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1.0.0 lNTRODUCCION. 

1.1.0 Antecedentes. 

Una de las inquietudes del hombre en las que se ha tenido 
que volver un cazador, ha sido la investigación de ese vasto -
universo que es la microbiología, para lo cual el ingenio y el 
estudio ae han hecho presentes para penetrar en dicho universo 
microscópico, dando como resultado desde el lente de Antonio -
Va.n-Leeuwenhoek hasta los más sofisticados microscopios y me-
dios de cultivo. 

En loa 1U timos aj.glas se_ creía que los organismos vivos 
podían originarse expontáneamente al descomponerse la sustancia 
orgánica, descartándose lo anterior cuando Redi demostro que lao 
larvas no aparecían en la carne deacom-¡uesta., siem;)re y cuando 
ésta fuera. protegida de la deposición de huevos por las moscas. 

Los cuidadosos experimentos de Spallanza.ni (1729-1799), que 
introdujo el uso de medios de cultivo estériles demostraron que 
un líquido putrescible, tal como una infusión de carne, podía 
conse:cvarse indefinidamente si ae hervía y se tallaba bien. En 
1837, Schwa.nn demostró que podían obtenerse resul tac: .. s similares 
aunque se permitiera entrar aire en el recipiente donde se con
servaban los alimentos, siempre que éstos fueran ta,,ados conve
nientemente y que el aire pasara a través de un tubo cal.entado~l) 

Schoeder y Va:n Dusch introdujeror.. el 1\SO de un tánon de -
algodón, el cual se em~lea aún para excluir de loa medios de -
cultivo las sustancias contamir.antes que ha.y en el polvo atmo.§!. 
férico. Louis Pasteur (1855-1895) demostró que un medio herv,!. 
do_ podría permanecer estable en un frasco no cerrado en forma 
de cuello de cisne, abierto al aire a través de ·~n tubo horizon._ 
tal en forma sinusoide, en el cual J as partfc~tlas de nol vo eedi 
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mentaba (o bien eran atrapada~~ .~of' la h:;wedad de condensación), 
a medida que el aire entraba en la vasija enfriada. Pasteur d~ 
mostr6''ta.mbién que en la atmósfera de un sótano o de la cima de 
una montnña, que se hallaban relativw;1ente libres de ~olvo, 
podrían abrirse los frascos y volverse a cerrar, con gran posi 
bilidad de que no se produjera la c ·ntaminaci6n. Las aporta-
ciones de Pasteur no fueron en princj~io más decisivas nue las 
de sus 'redecesores, los cuales habián obtenido también medios 
de cultivo estériles y ectables. El entusiasmo ;¡ la habilidad 
de Pasteur como p0lemista contrL .iyeron en gran manera a abo-
lir el fantasma de la generaci6n expontanea. Por ultimo ,John 

TyndeJ:l, físico bri t•.nico que se hall aba interesado en los efe~ 
toe ópticos del nolvo atmosfé!'ico y que at:·avés de este tema 
tom~ parte en la polémica de la generación exnontanea, demostró 
que existían varios matel'iaJ.es q·;e no se nodían esterilizar m~ 
di ante ebullición, concluy6 fL.almente que en lós material ea 
contaminados existía un microorP,anjsmo que sobrevivía a la eb]! 
llición durante horas (~acillus subtilis). En el mismo año 

(1877), Ferdinand Cohn demostró la existencia de formas resis
tentes tan pequeñas como las ~ndoepor&s e indicó que estos mi
croorganismos constituían etanas del ciclo de vida del bacilo 
del heno (Bacillus subtilis). Sin embargo, hasta las eenoras 
bacterianas más resistentes son ra,,idar;iente esterilizuC.as en 
presencia de humedad a 121°c. De aquí que el autoclave que a1_ 
canza esta temneratura y en la cual se usa va-p::ir bajo presión 
se haya convertido en pieza fundamental del laboratorio de ba.Q. 
teriologia. ( 2 ) 

" Ante está insaciab~e necesidad de conocer, el hombre se 
topó con su primer gran obstáculo que fue '11 de tener un medio 
propicio ?ara que el microoro?;anismo, temE: de estudio tuviera 
un sitio en donde crecer y dond1: el investigador nudíera diri
gir sus observaciones. Las ,:regunt''ª que se debj_eron de haber 
hecho posiblemente fueron¡ ¿en do:.de crecen loa micro :rgunismoe 
y que hay d·,; esneciul en donde se reproducen?, De estas pregun

tas nacieron los primeros rr:edio"1 de cul ti V"·, dando enmo resul

tado medios ricos ~ara ~recimiento y ~edios selectivoo, y fue 
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asi como se fundaron las basee de la microbiolo~ia originando 
una industr:i.a con al ta caoacidad te cnologica, que son los ac
tualed fabricantes de r::edios de cultivo del;hidratados, utilizg_ 
dos en todas las rama~ de la microbioloP,ia. 

Esta industria ha llegado a Máxico por medio de las indu~ 
trias transnacionales las cuales ofrecen productos de alta cali 
dad, basada en los componentes, regularmente de imuortaci6n q,ue 
constituyen sus medios de cultivo. 

La actual crisis económica de nuestro pais ha hecho necea~ 
río el cierre de las fronteras, lo cual trae por consecuencia 
la f'al ta de t.:;ateria prima de irnno:r-tación; aunado a todo esto, 
la industria productora de medios de cultivo se enfrent3 a una 
serie de comnañías nacionales que habiéndose declarado produc
toras no lo son y las que lO son ofrecen sus productos de baja 
o mala calidad. 

