TIEMPO ~ S HANOSA LECHE T~R~ASOL ___ ~_+._._1----'-+ _ _... 
TEHPERATURA __ __._.._.~--------1.RAFINOSA ______ +,___-+-~+ __ ...._ _____ ~-------+----4 
COLONIAS_ ·RAHNOSA---------1------fSUER0-----------1----~ 
FORHA circu~ares ;R!BOSA GELOSA-SAKGRE-------+-----(· 
TAHARO pegue~="ª==s _____ ~SACAROSA __ _ 
SUPERFICIE lisa S~LICINA 
COLOR aoras0- S0RB 1 TOl __ -------1-----J...-l,,;.(jj~~~-------- i:. 
P 1 GHENTO ºEª'"'º-----· S~RBOSA. ______ -·· .. _,_ __ 
CONS 1 STENC lA !REHALOSA __ _ 
OPACIDAD- X!LC~A 
OTRAS ~~ROS: _____ ----1:------1---------------1,----~ 
1------------- -- --- - CQlobiosa ----~---t------1~--------------'t------
------------· ~- --· -- . -----------------"""1----- ---- -- -- ... --

PRODUCTOS DE BIOSfNTES!S 
- --- -·-1---

NOMBRE t-------------------t---------· -· ~ ----SUSTRATO ____ ~~-~-
CONOICiCNES _______ _ 
RENO 1M1 E~TO ------ __ 
OTROS CATOS-----

- ·-----. -~- --···--·--!'-------+---·-· ------~---

___·· -=---=-~·-= ... ·---~------f-----1 SEP.OlC:G" ::.s ____ ~ _ 
• - - -- ---=-""- .. ____ 'ji:"',___,_.. ___ _. 

-~-.. ~--_-·--=--~-~_--__ -=-==---.. -~~ -~---. _-+------~~-~--=· ··- ==--=. ·---=-



~= --~~-~~~~~=~=~-- -~~---,.-!:fil (,_N_o_._o_E~--~CE_F'A._N:"'CC -~042 ~ _ ·~OMBRE Lec,e.;;::;;;stoc rnesente:oi~?,:S __ ~ ------------=--~ 

r 
---- -- - ~:~~~z~:~:~ :~ :ARBOHIO~A-!-cs- __ J - -----------------. 

--------;~TE-~--;;fs-;ü~ ---------- - ANTES rJ'ESPUEST ANTES DESPUES l 
- -

.! FORKA cocos 
TAHARO 1 m ../ 
AGRCPAC!ON pai:es o escena> 
TI NCIOH DE GRAH 
ACIDO-AlCOHOL RES 
CAPSULA ----
ESPORAS --
OTRAS -

-
-- --

MOV i l ~ ·JAI> - -
CARACTERiSTICAS OE StJl. Ti VO 

MEOJC: 1\--- Ylr"l..;.-rn . .¡ l!"l,<;f'n 1 n 
-TIEMPO H15 ~n.,...as 

TEMPERATURA 
COLONIAS lisas 
FORKA j r:i:e;-~:11 ares -TAMAAO 
SUPERfu:EE I1sa 
COLOR incoloras --· --
PIGKENTC sjn E=ágI:;entac:i 6n ___ 
c:>Ns 1STENC1 A 
OPACIDAD-OTRAS _________ 

-- -~~-- -- ---- -·- _. - ..... 
- ,..__ - - -- -- -

PRODUILTJS DE BlOS!'.rES:s 

NCHB?E 

SUSTRATO --
cmrnr:g:~Es 

~- e•-

REN!H ~C !:."iTO ~---- _ - - ==---~-·--

OTROS :AiOS _ 
--~-- --- -----

-- ------- -~~-- - ---""" 

- - - - _,_ _____ .......,~-- -- ---
------ _____ ,..~ 

A!!iONITOL 
AUll DON 
ARAS 1 NOSA. 
DEXTRINA 
t;(ILC 1 TOL-- __ 
E~ITRITOL 
FRUCTOSA 
GPLACTOSA ____ 
~U CEROL 
GUJCOGENO 
,:;tucosA_ 
nrns ITOL 
iMUL 1 NA -
l/IC:TOSA -----
!iALTOSA 

-- --- ~~----

------+-----1 AC 1 DO S~-r'ilDRICO 

-------+-----1INDOL 
---~-~-+--~~--iCATAL ;.~~ 

'LAS;; -------+-----1CQAG~ 
SA OXIOA 

CRECI !11Elliií0 
"FC 

Etl KCN 
___ ++--~.--+- C 1 TRA 

------~-+------i SAL ES i1 E :.MONIO 

----+ --=t_-r------f ~ \ ~~g 
-------1------1 H ! DR~ 

U~LS ALMIDON 
us~s ESCULINA 
usns HIPURATO 
USiiS t;ELAT 1 NA _-_--_-_---_----lf'---_. -_---_-·-t-1 ~: ~ ~gU S ~ S UREA 1 ~ 

- - - +d _ 1¡ - -~d - _

1 

RF.:íl!JC". I :"~ \cllE N l TRATGS ---;---
----'*""---+--~~~--i- VOGES-PR~SKAUER----- . _ 
---- -+~--;---+ _ ROJO OE METltO . ---T-----i HANITOL --- ---

HAN OSA ---L-----f---'----1 LECHE TC?'iAS o L-------+-----i 
RAFINOSA 
RAKNOSA -------1------1SUER0------------1------1 f!:IBOSA ___ ____ + __ _,_.___±__ G ELOSA-SAMGRE--------+-----1 
s;.cAROSA __ __± ______ 4- __ __,1---- -----------!---
s;.u e 1 NA - __ +~d __ __,____....-_,,.__-c OTRAS: -------
SORBITOL __ 
SCRBOSA ___ 
TREHALOSA 
xeLO~A 
01'R!l5:-
~m;gdaJ.ina -

-Celobiosa 
ractosa_ -

-----------';------~-----------

' ----- ---it------ "ª 1 . +a ::¡= 
-~-: t~ f-ta_~F __ :.-=--_--_-_-_-_-__ -__ ----t------i 

--"'--------
- - -

·----r---- ,_~ ----- -----~--

-- ~ - ----- - ~ --- ·-·----- -
~-

-- -- ~ -- ---
------- --+----------* 

-~_,_ ... ___ 
·-~-- ---- ------f- -- _ __,....._,. i---~------ ---------- -

--- '~~- - - . 
~- ·- -

--~--..,.......- ~ -
--'--~~ --~ 

--~--=- - --=----~ -- -- ----- ----·---~-----------t 
--- --~ _,. __ -t __ 

-- . --:--~~_- __ -.:_-t-~ --



_?,"':;'.'"' ·-:~- ~~ ~-~~ 

b!h1 (No. DE - c.EP_~~A'Iek--J3Ql'L --

r - ~--~----

FORtlA 
.l;)dt;.L.LUl:i 

I ----
TAHAfW m " AGRUPAC 1 ON aisJ.aaos O Ca<lE nas 
TlNCION DE GRAM + + 

) NCl·rnl1E Lactobacillus P.lantart.:...: 
-Tu~ ¡-l:Z;J.C 1 ON DF C4RBOH ¡O RATOS - - r~--

l0t.iJ I~· BASE: ~ -----------------

------- -·~,;:s-oes;~e!fA_u~o·~~ _1_0--~ .. -=-=~-~--_ A~~E~ ~º~;Pt~~T __ :-.ci 

0
-
0 
___ -----~---A_N_T_E_s~. _o_E_s_P_u_E_s-1 

"' ~ SLL~HIORJCO ____ -+-~~-... 
ALMIDON !NOOL-----------1---~---1 
ARABINOSA_ +d +d CATALAS-'---------+-----1 
DEXTRINA CQAGULASA---------+--.-..-... 

ACIDO-ALCOHOL RES .__ D!JLC l TOL-- - - OX 1 DASA----------+-----4 
CAPSULA --
ESPORAS ·->--

E'\ITRHOL _CRECIMIENTO EN KCN-----+-----""' 
FRUCTOSA ----- + + _ C l TRATO-----------l'------t 

OTRAS GALACTOSA + + SALES DE AHONI0------+-----4 
GLICEROL --~ HIDROLlSIS ALHIDON ____ -+-___ ....,. 

- - GLUCGGENO HIOROLISIS ESCULINA ___ -+-----4 
HOV 1 ll DAD - - GLUCOSA_ + + HIOROLIS!S HIPURATD----+----

INOSITOL . ----~-e- ___ HIOROllSIS GELATINA ___ _.... ___ _ 

CARACTERISTICAS DE CULTIVO f tÑULINA HIOROLISIS UREA-------1-----4 
-------------------.;:· LACTOSA ___ -----~- *- ---t-- __ REDUCC f '.lN l)E N 1 TRATUS----;------. 

uEO f O• oara conservac1"6n MALTOSA VOGES-PROSKAUER _____ ---1-----.... 
~n~'.'""'.:"':"'·-·--.,.':!r"""l'l'J"~~---------1HAMITOL -------- .,.. -r ROJO OE METILO __ _ 
TIEHP0 ____ _,,.......,..,....----------1HANOSA + + LECHE TQRNASOL-------+-----4 
TEMPERATURA RAF l NOSA + + 
COLONIAS- rugosas RAHNOSA--------.---1--.,.,----;¡SUER0-----------+-----4 
FORMA R 1 BOSA ______ .,.. .,. GELOSA-SANGRE-------+----
TAHARO SACAROSA~~~ --~---+---t---+---1-------------~----+-----t 
SUPERF ! e 1 E SAL! e 1 NA + + OTRAS; ______ _ 
COLOR _ ---- _ SORBITOL _____ ____± _ __¡_ _ _.___+ _ __,.____ __________ _ 

+ + -+---·-
--+'-="n---l---~+-=-n--T----------------1-----
---''-""--+--'-""---t;---------------+·--- -

P 1 GHENTO i ncolo;cas ___ ---· _ SúRBOS.C. -~ ___ _ 
CONS 1 STE NC 1 A TREHALOS A ____ _ 
OPACIDAD- Xllu~A-----

·--~----- -
----- -- -- ---·-

- -

OTRAS_ OTROS: -:-r--------,--~~---+-------------- --+-----
~ig9:~±~.§! ------ _+.,_...._-+_+..,-.--------------~----'-----

-------------~- __ G.eJ.ogi.9'-'s,,.,aez-~- + + 
------------------'Hl11<e!Tg~osa -t --¡ --~=----- --
... P_R_o_o_u_c_T_o_s_o_E_e_1o_s_1N_T_E_s_1_s _____ .....,_Melib~c;>sa __ .. t ___ + __ -~ ______ ----+- _ 

NOHBflE ...-~~-· n;:i ---~+ _ _,__+~ ---t----- -------·----
---~---- ___ ___,__ ~~ - -~--~~ 

--·--+----1--------------- -
-.....--- ----- -- -~~--- ....... ~-· 



P.Q -~ -- -- _,-~- ~~-

l:fra (No. ::lE CE_!'.~=~c_c __ ,78;3.0-~- ''~'°'BR_E_ Ttactobacl l lus l~Ü4C-:tqn¡;¡,ij 
fLT~tlZAClON DE CARBOHIDRATOS J 
~:LciC BASE: r -----~_-~s-~-S-;E~-~E-sy--- -=----=- - ANTES DESP::.Es 1___ _ _________ ANTES OESPUES) 