Una de las soluciones dadas por la misma industria es la 
de buscar e investigar materias primas disponibles y ~tiles P.!! 
rala fabricación de niedios de c•..ütivo, el primer "roblema a ve!l 
cer es el de desarrollar un interés ~or el estudio de materias 
primas utilizadas y por u~ilizar. 

Las materias primas utilizadas en la elaboración de medios 
de cultivo son de origen animal y vegetal fundamentalmente. Las 
dificultades a las cuales estan sujetos los procesos de producción 
hacen que en México la elaboración sea de mala calidad a. causa 
de una falta de control químico-microbiológico durante la ':'rodUQ. 
ción. richos proce~os son la desecación, ~ulveriza~ión, hidróli 

sis ácida, hidrólisis alcalina, digestión enzimatica y extracci.Q. 
nes aCUOS'3.S. 

Por otra parte la demanda dP. medios de cultivo se origina 
princ:lpalmente oor el sec:tor salud, ya que en el campo industria) 
el control microlJj ólo1dco se esta empezando a desarrollar. l~u

to trae como consecuencia nue la dem1mda de maüioa de cultivo 
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seo. limitada y por ).o tunto ln elaboraci6n de materia prima no 
deja una ganancia cuantiosa para los industriales debido a su 
alto costo de elaboración y su baja demanda, 

La investigación de materias primas se sigue desarrollando 
a nivel internacional, por ejemplo: se empieza a trabajar con 
métodos adecuados para aislamiento de virus a ~artir de alimen 
tos. Las tácnicas de que se disponen no son lo auficientemente 
sensibles, requieren un laboratorio comolejo y en algunos casos 
llevan consigo la observación prolongada de los cultivos celul!! 
res o de los animales inocul.ados. Por lo que se refiere a bac
terias entéricas bién conocidas, todavía no se cuenta con bue
nos métodos para el aislamiento e identificación de algunos g! 
neros, tal es el caso esnecialmente del género Shigella. Aún 
cuando se cuenta con técnicas serológicas para identificación 
de cepas entero patógenas de E- coli, estas técnicas no se uti 
lizan de modo general por los microbiólogos. En el presente 
trabajo se estudiarán los extractos y las peptonas que puedan 
ser utilizadaa como nutrientes microbianos, que se distribuyen 
actualmente en el ~aís y en el extranjero, pudiendo ser esta 
la base oara determinar la calidad de los productos mencionados. 
Lo anterior podrá aportar solu~iones en la autosuficiencia del 
país', en el renglon de.:. medios de cultivo para el crecimiento de 
microorganismos nocivos y benéficos al hombre y la naturaleza. 
Los cuales están directamente relacionados con la salud públi
ca, la salud animal, la a~ricul~ra, la industria alimenticia 
y qufmico-farmacéutica.(3),(4),(?) 

Durante mucho tiempo se ha tratado de experimentar con nu~ 
vas !JUbstancü1s tanto para mejorar los medios de cultivo existe11 
tes como para reem.olazar a algunos nutrientes considerados cla
sicos. Y es así como observamos que la investigaci6n, en cual
quier rama de la microbiología no cesa. 
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1.2.0 Generalidades. 

Prácticamente casi todos los microorganismos, pero en pa~ 
ticular las bacterias y los hongos, pueden cultivarse sobre 
sustratos nutritivos para el estudio de sus propiedades o para 
la uti 1.izaci6n de ciertas ca:r·:..;cteristicas en condiciones con-
troladas • ( 6 ) ' ( 7 ) ' ( 8 ) ' ( 9 ) • 

Ya que los diversos micronrgunisruos exigen re~uisitos di
versos al medio de cultivo, se necesita en el laboratorio micrQ 
biológico una se1•ie de medios de cultivo es:>ecia:.es. 

Los medios de cultivo fabricados a escala industrial tie
nen la ventaja de que queda garantizada la reproducibilidad de 
los resultados y de que son posibles análisis cuan~itativos. 
La prolif.eruci6n de bacterias es el resultado de una inter~cción 
compleja de diferentes sustancias alimenticias y priuci9ios 
activos, en la cual intervienen factores físico-químicos como 
temperatur&, pH, potencial redox, etc. Para su crecirüento t.Q. 
dos los microorganismos necesitan agua. Además deben estar en 
forma utilizable el carbono, oxígeno, hidrógeno, nitrógeno, -
azufre, fósforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, etc.(5),(9). 

Estos elementos bases de la vida no sen de gran utilidaa 
si no siguen un orden el cual los hace ser útiléa. Dicho or
den nos dará una jerarquía de compuestos en la organización m.Q. 
1ecular de la célula, dando origen a biomoléculas caracterizadas 
por su especialización, idoneidad, sus dimensiones y estructura. 
Lo anterior nos ayudará a tener una JI.ejor idea de la 8rganiza
ci6n celular.(ó) 

:Muchos mi crc)organismos de :1enclen además de oligoelementos 
como manganeso, molibdeno, cinc,· C•Jbre, cloro, etc • 

. •' 

Los microorgar:isrnos exige:1tes tienen nee•:sid~.d de factores 
de crecitdento como vi tl-1.m; nns, nuri ~·as y otrus sustan1.:ias que 
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no pueden sintetizar ellos misllio¡].(B) 

Loa microorP,anismos pued1 n clr,sif'icarse se¡;{Ún sus necesi 
dades de carbono. J,os au. tótrofoo nrecisn.n soln.r1ente de dióxJ. 
do de carbono, mientras que los heter6trofos requieren que el 
carbono se encuentre en u.:.a forma reducida más compleja, tal 
como la glucosa. Los microorganismos pueden clasificarse t<~J!!. 

bién basándose en su fuente de energía: Los fotótrofos obti~ 
nen su energía de la luz mientras que Jos quimiótrof,,s la. obti~ 
nen de las reacciones de oxidación-reducción. Las células que 
ern,.,lean reduct0res inorgánicos como donadores de electrone¡¡ se 
llaman litótrofos, mientras que los que utilizan r:.oléculas º!: 
gánicas son organótrofos. Los autótrofos fo'.:osintéticos y los 
quimiorganótrofos, se alimentan mdtuaruente; Las células fotosi~ 
téticas emplean dióxido de· carbono atmosférico y energía solar 
para sintetizar la glucosa y des~render oxígeno, mientras que 
las células quimiorganotróficas de loo animales oxidan a la gl~ 
cosa y a otros productos de la fotosíntesis a ex-pensas de oxí
geno molecular, para asi liberar energía y dióxido de carbono~ 8 ) 
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1.2.l Agua. 

Las bacterias nece~itar.., ~ara crecer y multiplicarse,gra.n 
ca.~tidad de agua en sus inmediaciones. El agua es el vehículo 
por la cual los materiales esenciales penetran en la célula y 
salen todos los desechos. No es sólo un reactor en procesos 
metabólicos sino que tam.oién es parte integrante del ~rotopla!!_ 

ma. (5) 

Las bacterias, igual que todas las demás células vivas cog, 
tienen gran proporci6n de agua. Esta es el nrinci •al comoonen 
te de las células y representa del 75 al 85 ~del peso tota1.t5) 

El agua a causa de su abundar..cia y ubicuidad era consid~ 
rada con frecuencia un líquido inerte, meramente destinada a 
llenar espacios en los organismos.vivos. ?ero en realidad s~ 
bemos que el agua y los nroductos de su ionización, los iones 
hidroxilo e hidronio, son factores importantes en ia determin.@: 
ci6n de la estructura y las proniedades biológicas de las prQ 
tainas, de los ácidos nucleicos, así como de las membranas de 
los ribosomas y de otros muchos comnonentes celulares.( 8 ) 

El nunto de ebullición, tensión sunerfjcial, calor de vd:. 
porizaci6n y el de fusión del agua, son más elevados que el de 
otros hidrocar1iuros, como nor ejem 'lo H2s 6 NHJ" (('.) 

El calor de vaporización es la cantidád de energía neces~ 
ria ·ara sunerar las fuerzas de atraccj ·~n entre moleculas ad
yacentes en un liquido. Los calore:.i de vaporización de algun,o_s 
líquidos en sus nuDt•;s d•- ebuJ lici6n com"'arad.os con el calor 
de vaporización del aguú se dan en la tabla 1.0 • 
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.Agua. 
lletanol 
Etanol 
n-IJropanol 
Aaetona 
Eenceno 
Cloroformo 
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TABLA 1.0 

Hvap. cal/g 
540 
263 
204 
164 
125 
94 
59 

Estas pro?iedadea indican que iliaa fuerzas de atracción y 

su cohesión interna entre moléculas son relativam~nte elevadasf8 ) 

Cu.ando dos moléculas do agua se aproximan se estab1ece una 
atracción electrostática, esto va acorupa.flado por una redistri
bución de las cargas electrostáticas en ambas molécu.l.á.a~.( 8 ) 

Una unión electrostática compleja de esta clase se llama 
enlace de hidrógeno.; Cada. molécula de agua es capaz de unirse 
~on 4 noleculas de agua, Fig.1 • 

Los enlaces de hidrógeno se presentan entre cualquier át.Q 
mo electronegativo como el oxigeno, nitrógeno, fluor y un áto
mo de hidrógeno unido covale1: temen te a ot:ro átomo electronega
tivo. 

La intensi~icaoi6n de las fuerzas de atracción por la CO.Q 
peración de muchos enlaces débiles se llama cooneratividad. 
El enlace de hidrógeno cooperativo es una característica exhi
bida tanto por proteínas como por los ácidos nucleicos por ejem. 
plo. El agua es un solvente mucho mejor que la mayor parte de 
los 1iq_uidos. El agua disuelve con facilidad cr)m'1uestos no i6-
nicos de cara.cter polar como azúcares, alcoholes, aldehídos y 

cetonas. Su solubilidad se debe a enlaces de hidrógeno con gr]! 

pos funcionales polares. 
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Fig.l, enlace tetraédrico de hidrógeno alrededor de una 
mólecula de agua en el hielo. Las moléculas 1,2 y la molécula 
central se halla:i en el plano del pa:iel. la molécula 3 se halla 
por encima de el, y la moléccla 4 detras del plano. 

El agua dispersa 6 solubiliza, formando mi celas a los com 
puestoij que contienen grupos simultáneas, :fuertemente no nola
res y grupos fuertemente ~olares. Tales moléculas reciben el 
nombre de anfipáticas. En el interior de las n:icelas las int.!i!., 
racciones de Van der Waals, aportan :fuerzas de atracción, adi 
cionales. Las interacciones hidro:fóbicas son la asociación de 
las ::porciones hidro:fóbicas de Jas moléculas an:fipáticas que ti.2!! 
den a producir sistemas de e~evada estabilidad.( 8 ) 

Las propiedades coligativas del agua, tales como el deseen 
so del punto de congelación, la eJ.evación del punto de ebulli
ci6n, la disminución de la presión de vanor, etc; denenden del 
nlliner.o de ~articulas de un soluto X por unidad de volumen del 
solvente. (B) 
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1.2.2 Compuestos orgánicos de crecimiento 
bacteriano. 