FOll\HA Bacilos A'.:ONITOL ACIDO SlltP·dORICO ft 
TA!'IARO 3 m s:---<z-- AlMIOON INDOL ___________ -+------t 
AGRUPAC ICl<faislauos_u_ cade as AFIABiNOSA_ ---- CATALASA _____________ -1 
TINCION OE GRAM DEXTRINA !:~AGULAS1L _________ _.il ___ --1 

ACIDO-ALCCHOL RES Di..:tl!:ITOL-- - OXI Df\SA----------+-------1 
CAPSULA E;;¡ n TR ITOL CREC 1M1 ENTO PI KCN----+------1 
ES,ORAS FR~CTOSA ----.. ~--~~-~- CITRAT0-----------1-!1------1 
OTfll.AS :iPlACTOSA ____ ~-+d SALES OE A!'tO!d0 _____ _,,_ ____ -1 

----------------. GL~CEROL ____ --- ___ HIDROLISIS Ail.MIDQN ____ _,_ ___ _. 
--- _ -·---- GUJCGGEtW -------- H 1DROLIS1 S l'::S~ULI NA ___ _,,_ ___ _. 

MOVILIDAD_____ ---+----·-1GU'.íCOSA_ + HIDROLISIS ~!?URATO ___ __... ___ ___ 
---------------''-----.'~os 1 TOL . -- H lo RO LI s 1 s GF.tAT 1 NA----~---..;. 

... c_A_R_A_c_r_e_R_1_s_T_1_c_A_s_o_e_c_u_L_T_1 ·_·o_. -----c..:J ~~.~~~~~ _ + I · + __ -1 ~ ~g1~g~: ~! 5 ~r!: TRAros ___ tt __ . ______ _ 

fKEDIO: Para conservaci6n (Difco)~]MAtTOSA__ + + vOGES-PROSK;....iER---··· ---------1 !--------..., ...... ..,,....,.,..~~~~~.--~-~~-~ HAN no l -- . - ~ . +-- - R OJ o n E Ml'T u.o . -------1 
TI EHPO 24 noras HAHOSA '· -:- lEC11E nrn!U•SOl ______ ...,.n,i ___ ---1 

TEMPERATURA 37ºC -------...... RAFlNOSA ________ --ir------t---------------.~~: -----t 
COLON 1 AS rugosas RAHHOSA -----+-----11 SUERO -----------+------e 
FOlt.'4A R l BOSA ______ -----=-- ---1------ GELOSA-SANGRE------~----
TAHARO SACAR-OSA ____ -·---*·----;---4----o--- ---·---------~---·-
SUPERFiCtE Stc~i!l!:INA _____ ----t-----·- OTRAS: _______ _ 
COLOR _incoloras __ ____ _ SCRBITOL __ -------·---1------t---------·---
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-~ .. ·-
·-OPACIDAD- --- x:c..:::;A______ 11 

OTRAS __ . -------1 OTR ·: 5: ----------->-----·--·-----~~~~~~~~~~~~::-- _ _.g~------_-:._-.._. 
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--· 
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-+---·-
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5.2 Resultados <le la liofiliz~ci6n. 

una vez verificada su H!?....ntidad, caro se reporta e.,.-, la primera pa..rte de e.§_ 

te capítulo, las cepas fueron liofil.iz:d:!s. 

Después de la liofilizaci.6n se deten::'..iró la hurred:rl ?::esidual en las a:-:;:o

lletas, la c-Jal se rruesLra en la sig11i<:.'1:te tabla. 

HCMEMD RESIDUAL EN AMroLLEl'.AS. 

( Detel:min.:rla. por el :nétwdo de Karl-Fisrer) • 

MICOCOR(~!HEMJS 

s. :faecalis L. plantare¡:¡ ].,. leichmannil 
1% 1.29% 3.23% 

L. mesenteroides B. cereus s. aureus ATa: 3352 

1.46% 1.0% 1.25% 

s. lutea .§. aureus mn:: 6538P S. e:::iidennidis - -
1.0% l.2% 1.7% 

Ia viabilidad fue det:e.n:rl..-1érla antes y después de la liofilizaci6n., obte

niendose en anl:x:>s casos, cx:>lonias i.no::mtables hasta la diluci6n de lo-12• 

El sellado y el vaclo de las arcpolletas fueron satisfactorios en tccbs los 

casos. 
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5.3 Resultados de la aplicaci6n de las técnicas microbiol6-

gicas cuantitatí~as. 

1. Determinación ~icrobiol6gica 

Valores del éstandar 

Conc. del éstandar 

( }"<J /r:.l ) 

L28 

1.6 

de Eri tro.,...,,:; cina 

Lecturas ce halos 

de inhibici6n 

mm ] 

1) 16, 16,, 15 

1) 16, 16. 16 

1} 15, 16, 16 

1) 16, 16,. :!.7 

2) 19, 18, 18 

2) 18, 18, .18 

.2) 17, 18, l.1 

2) 19, 18, 1.8 

3) 19, 19, 19 

3) 20, 20, 19 

3} 18, 19, 18 

3» 19, 19, 19 

3] 20, 20, 2![) 

3~ 19, 20, 19 

3) 19, 19, '!'Q ..... ~ 

3~ 19, 19, 19 

3~ 19, 19, "'º .... .., 
.., . 18, 18, 18 ~i) 

2) 19, 19, 19 

!) 20, 20,. -,-..:;-.;.,; 

-. ' 19, 19, ::j ..:.;'1 

.:e :i 20, 20, 1·~ 

- o lS, 17, :? 

Promedio 

15.92 (a) 

18 (b) 
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3) 19, 19, 19 

3) 18, 18, 19 
2.0 3) 19, 1.9, 19 19.02 {e) 

3) 19, 19, 19 

4) 22, 22, 22 

4) 22, 22, 22 
2.5 4) 22, 23, 22 22.8 {d) 

4) 21,. 23, 22 

5) 23, 23, 24 

5} 24, 24, 23 
3.1 5) 22, 23, 23 23.17 {e} 

5) 23,. 23, 23 

MUESTRA: 

2.0 M) 20,. 20, 20 

M} 20, 20, 20 MUESTRA 

M} 20, 21, 20 20.25 

M} 21, 20, 21 

L 
3 ~ !5.92 ) + 2 { 18 ) + .19.02 23.].? = 5 

L = 15.92 Em. 

H 3 ~ 22.17 ) + 2 ~ 22.8 ) + 19.02 15.92 = 5 

H = 23.642 mm. 
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Muestra estoloato de eritromicina (materia prima). 

Se trato corno se mencionó en el Détodo de determi

naci6n de eritromici~a. 

CALCULOS: 

2 _,t1g/ml X 100% = 100% 
2 jJg/rnl 

Valor te6rico 658 pg/ml - 100% 

RESULTADO: 

658 pg/ml -100% 
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2. Determinacié~ Microbiol6gica 

de Vita.-ina B12 

,¡o.o I' 

0.06 1lo.;JJS CONC (Aq/ml} 0.02~0.04 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 
í " 

1 85 83 
I! 

79 77 75 74 73 ' 72 71 70 % T íl 

STD J 8S 83 i 79 77 15 74 73 72 71 70 
1 

PROMEDIO 1 8S 83 l 79 77 75 74 73 72 71 70 

Muestra Problema: 

M.L. %T ng/T ,µq/ml %T ,,µq/T ftg/ml 

1.0 78 0.05 o.os 78 o.os 0.05 

2.0 74 0.10 o.oso 74 0.10 o.oso 

2.5 72 0.14 0.056 73 !L12 0.048 

3 71 0.16 O.OS3 71 0.16 0.053 

4 69 0.20 o.os 69 0.20 o.os 
PROr.iEii] ! o 0.0518 p ROMED I O 0.0502 

PRmIBDIO = O .051© ,.llg/ml. 



Determinación de Vita~~~ª B12 

Muestra Problena: Autrin 6C:J 

l Tab = 1.33 g = 25~ 

1. 33g - 250rnl - O. l 'J'/'::.l 
/ 

4.0ml 

O. 4 / lOOml - O. OC:·H'/ml 
/ 

lOml 
/_ 

O. 04- HWOml-0. Ol'.HJ;c;4 '1/ml = O. C:4J<lg/ml. 

CALCULOS: 

O. 0510 ¿r-g/ml X 100% = 127.5% 
O. 04 }'g/ml 

VALOR TEORICO: 25 mg/ml---100% 

RESULTADO: 31.87 r::g/nl-127.5% 
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CURVA ESTANDAR DE VITA.~1NA B
12 

1 
' 

1 
J 

78 
-i-

77 
.... ....-. 

¡ 

76 -1--+--+--+--t-~-+-1--lr--t--!"~-t---t, -t-
¡ ; ,-

_-:-~tí-; . : 
"t---r--w::--r---r--r--:r-- - - r 

- l -
+--t---t- ¡ - _c¡:~"X:-~~-.- ; -. 

r -t-
--1¡......¡,__,__i----1----+--......,i--i--r-_..,._ _____ .,_......__ 

75 
--+--~ 

74 

73 

72 

71 . ·-~ L-= .. ;. ._ t=-t~-...-

- ;- . 

-·--t -

t 
~- l . ¡... . : 

! 
l 

-··-1 
1 

. --i 
~ 

--------·· 
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• 
' 
+ 
j 

t · 

f 
·- ~ . 

! . 
l 
f - -· 

1 
··k-· 

~ - . ¡ -;. : 1 ,, L -- L L_:: _i 

7 o __ · -r--i- ~-~ -.;. _ ~- -1---t-~ --t---t-; _,_l _,: -r-
• ' • 1 • : • ! -·!--

. .,. ... 

69 

68 

. ~i- . :- .L, _ ...... _ r . - --t---t--11 ~---
! ; 1· i . ~- -- * 

2 4 6 

• • \l 

.J~--~· .. ~-;;-~ :-f-, ·-
. ~ . ... ~ ~ 

• il 
, ¡ t 

8 10 12 14 16 18 2D 22 24 

Concentraci6n (XlG-~/ml) 
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CONC (µg/r.:ü} 

%T -
STO í 

Praralio 1 

3. C':=terminaci6n Microbio16aica 

de Pantoter.::to de Calcio 

o.o 0.01 ' 0.02 0.04 t Cl\.06 0.08 o.rn 0.12 
" ¡; 85 83 ~ 81 78 ~..1 70 66 63 V-

1 

85 83 !' 81 77 1 74 70 65 63 Íj u 
85 83 :! 81 77.5 ¡ .,. . 70 65.6 63 • "2 

1 

Muestra Prci.blana: 

'. 

ML %T fig/-J! _,..qg/ml " !ifr _,,qg/T 

0.2 80 O.ü26 0.13 : 80 0.026 

0.5 74 O.i!:!El! 0.12 
~ i 

74 0.060 

1.0 
1 

63 0.12~1 0.12 " 63 0.121) 
,, 

1.5 56 0.18:3 0.12 :i 56 O 1..Qn ·•-v 
54 " 0.215) 0.10 5-1 G.201.J 

Promedio 0.118 Promedio 

= 

·0.15 0.20 

59 54 

60 54 

59.5 54 

_,Mq/rrü. 