El desarrollo bacteriano consiste en ·.;na sucesión de fases 

caracterizadas ~or variaciones en las sustancias nutritivas del 
medio que se convierten en protonlasma bacteriano, el cual se 
com1,one de un conjur,tc• de com:uciJtos comnle,jos. Sin embargo 
hay ciertos constituyentes r¡uímicos q_ue, aunque :ítarían grande
mente de un microorganismo a otro, son componentes básicos de 
todas las células bacterianas~ 

Proteínas. 

Las proteínas contienen carbono, hidrógeno, nitrógeno, ox! 
geno y casi todas contienen azufre 9 Existen otros elementos 

adicionales como por ejem:1lo el fósforo, hierro, cinc y cobre • 
Los pesos· moleculares de las nr'Jteinas son mey elevados, pero 
por hidrólisis áci a·a, las moléculas protéi cns dan una serie de 

compuestos orgánicos sencillos de bajo oeso molecular: estos 
compuestos son los ..e:: -amj.noácidos, que difieren entre si en l a 
estructura de sus grupos R 6 cadenas laterales,Fig.2. 

R, ___ !,--coot 
ÁH+ 3 

Fig.2,formula estructural general de los oe-am.inoácidos 
hallados en las proteínas. Los gru· . ..,os R son diferentes. 

Por lo común,solamente se encuentran 200C:: -e!lllinoácid0a di.!!_ 
tintos en las proteínas. 

En las moléculns nroteic.:s los suceoivos restos de aminoá-
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cides se hallan covalenteruente unidos entre sí foTI11ando largos 
polímeros no ramificados. Están unidos en una orde~ación de _ 
cabeza a cola mediante unas unionec amida sustituidas llamadas 
enlaces peptídicos, ~reducidas por eliminación de los elemen
tos del agua entre el gruSo carboxilo de un amino y el grupo_ 
ol -amino del siguiente.< ) 

Muchos microorganismos requieren uno o más aminoácidos _ 
para desarrollarse, estos aminoácidos representan unidades e
senciales para el microorganismo que no es capaz de sintetiza.E, 
los. Lae bacterias gram positivas tienen limitada su capacidad 
para sintetizar los aminoácidos y dependen de una fuente ex6g~ 
na. El requerimien·to para un aminoácido déte:rminado está infl.J:! 
ido con frecuencia por la comuosición del medio de cultivo.Las 
interacciónes entre los requerimientos de vitaminas y aminoá
cidos son frecuentes.(B),{9). 

Los polipé;,tidos pueden contener centenar¡;s de unidades_ 
de aminoácidos. Las cadenas polipeptidicas de las proteínas _ 
no son, sin embargo, polímeros al azar de longitud indefinida; 
cada cadena polipeptidica posee una comrosici6n química especi 
fica, un peso molecular y una secuencia ordenada de sus aminQ. 
ácidos estructurales y una forma tridimensional. (G)(7)(B)(9). 

Las proteína.s se pueden dividir basándose en su composi-. 
ción en: proteínas simpleG y proteínas conjugadas. Las protei 
nas simples son aquellas que por hidrólisis yroducen solamen
te aminoácidos, sin ningún otro producto principal, orgánico_ 
o inorgánico. Las proteínas conjugadas son aquellas que por R 
hidrolisis producen no solamente aminoácidos, sino también o
tros componentes orgánicos o inurgánicos. La porción no aminQ 
ácida de una !Jroteina conjugada se denomina .grupo prostético. 
Lns µroteinos conjugadas nueden clasificarse de acuerdo con 
la naturaleza química de ~us gruooc prcistéticofl. (tj) 

~n las proteínas existen 4 niveles estructurales. La es
tructura primario., consiste en 1 a secuencia de reaiduos de am.! 
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noácidos. La estructura secundaria, se refie~·e a la estruct]! 
ra helicoidal o de otro ti_¡o de se¡!\mento de la cadena primaria. 
La adición de nliegues do. lugar a una estructur~-. ter;:iaria más 
o menos globular dol ruon6mero (cadena 1legada). Finalmente la 
reJ.aci6n entre diversas proteinas da lugar a una estructura .· 
cuaternaria, gracias al ensamblamiento de monómeros idénticos 

y distintos para formar un olig~mero. Las estructuras terci~ 
ria y cuatérnaria se forma gracias a enlaces de hidrógeno, e~ 
laces hidrof6bicos enlaces iónicas y enlaces de Van der Waals, 
y pueden ser estabilizadGs gracias a la presencia de enlaces 
covaléntes S-S ~B),(g). 

Peptonas. 

El término ~e~tona se he em~leado para definir un produ~ 
,to soluble en agua y que es obtenido ror hidrólisis de nrotei 
nas. 