0.13 

0.12 
- --- -
0.12 

e -

0.12 

0.10 
0.118 f:-~·º 

Promedio :J.118 
'--· ~·-------·-----------------------

~:u.estra ProE:1.ema utiliza::3a fue Stress-Ta.bs 600 

1 Tab =' 

2 Tab -
l.0%q ::; 20 -~ .:..~~~~" = 100% 

2.1!.92g = 40 r:; 

49 mqs-500 ----c.::s ----10 r:l ---
mq/ml 

mg/ml-2: :. ::::1---c. ~ 34 mq/ml ------ ::: :-il 

i 



CALCL'LOS: 

_o_._1_1_a_. ~JJ:....g""'"/_m_l __ x __ 1_0_0_% = llS% 

O.lOp.g/nl 

~·ALoR TEORICO 24 mg/ml-4 118% 

RESULTADO. 24 mg/ml-118% 
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% T 

84 

82 

80 

78 

76 

74 

72 

70 

68 

66 

64 

62 

"º 
58 

56 

54 

52 

50 

2 4 

CURVA 3STANDJ\R DE PANTOTENATO DE CALCIO 

6 

¡ j 1 ; . --- ri 
. ··+-r 

~ 

8 10 12 ::_4 16 18 ~-"· 22 24 

Concr~tta::"L~;1 (Xl0-2 g/cl) 
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4. Determinación Microbiol6gica 

Valores del ~standar 

Conc. de.l éstandar 

(ng/ml) 

50 

100 

200 

500 

10aJiü 

de Vitamina B12 

(Difusi6n) 

I.ectura de halos 

de crecimiento 

( mm } 

1) 15, 15, 15 

1) 16, 16, 15 
1) 16, 15, 16 

1) 16, 15, 16 

2} 18, 18, 18 

2) 19, 17, 18 

2) 18, 18, 18 

2) 18, 18, 18 

3) 19, 20, 20 

3) 20, 20, 20 
·n ?O 20, 20 _,, _...,, 
3) Zíl, 20, 20 

4) 21, 21, 21 

4) ?':'.> 
"'"~!! 22, 22 

4) 22, 22, 22 

4) 21, 22, 21 

5) 23, 24, 24 

5) 24, 24, 24 

5) ?~ 
-~~ 24, 24 

5} 
_,, 
.¿~ cr 24, 24 

Promedio 

15.5 (a} 

18 {b) 

19.9 {cj 

21.5 (a) 

24.0 {et 
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MUESTRA MUESTRA 

M} 19, 19, 

M) 20, 19, 
200 ng/ml M} 19, 20, 

M) 19, 20, 

Muestra problema; Autrín 600 

1 Tab = 
4 Tab = 

1.33 g = 25 

5.32 g = 100 

19 

19 

19 19.25 

19 

4 tab = 100 100 ml aforo 1 /ml = 1000 ng/ml 

1000 ng/ml 

2 nl 10 ml 200 ng/ml 

L = 3 (15.5) + 2{18) + 19.6 

5 

24 15.62 mm = 

H = 3 (24} + 2 (21,5) + 19.6 - 15.5 

C~..LCULOS 

200 ng/r.1.l 

VALORES TEORICOS. 

RESULTADD. 

5 

X 100% 100% 
200 ng/rnl 

25 mg/ml -. 100% 

25 mg/ml__.. 100% 

23.8 mm 

99 



F
" 

IJ
l """ O\ 

(
)
 

f-
l 

$ 
'-

J 

<.:
 :u 

.,.. 
t1J

 
0

0
 

rn
 

.....
. 
~ 

.....
 

t1
 

t1
 

\O
 

.... 
~ 

t-1
¡ 

~
 en 
~ 

!Y
 

.... 
o 

O
\ 

:;
l 

<!
 

.....
. 

H
 tJ
 

fil 
w

 
~ 

.....
. 

.. 
H

 
' 

~ 
°' 

1'! 
<:

l 
N

 

!'l
' 

1-.
> 

01
 

lo
d 

í!J
 

LJ
 

í
' u 

tJ
 

!íJ
 

h:
J 

p
, ro 

N
 

o 
.... 

1
-'

 
11

 
o 

ro 
o 

o .... El
 

F
'•

 
ro ~l
 

rr
 

l¡
I 



5. DeterI'.'.:inación Microbicl~gica 

de Tetraciclina 

.ug,IÍíll 0.154 0.192 0 .. 24:: " 0.300 o.375 ,¡ 
1 

~ 
St:arrlar 70 ?O 71 73 74 7~ ,¡ 

f; 
76 77 78 79 

,¡ 

%T 70 7fj) 72 72 74 74 ~ 75 76 79 79 
i¡ 

PI:aredio 70 
J 

72 74 1¡ 

i1 

76 78.75 

a b e d e 

~ 

Producto % Transmisi6n Prom. ,l"g/ml 

acromicina 50 ~g 73 74 73 73.5 0.23 
_, .. 73 74 ¡ 4 ':t. 

Mues~ra Utilizade: Acromicina 50 mg. 

Pote::::ia 1 Tac. = 50 mg 

~ -::ablera:J a.licuotas 

tT::::so t:g} /6 ml 4 ml 

'""· / "' 
,,:1' 

"' '" 
,,,. 

' ;;:Y 

5::JJ nl SOü ~ liJC' Lll i.. ... -

afores 

¡ ?1 



L= 3 (iiiD} + 2(72) + 74 -3.75 = 59.:: 5 mm 
:; 

H 3(78.75) + 2 ~76] + 74 70 78.=3 mm 
5 

CALCL'LOS: 

O .23 gg/ml X 95.83% 
G. 24 /"g/ml 

VALOR TEORICO: 

RESULTADO: 47.9 r::~it--r95.::?3€; 
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CURVA ESTANDAR DE TETRACICLINA 

(Turbidim~trico} 

~~·:: 
,=±fF . ..__!. j ¡ : 1 t 

,_..,._¡ ; : TT!T 

•\ 

-; " 

L. 
~ - ,. 

,, .,, 
+ +-+-- -¡ ~-t---r+--t--;H-t-·+·-t-~f-"!-t-+-:l • :· l I~' .l:t '.A + .......... ,, • ,..... , 
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,, 'I 
1 - -~ o 1 1 

, ' 

: ' ) .¡-j- ·_ '++-+-lf<-t-+-1,1--<--....-"'-HH-+-t-+-H-t-+-+-+-HH-+--+·+-H1
'"--t-

1 t--iH-+++-HH-t--r-t:-',_, ' . , --( 

t~ . !. I, ~ ~ t ~ ~ ~ 

69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 
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6 • Deterrainaci6n Microbiol6gica 

de Minociclina 

-
' ~ )i<J;inl 0.070 0.084 0.100 0.120 

1. 

f! 
70 70 71 72 73 73 75 76 

~ % T 
~ 

~ 70 70 71 71 73 73 75 75 
'l --
¡: 

71.2 5 
,. 

Praredio 70 73 75.25 1 

¡¡ 

a b e d 

' 
[ Producto % Trnasmisi6n Prom. 

; Minocin 100mg 73 73 73 73 73 

74 73 72 73 

[ [ 

!·~:.:.estra Uti:.i:::.a.da: Minocin lOOmg. 

~otencia 1 tab = 100mg 

5 tabletas 

500 mg 1 ml 10 ml 

"" 
/ "" 

/" 

"" 
. .,/ 

580 rol 500 ml 200 IW1l 

0.143 

77 77 

78 79 

77.75 

e 

ftg/ml 

0.096 

(0.0001 q/c:.) 

(O .1 .r"g/ml ;: 

1ü4 



L = 3(70) + 2(71.25) + 73 - 77.75 

5 

H = 3(77.75} + 2(75.25) + 73 

5 

CAI.t-r::QLOS: 

70 

_o_. _0_9 _6 ,,,,._.P_g"'"'/'--m_l ___ x ___ l....;.O_O_% = 9 6 % 

0.1 _µg/ml 

VALOR TEORICO: 90 mg/tb 90% 

RESLlL.TADO: 96 mg/tb 96% 

69.55 mm 

= 77.35 !l1ID. 
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7 • Determinaci6n de Clortetraciclina 

1 
il ¡1 

Jlg,JÍnl 0.038 0.048 ~ 0.060 \¡ 10.075 0.1!]94 
t! 

11 ti : 

l ~ 
! 

73 71 75 17 83 81 85 85 88 89 
% T. ,, lt 

72 72 75 15 ~ 80 80 ~ 24 84 88 91 

Prroedio 72 75.7 1 81 84.5 89 
j 

a b e d e 

Producto % Transmísi6n Prom. }lg/ml 

aureomicina 80 84 81 81.5 0.063 
trociscos 81 81 82 

1 

!·1uestra Problema: Aureomicina 250 _ 

5 tabletas 

(1250 mg) 3 
' / ··~ 

500 ml 

ml 2 

""' 
/ 

25(! ml 

r.:I. 

'~ \.. 
seo m.l o. Q(HJi6 g/nil 

o. 06 ,µ~/:::11 



L = 3(72} + 2(75.7) + 81 

5 

H = 3(89) + 2(84.3) + 81 

5 

CALCú"'LOS : 

O. O 63 ,v.g/rr.l X 
• 
O. 06 ,l'g/ml 

VALOR TEORICO: 

213 mg/tb -85!!; 

RESULTADOS 263 mg/tb -105% 

89 = 71.88 mm 

72 = 89 :m:n 

1CJJ% 
105% 

l!il8 



[ 
j 

r-. 
IJ;) 

l() 
~
 

{tm
/6d ~ 

O
tX

) 
u
p
¡
o
n
~
1
u
o
o
u
c
~
 

(;,"
' 



8 • Detel:minacioo de Acido F61ico 

ü. 0.00 0.0005 0.0010 0.001!> 0.0020 0.0025 0.0030 0.0035 0.0040 0.0045 ~ 
~ 

89 84 81 78 76 13 70 68 64 62 '¡ 
1: 

ans. 

89 S4 81 78 76 73 70 68 64 62 

11 

Edi.o 89 84 81 78 76 73 70 68 64 62 ji 

~ 
iJ 

~ 
% T Jlg/T . ,,ug/ml % T ,;l'g/T ,11g/ml ~ ¡¡ 

78 0.0015 0.0015 78 0.0015 0.0015 f. 
~ 
o 

73 0.0025 0.00125 76 0.0020 0.001 i 
n 

70 0.0030 0.0012 0.0012 
1, 

70 0.0030 
,, 
t: 
!• 
!' 

64 G.0040 0.0013 t 64 0.0040 0.0013 j:; 

t I'. 
" 

62 0.0045 0.00112 i 64 0.0040 0.0010 
¡i 
1 
i 

' :•, 
\ 

Promedio 0.00127 0.0012(} / 
1 

Promedio 0.001237,µg/ol 
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t·~:.:estra Proble:r-3. Autrín 600 

! Tab. = 1.33gr = lmg = 1ooor 

10001 ... soo-2 Wml 
~ 1 nI 

/ 
2?'/ml-.HHJ-;;0.02 ~/ml 

.Hlrnl 

/ 
0.2a'/ml-+200m --0.001 Wml 

CALCULOS: 

Valor Te6rico 

1.00 mg/tb - 100% 

~º-·-0_0_1_2_3_7~.M~g~/_m_l~~-x~~-1_0_0_%_ = 123 • 7 ~ 
O. 0010 )Jg/ml 

VALOR TEORICO: 

l. O mg/tb __,.. 100% 

RESULTADO 

1.23 mg/tb---..123. 7% 
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%T 

88 

86 

84 

82 

80 

78 

76 

74 

72 

70 

68 

66 

64 

62 

60 

CCRJJA ESTANDAR DE ACIDO FOLICO 

. ! -

_L ~-- -
r : 

+-+-+-- - - - .. 

.. - - . - . -- ---....---f-4-+--------

·r 

-~- ¡--~ .. 

r--....-+----·--.. ,_, 
l ~~- ~- ~~- - .. 
1 

l_f-,... 
~ -t~- : -
1 • 

..... 1 

1 

' ·- ·¡ 
• ----' ' 

i 

1 

f 
! 

t 

5 10 15 20 23 30 35 4:' 45 50 SS E''.) 