Este material contiüne una me~cla de aminoácidos J.ibres, 
péptidos y proteosas que pueden permanecer en solución después 
de ser calentadas a ioo0 c. La presencia de metales alcalinos 
o fosfatos provoca el precipi~ado de las pe~tonas, cuando estas 
se encue:.tran en plí neutro. Es por ello que deben empl.earse 
peptonas producidas a pll cercauo a la neuti·ci idad. Todas las 

peptonas deben ser elaboradas bajo condiciones estrict:.:.s de .; 
control de calidad. Existe w a ~ran varietlad de és·tas debi<l·.:> 

a las diferentes derr,andas de l·:.s microorean:mn::.s ~ª"ªciertos 

aminoácidos y péptidos. En general las proteínas em7Jleadas 
'!)ara la producci 6n de peptonas son de:_ dos ti?OS, '!)roteinns an1:_ 
$ales (incluyendo caseína. gelatina y ca~ne) y proteínas vege 
tales (soya). {S),(J.O),(ll). -

-Las peptonas se obtienen por diferentes tipos de digestión 
ya sea ácida .. alcalina o enzimática,tabla 2.0 • 

La. hidr6lis.;.s ácida provoca la rupturu de todos los enl.@:. 
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ces peptidicos y produce s;,lar.1ente ar.:inoáci:ios libres, asimi§.. 
mo destruye algunos a.ctinoác.idos im.,ortantes como el triptófanoP6 ) '(ll) ·' 

TABLA 2.0 
Escisión especifica de cadenas poliryeptidicas: 

_r_[_[_r_¡-2 

~-
Aminoácido 1 

Me todo. 
Tripsina 
Q.uimotrip.sina 
Pepsina 
Termolisina 
Bromuro de cianógeno 

Aminoácido 2 

Enlaces pentidicos~ escindidos. 
Aminoácido 1 = Lys Arg. 
Aminoácido 1 = Phe,Trp,Tyr. 
Aminoácido 1 = Phe,Trp,Tyr,y otros. 
Aminoácido 2 Leu, Ile o Val. 
Aminoácido 1 Met. 

Los materiales obtenidos por hidrólisis pueden ser emple§ 
dos por las bactedas como fuente de enereia y elaboración de 
más proteínas, ~S, indol, aminas, etc~ 6 ),(7),(lO),(ll). 

En la elaboración de medios de cultivo se recomienda emplear 
las pe9tonas que contengan las características aproDiadas para 
la prueba que se desea realizar. Por ejemplo en las pruebas de 
indol conviene emplear peptonas ricas en triptofano~ll) 

Es im~ortante considerar que además de los aw.inoácid0s, 
las peptonas contienen otrns sustancias que estimulan el crecá, 
miento de microorganismos tales como los ácidos nucléicos, mi 
nerales, vitaminas y en ocasiones carbohidratos como los que 
se encuentran en las peptonas de soya. (L),(l0),(11). 
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Hidrolizados. 

Los hidrolizados son mezclas de péptidos de alto y de b~ 
jo peso molecular y de aminoácidos, que G\O obtienen por hidr.Q 
lisia ácida, alcalina o enzimática a partir de proteinas. 

Los hidrolizados usados en microbiología son: 
a) Caseína hidrolizada con ácido. Se obtiene como el hidrQ 
lizado de caseína, mediante hidrólisis clorhídrica de caseína, 
conservandose en este proceso hasta cierto grado, las vitami
nas y los factores de crecimiento. Constituye en general, por 
lo tanto, un buen sustrato ~ara microorganismos y especialme~ 

te para la multiplicación de bacilos diftéricos, bacilos tet! 
nicos y estreptococos con la finalidad de obtención de toxoi
dea y vacunas.(ll) 
b) Caseína hidrólisis (con ácido) exenta de vitaminas. Es
te hidrolizado se obtiene por hidrolisis clorhídrica de case! 
na, siendo realizado este proceso de tal manera que resultan
notablemente destruidas las vitaminas y los demás factores de 
crecimiento, en C·Jlltr&.ste con el punto anterior. Es adecuado_ 
para la preparación de medios de cultivo destinados a la de-_ 
terminaci6n microbiológica de vitaminas. Es un polvo coposo,_ 
de color amarillo pálido, que se disuelve fácilmente en agua. 
Su pérdida de peso por desecaciün, a l05°c, alcanza el 5% máx! 
mó, el contenido en cenizas de sulfato alcanza 5% máximo, el 
contenido de cloruro de sodio es del 25~ ª)roximadamente, el_ 
contenido en nitrógeno ea de 7% máximo.< 11 

e) Caseina hidrolizada (de pancreas) Exenta de antagonistas 
de sulfamidas. El bidrolizado de caseína se obtiene mediante 
descom~osición enzimática. La hidrolisis da lugar a un eleva
do contenida en aminoácidos libres. El bidrolizado sirve para 
la preparación de medios de cultivo para microorganismos exi
gentes, gracias a su insignificante contenido.en antagonistas 
de eulfamidas(ácido p-aminobenzoico)se utiliza para la pre-¡:iar!!: 
ción de medios de cultivo destinados a ensayos de sensibilidad 

( de 
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gérmenes infecciosos frente a sulfumidas. Es un polvo finame~ 
te granuloso, de color amarillo :Jálido. Su pérdida de peso por 
desecación, a 105°0, alcanza 7~ como máximo, el contenido en 
cenizas de sulfato alcanza 10%, como ·ra.~xirno,el contenido en 
nitrógeno es de 12% como minimo. Carece de carbohidratos fe!:_ 
mentables, ea fácilmente soluble en agua. En la preparación 
de medios de cultivo destinados a ensayos de sensi bi1 idad se 
utiliza en concentraciones de ).O g. por litr0.(lO),(ll). 

d) Hígado hidrolizado (enzimático). Se obtiene por descompQ 
sición enzimática de hígado de buey. Se añade preferentemente 
a medios de cultivo destinados a la mul ti"llicaci·ón de trichomQ 
nas, brucellas, mycoplasmas, gármenes anaerobios y hongos. El 
hidrolizado se utiliza en concentraciones·de hasta 25g por li 
tro. El hidrolizado se utiliza en concentraciones de hasta 10 g. 
por litro ,en el caso de cultivo de trichomonas, siendo el mi 
nimo 5 g. por litro. (lO) '(11) • 

Extractos. 