-2 ! (XlO g,bl) 
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9 • Dete:rninaci6n de L - Lisina 

" 
' ~ i 

/lg;inl º·ºº 0.03 0.06 0.09 0.12 0.15 0.18 0.21 
1
¡ 0.24 0.27 

' . li 

! ! 

1 
,, 

~ % T 90 86 82 76 . 72 66 62 58 52 47 
! r! . 

" r¡ e 
1 ' 

.. 1 

90 86 82 i 76 1 72 66 : 62 
¡ 

58 l l 47 ! 

l 
- l 

~ l 
1 

162 
1 

i 

Praredio 90 86 82 ~ 16 72 66 58 - i 47 • 
~ 

1 1 ' 

ml %T /'g/T ,Mg/ml %T Jt.g/T .f'g/rnl 

• 
1.0 82 0.06 0.06 82 0.06 0.06 

2.0 72 0.12 C.06 72 0.12 0.06 
1 

~ 2.5 66 
i 

0.15 IJ.06 65 0.16 0.064 
i 

ii 

1 
i 

I! 3.0 62 0.18 ID.06 62 0.18 1 0.06 l ~ i 
¡ 
! i 

i ¡ i i 

' ~ 4.0 47 ' 0.27 Cl.©675 50 0.26 0.065 
; l ¡ . 

--1 '" 

' Promedio 0.@615 Pr<C":::edio G. 06181 ,IÍ 
! 

, 

Prc::::e:dio ::::: O.CE1~5 ,110/ml 
'-""'~-"' - ,.. --------~ .. ~- -



Muestra Problez.:a: 

Geural polvo para capsula 

1 cápsula = 75 ~g de L - lisina 

2. 7075 g-lOOml - O. 75 mg/cl 

/ 
B ml 

/ 
O. 6mg/ml -100 ml-0. 06 mg/ml = 60 /Lg/ml 

CALCULOS. 

0.06165 µg/rnl X 100% = 102.75% , 
o.oGy.g/ol 

VALOR TEORICO. 

24 mg/g --""" 90% 

RESULTADO. 

27. 4 ng/g-+ 102. 15% 
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CURVA ESTF2~DAR DE L- LISINA 

86 --~-

84 

~ .¡ 
'I 

¡ 
---f---+ 

72 

68 

64 

62 . . -· tt t 
' ' 60 -~1--+--t--+--t -·--

58 

56 

54 

52 

50 

M 
-~· ~ ...;.~-

¡ ', ~ . 
,1 1 

~---~~r·~--+----~-+--+--+----~~~-- --..-~-+~-

- . ~ . t ¡ : - ;· • ~¡' -~---. :¡; ! . - . . .. 
.. _¡, • • .. .. • 1r-- ;~ 11~ 

' \ !¡ 'l 11 --:- . : -r·-~ _-:-~+f----i--+-_ .... ~--,---~--!¡ 
_,__. -- -, -t .. ·7 " 

·_ . : _ ~ ·-f ¡ . ~ ·- -+---·+·-~ __ -:_:_ -· • 

¡ 

.. 
i 
~ . 

1 

·- . l 

1 ¡ 
. _, 

______________ ...._....._ ________ ....__ ___ •• --- ._ •• •O ---

3 18 ... ,, 12 24 
_-;i 

Concc;:.t raci6n (Xl e ,).1 ~ .1ml) 

:.::.s 



lG. Determinación de Acido Nicotínico 

1 
g/~J. o.o J!JS 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

1 
86 81 11 72 67 64 60 

% T 

86 81 78 72 67 74 61 

Promedio 86 81 77.5 72 67 64 60.5 

' 

' 
/"g/T: 

1 
/(g/ml !'g/T }'g/ml rol %T 1 

' %T 

i ~ 
1.0 77 o ';'. 1 0.1 u 76 0.13 0.13 ·-

• ~ 

2.0 72 0.2 0.1 [ 72 0.2 0.1 
! 

~ " 
3 J 67 0.3 . 0.1 1 66 0.32 0.106 

1! ~ ~. 
" ! 

¡ 5 61 0.5 ,, 0.1 ~ 61 0.5 0.1 
1 1 ~ . .. 
~ Promedio 0.1 í Promedio 0.109 
"' 'I 
I[ 
11 

11 Pron.e=.:.o = 0.1045 
Ji 

116 



Muestra Problema: Prenicap 

1.- Tab. 20 mg de ácido nicot6nico 

5 grageas 

(O.lgr}~~~~--1000ml 

1 ml/ 

CALCULOS: 

..........._lOOOml ,,...,.... 
1 ml~ 

1000ml 
~ 

10 ml 

~lOOOml 
10 ml 

""'1ooom1 

0.1045 y.g/ml X 

O.l pg/ml 

VALOR TEORICO: 1 mg/ml~l00% 

O.lg/ml = lOOOOO;«g/ml 

lO)!'g/ml 

O.l¡tg/ml 

100% 104.5% 

RESULTADO: 1.045 mg/ml-__,.J.04.5% 
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11:. fü:terminaci6n !.Ucrobiol6g.:f. .. ca 

Valores del éstandar 

(pg/ml) 

0.64 

0.80 

1.0 

de Tetraciclina 

(Difusión) 

L.ecturas de calo 

de inhibici6r:: 

(mm ) 

1» 16, 16, 16 

1} 17, 16, 16 

1} 16, 16, 16 

1.) 17, 16, 15 

2) 18, 18, 18 

2} 19, 18, 19 

2) 19, 19, 19 

2} 18, 19, 18 

3) 20, 19, 20 

3) 21, 20, 20 

3) 2'i _, 20, 21 

3} :20, 20, 20 

3) 20, 20, 20 

3) 20, 20, 20 

3) 20, 21, 21 

3} 20, 21, 20 

3} 218, 20, 20 

3) 21, 20, 21 

3) 20, 20, 20 

3) 211), 20, 20 

3) 2C: 1 19, 19 

3} 2Gp 20, 20 

3) :!O~ 20, 20 

3) :20 t7 19, 20 

Promedio 

16.08:mm (a) 