Los extractos son productos de maceración en solución acu.Q. 
sa .obtenidos por calentamiento, que seguida.mente se reducen a 
polvo :ior evaporación. Son ric·;s en pr)teínas de bajo -peso lli.Q 

lecular y en factores de crecim:!.ento. Los ti11os de extracto 
más utilizados en microbiología son los siguientes: 
a) Extracto de carne. Se obtiene a partir de carne libre de 
tendones y de grasas, que se somete a predigestión enzimátic~ 
mente. Mediante investigaciones cromatográficas en capa fina, 
puede comurobarse que está prácticarnen~e libre de carbohidratos 
fermentables, resultando especialmente adecuado nara la prepa
ración de medios de cultivo destinados a la realización de en
sayos de fermentación. Su elevado contenido en albur.iosas pe!: 
mite un consumo económico, de s61o unos 5 g. por litro. 
b) Extracto de levadura. Se obtiene ~or extracción acuosa 
de levadura. de cerveza. autolizadn. lJebidc, al elevado conteni-
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do en vitumina B~ ofrece excelentes condiciones de crecirr.iento 
para una serie de microorganismos. Es un polvo fino, amarillo 
parduzco, de olor característico. Es soluble en agua, dando 
una solución clara,,pardo-amarillenta. La nérdi1a de peso por 
desecación, a 105°c, alcanza de un 5% corr.o máximo, el conteni
do en cenizas de sulfato es de 15% como máximo, el contenido 
en cloruro de s6dio e~1 de 2% como máximo, y el contenido de ni 
trógeno es él.el 10% c:;mo mínimo. No posee carbohidratos forme!! 
tables. Y no se detecta albúmina C·Jagulable. El extracto de 
levadura se añade a medios de cultivo en conc.entraciones de 3 g. 
por litro. ( 6 ) ,(7) ,(lO) ,(ll ). 

c) Extracto de malta. Se obtiene a partir de cebada malteada. 
Por su elevado contenido en divers:.:s carbohidratJs ,sobre todo 
en mal tosa, es adecuado ,.,ara. la ··reparz.ci6n ele ;~edios de cul ti·vo 
destinados a la multi~licación de levaduras y mohos. Se utili 
za en la ~reparación de medicare cultivo, en concentraciones 
desde l hasta 10 g, por litro. Su consistencia es de un polvo 
:fino a entrefino, su culor es amarillo a parduzco claro, con 
débil olor a mal.ta. Su.contenido en cenizas alcanza 1.3%, el 
contenido en proteínas es de 5% como máximo • 

... 
Hidratos de carbono. 

Los hidra tos de carbono, aácarid os o glúcidos, se definen 
sencillamente como polihidroxialdehidos o polihideoxiacetonas. 
Muchcs poseen la formula emi;iirica ( CH2o)n , que da a entender 
en su origen que se trataba de hidratos de carbono. Estos de
sempe.ñan las funciones de almacenaciento de energía y componen
tes estructurales entre otras funciones. 

Los polisacárid•)S (glucanos) se clasifican 11uimicamente, 
como homopolisacáridos, que contienen una unidad munosacáridn 
simple que se xepite (por ejemnlo, el glucógeno, polímero de 
la glucosa) y heteropolisacáridos, que contienen dos o más un1 
dades monosacáridas que se repiten (pur ejem'lo, el ácido hia
lurónico, un polímero en el que alternan el ácido D-glucur6nico 



-17-

y la N-acetil-D-glucosrunina). Se clasifican también funcional 
mente como polisacáridos de reserva o como estructurales~lO)\ll) 

Las paredes de las células bacterianas contienen péptid.Q. 
glucanos (mureínas), Heteropolisacáridos del ácido N-acetilm!!_ 
rámino y N-acetilglucosamina, con péptidos cortos que enlazan 
transversalmente y que contienen D-ruoinoácidos. Las paredes~ 
celulares de las plantas superiores contienen celulosa, otros 
nolisácaridos y ~roteinas. Las células animales poseen cubie~ 
tas flexibles que contienen muconolisacáriuos-ácidos acoplados 
a las proteinas. Existen tres clases de gluco-proteinas disti~ 
tas, clasificadas por sus restos B.L1inoácidos a los que se ha
llan unidos las cadenas laterales de oligosacáridos.< 8 )(lO){ll) 

Lípidos. 

Los lipidos son biomoléculas orgánicas insolubles en agua 
que pueden extraerse de l~s células y los tejidos mediante di 
solventes no ~alares, por ejemplo el cloroformo, el eter o el 
benceno. l!Jcisten diferentes familias o clases de lipid&~}(lO)(ll) 

Los lipidos desempeñan diversas funciones biológicas im~ 
nortantes, actuando como: a) comoonentes de membranas, b) cu
biertas protectoras sobre la suuerficie de muchos micr·oorganig 
mos y c) :formas de transnorte y almacenamiento de energía (los 
triac~lglicétidos desempeñan ~rimordialmente el papel de com
bustibles de reserva en forma de gotas de grasa en las célu-_ 
las~ ( 10 )( 11 ) 

Los liTJidos son transnortados en la sé1ngre nor las lipo
!)roteínas del nlasma, de l::,s que existen cuatro clases difere!!_ 
tes, que se distinguen nor sus dif'eren tP. s dens idade:J. 

La mayor norte de las membranas contj.enen entre un 50 y_ 

un 60<;(, de nroteino.s, y .m 40-50~ de J.ínidos. Los li.;•idos es-_ 
tan preHentes en i•o1 ac:i ones molares fijas, que vienen determi 
nadas gené tj crunent,e. Se han rH'"nUeb tn vari ')G moúe1os de ei:; tr;:i°Q. 
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tura de me~brana y asi ~odemos observar que la evidencia dada 
por los experimentos aooya el modelo de mosaico fluido, el cual 
está constituido por una bicapa de f:isfoglicérideis de cristales 
líquidos, en la que nenetran las proteinaH globulares parcial 
o completamente. Algunas pr•iteinas de la membrana plasmática 
contienen cadenas laterales olig .. ;sacarídas que forman protube
rancias en la superficie celular. (B),(l0),(11). 

Vitaminas. 

Además de sus componentes raayoritarios, como son los ác,i 
dos nucleicos, los glucosidos y los lí~idos, las células vivas 
tienen también sustancias orgánicas que actuan en cantidades 
mínimas; las vitamjnas. Aunque estas sustancias son vitales 
para muchas formas de vida, su im~ortancia biologíca ae mani
fiesta por que algunos organismos n~· las pueden sintetizar, y 
deben ~dquirirlas, de procedencia exógena.< 6),(7),(8),(lO),(ll). 

Las vitaminas se clasifican en dos grar1des gr11pos; las h! 
drosolubles y la linosolubles. La funcivn c0enzimática de t.Q. 
das las vita.minas hidrosolubles es razonablemente bien conoci 
da, con excepción de la vitamina C. Se necesit~n además otras 
varias sustancias hidrosolub~es como factcres de crecimiento 
para algunos microorganismos, ~ero se encuentran en cantidades 
mayores que ellas; se incluye en es te gru 'º el in o si to¡, la C.Q 

lina y la carni tina. ( 8 ) '(lO)' (ll) ,(J.2 ) • 

Las vi tanünas liposolubles ~m:p:r:enden a las vitaminas A, 
D, E, y K. Solamente los an1males superio~es parecen precisa~ 
las de procedencia exógena; no se ha oodido establecer todavía 
claramente el papel de las vitaminas liposolubles en loa vege
tales ni en los microorganismos. No ~arece que sirvan de com
DOnentes de las coenzimaa, sino que actúan nor otros caminos 
que precisan solamente cantidades minimas de ellas. En culti
vos celul.areo se a "lodido observar los ef'ectos producidos por 
las vitaminas A y D·. ( 13) 
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Aunque estos c ·mionentes no bastan oor sí solos ~ara pr.Q 
porcionar ritmos n('lrrnales de crecimient.), cu8..Ildo la ración se 
suplementa con alimentos naturale~,, ric ,s en factores ee cree.!_ 
miento se observan incre1,•entos en el crecimient0. 
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1.2.J. Compueetos inorgw1icos de crecimiento 
bacteriano. 

Las bacterias necesitan para su desarrollo determinadas 
sales inorgánicas. Ea tas deuempeñan tres papeles pri.nci pales~ 9) 
1) El mantenic1iento de un est;.,do coloidal y una presión osmQ. 

tica. adecuados. 
2) El ma,n.tenimien to del equiLbrio ácido básico que aunque 
menos riguroso que en los mamíferos deben mantenerse. 
3} La acción coceo parte de las enzimas o como activadores 
de las reacciones enzimáticas.(9) 

Poco se sabe acerca de los requerimientos inorgánices.Ye.r. 
daderos de las bacterias y de su na~el en la célula debido a 
las can 'tidades mínimas requeridas y nor el hecho de que tales ve!!_ 
ti~ios, que se encuentran como impurezas en los componentes no~ 
mGles de los medios de cultivo, suelen satisfacer todas las n~ 
cesidades de la célula. Entre los elementos inorgánicos ese!! 

ciales pa~·a las bacterias están e.l azufre, hierro, magnesLJ y 

í'6sfoJ."a. El azufre es un constituyente de sustar>.cias tales C.Q. 
mo cistina, la metionina y la tiamina. Puede ser suministrado 
a algunos microorganismos en forma de sulfatos: otros requieren 
una fuente orgónica, como la metionina. El hierro es esencial 
para el fllilcionamiento de varias enzimas como se demuestra por 
la supresión de lti actividad de la catalasa, ~eroxidasa, hidr.Q. 
geliasa f6rmica y citocromo en células deficientes de hierro. 
El coprogen, es un compuesto férrico org~nico aislado de algu
nas bacterias y hongos, tiene pro'bablemente il!;''Ortancia cm"o 
sistema transport<:-.dor de hierr·o. El magnesio nartici !'la en la 
fosforilaci6n de otras reacciones enzimáticas. Los bacilos e~ 
porulndos y neumococos forman largas cadenas en un medio defi
ciente en magnesio; ~ero vuelven a la normalid~d cJn la adición 
de áste. Los fosfatos juegan un pa-,el imnortante en la trans
ferencia de energía; su nivel eBtá ligado al metabolismo; ea 
insignificante en ausencia de rna teriuJ.es nu tri ti V•Jfl :1 ma:rcad!!_ 
mente inhibido por cianuro, dinitro renol o azida, 'que reprimen 
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las actividedea meteb'111cas. La elevación y pérdida de fosfato 
se alte:;:-a nor los metales nesad:.s sem.1n se ha lernostrad1J nor (l7Hl8 ) 
medio del ~stu:lio realizad~ por Wari~, '//ercmrin y Mi tchell ~ 14 )(l5)(16 ) 