18 .Simn (b) 

20.08 

:_:¡9 



1.25 

1.56 

Muestra 

1.0 

L = 3(16.08) + 2(18.5) 

5 

4) 21, 

4) 22, 

4) 21, 

4) 21, 

5) 22, 

5) 21, 

5) 22, 

5) 22, 

M) 21, 

M} 21, 

M) 21, 

M) 21, 

+ 20.08 

2.1, 21 

21, 21 

22, 21 21 

20, 20 

22, 22 

22, 23 

22, 21 22 

23, 22 

22, 21 Muestra 

22, 21 21 

20, 21 

20, 21 

22 = 16.6 nnn 

H = 3(22) + 2(21) + 20.08 

5 

16.08 = 22.4 mm 

C~..LCULOS: 

1.0 µg/ml X 100% 100'2; 
l.o;.g/ml 

VALOR TEORICO 

1.0 mg/ml--+10~% 

RESULTADO 

1.0 rng/rnl---100% 
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12. neterminaci6n Microbiol6gica de 

Sulfato de Neomicina 

Valores del éstandar Lecturas de halos 

Cond. del éstandar de inhibici6n 

Cpg/rnl} ( mm ) 

0.6 1) 12, 12, 12 

1} 13, 13, 13 

1) 12, 13, 12 

1) 13, 12, 13 

8.0 2) 14, 14, 14 

2} 14, 14, 14 
2) 14, 14, 14 

2) 15, 14, 14 

10 3} 17, 17, 17 

3) 17, 16, 17 

3} 16, 17, 17 

3} 17, 15, 17 

3) 17, 17, 17 

3) 17, 17, 17 

3) 15, 16, 17 

3) 16, 17, 17 
3) 17, 17, 17 

3) 17, 17, 17 

3} 17, 17, 1? 

3) 17, 17, 17 

3} 17, 17 T 17 

3~ 17, 16, 17 

3» lS, 16,. 17 

3~ 17, 17, 17 

Pron:edio 

( I::t:::'.!i ) 

12.5 (a) 

14.08: {b) 

16.45 {e) 

122 



12 4) 18, 18, 18 

4} 18, ..18, 18 
1!3.08 (d} 

4} 18, 18, 18 

4) 18, 19, 18 

15 5) 19, 19, 20 

5) 20, 20, 20 19.66 (e) 
5) 20, 19, 20 

5) 20, 19, 20 

M::estra M} 17, 17, 17 Muestra 

M) 17, 17, 17 17 

M) 17, 17, 17 

M) 17, 17, 17 

L = 3(12.5) + 2(14.08) + 
5 

1645 - 19.66 = 12.49 nnn 

H = 3(19.66) + 2(18.08} + 16.45 - 12.S = 19.8 

5 

CALCL""I.OS: 10 µg/ml X 100% 
J 

100% 

· 10 )Jg/ml 

VALC?. TEORICO: {targot ungüento) 

SS mg/tubo__,,. 85% 

RES'::-::.::'ADO. 

lGiJ mg/tubo ~00% 

123 
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La aplicación de los :m~todos cuantitativos micro

biol6gicos demostró que las técnicas, son perfectamente 

aplicables y confiables en la fo~ en que están descritas, 

con los microorganismos que integran esta subcolecci6n. 



6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIO~ES 

f· Esta pequeña subcolecci6n, integrada p~r nueve cepas ATCC, ha 

pernitido montar los métodos microbiológicos para la cuantifi 

caci6n de 12 sustancias, cuyo control generalmente se hace de 

esta manera en los laboratorios farmacéuticos. 

2. Las cepas que integran esta subcolecci·ón también pue.de utili

zarse para otras determinaciones micrcbio16gicas de aminoácidos, 

vitaminas y antibi6ticos. 

3. Además de emplearse en prácticas de control farmacéutico, las 

cepas pueden utilizarse, dentro de la Facultad, para la reliz~ 

ci6n de prácticas sencillas, como requerimientos nutricionales 

y sensibilidad a antibi6ticos y en las determinaciones cuantita 

tivas de proyectos de investigaci6n que las requieran. 

4. Por todo esto la subcolecci6n será de gran utilidad tanto para 

las materias de Microbiología General, Biosíntesis Microbiol6-

gica de Aplicaci6n a la Industria, Microbiología Parrnacéutica, 

Microbiología Industrial y Seminario de Microbiología Industrial, 

y Bacteriología Médica, Fisiología y Bioquímica de Microorga

nismos, Control de Medicamentos y Nutrici6n, así como para el 

apoyo que la Facultad de Química, tradicionalmente brinda a 

otras instituciones de investigación y docencia, y a la indus

tria. 

5. El uso de los rr.~todos microbio16gicos para la deteroinaci6n 

cuantitativa de aminoácidos, antibi6ticos y vita.~inas, por su 

sencillez, perniten reducir las importaciones de e~uipo y re

facciones conám:!ente usados en otros ti~os de t~c~icas analí

ticas, lo cual es una ventaja muy notable para nuestro país, 

pero debe estir::::ularse ade~~s, la prcd~cci6n de est~ndares se

cundarios y de medios de cultivo adec~ados que per:::itan redu

cir también la importaci6n de sustanci3s. 

6. Finalmente, se recomienda incorporar ~ esta subcolecci6n, otras 

cepas que se obtengan en el futuro,por3 otras dct2!.7'.linaciones 

microbiol6gicas, revisand~ y montand::: las técnicas res::;ectivas. 
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