La mayor parte de los estudios sobre los requerimientos 
inorgó.n:i:bos de las bacterias ·se han orientado primordialmente 
hacia la determinación de los que eon e~trictru::ente indis:pens~ 

bles.(7) 

Solamente 22 de los lOG element.:.s riuímicos encontrad .. s en 
la corteza terrestre son com'.ionentes esenciales de los organis
mos vivos,tabla 3.0 • Los cuatro elementos más abundantes en 
la corteza terrestre son el oxigeno, silicio, aluminio e hie
rro. (8 ) 

TAJ3LA 3.0 
Los siguientes elementos son esenciales en la nutrición 

de unr. ., más especies, '1ero no t,1dos son esenciales · 1ara cada 
es'.")ec1é. 

l)Elementos de la 
materia organica. 

o 
e 
N 
H 
p 
s 

2)Rastros de 
elementos. 

Mn 
Fe 
Co 
Cu 
Zn 
l3 
Al 
V 
Mo 
I 
Si 
Sn 
Ni 
Cr 
F 
Se 

3)Iones monoa-
t6micos. 
N~+ 
K 
M 2-t-
0~2+ 
01-
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Oll'.!geno. 

En base de sus requerimientos de oxigeno lns bacterias se 
dividen en c\.1.atro grupos: 
1) Aerobios obligados. Son aquellos microorganismos que re
quieren oxígeno para su deuarrollo. Por ejem,lo, los aerobios 
obtienen energía por la degradaci6n completa de los carbohidrg 
tos; Los-anaerobios sólo efectuan desdoblamientus o fermenta
ciones parciales de J.os carbohidratos. La catalaaa y el aist~ 
ma citocromo que se encuentra en las bacterias aerobias faltan 
en los organismos anaerobios.{7) 
2) Anaerobios obligados. Son aquellos microorgar1ismos que 
exigen una tensión reducida de oxigeno para crecer y que no 
crecen en un medio sólido gelificado con una atmósfera de 10% 
de C02del aire (18f. de oxígeno). Esta explicación o definición 
no toma en•.:cuenta factores como potenciales de óxido-reducción 
y la susceptibilidad a loa peróxidos, los cuales ~ueden ser más 
importantes que la tolerancia al oxigeno.(l9),( 20J, 

3) 1\naerobios facultativos. Son aquellos microorganismos por 
ejemplo que crecen bien, tanto en ausencia como en presencia 
de aire (enterobacterias). , 
4) Microaer6filos. Son aquel~os microorganismos que crecen 
mejor en los medios s6lid0s, en tensión reducida de oxigeno 
con 10~ de C02del aire. Algunos de estos microorganjsmos pue
den ser capnofílicos más que microaerofílicos. Por ejemplo 
neisserias patogenas.(l9) 

El potencial de óxido-reducción (Eh) de los medios de cui 
tivo determina si habrá des:~rro'llo o no de un inóculo cua.ndo se 
transfiere a un medio fresco. El Eh de la mayoria de los medios 
en contacto con el aire es de +0.2 a 0.4 voltios a pH::: 7.0 • 
Los microorganismos estrictamente anaerobios son incapaces de 
desarrollarse a menos que el Eh del medio sea tan bajo como 
-0.2 voltios. El oxígeno, considerado tóxico r1ara los anaero
bios obligados, no es inhibido su crecimiento si· el Eh es aufi 
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cientemente bajo. El Eh de un cultivo disminuye -p:ir la excl!J:. 
si6n de oxigeno, por el uso de sistemas buffer de óxido-reduc
ción tales como cieteina-cistina o ácido ascórbico y por la a.Q. 
tividad de las células en desarrollo. La aereación tiende a 
producir potenciales más positivos.< 2 ),(7),(9). 

El oxigeno se toma princi~almente de la atmósfera, y es 
~oco soluble en agua. Los métodos caraces de aumentar la supe.!: 
ficie de interfase liquido, gaseosa, son el burbujeo r~pido del 
aire a través de un aspersor poroso o el goteo en reciclado, 
aumentando de esta forma el crecimiento microb:iano.C:?),(7), 

Anaerobiosis. 

Los compuestos como tioglicolato de sodio (HSCH2C00Na), 
permiten el crecimiento hasta de los anaerobios más estrictos, 
biendo capaces de crecer en tubos expuestos al aire. En los 
cultivos mixtos ~os anaerobios estrictos pueden depender de m.i 
croorganismoa facultativos vecinos, que utilizan el oxigeno y 

ciertos microorganismos facultativos (por ejemplo E. coli) que 
necesitan cistina para poder iniciar su crecimiento· aerobio en 
medio de oul tivo de tipo minimo; la cisteina no es útil pa1•a 
ello. Ea posible que la anaerobiosis estricta disminuya el 
número de enlaces S-S necesarios para el crecimiento, y que e,2_ 
tos enlaces sean recuperables gracias a la cistina. Las cond,i 
ciones de anaerobiosis se acomplfiande un reducido potencial r~ 
dox dí,O;(B) 

Bióxido de carbono. 

Las bacterias no se desarrollan cu:"ndo se les ·1riva por 
complet0 de bióxido de carbono. Esta inca··acidad para de~:-irr.Q_ 
l~arse eo debida a u..~a interrupción de ?rocesos de síntesis ~or 
lo que el bióxido de carbon0 es asimilad::. en la célula. ( 7) ' ( ) • 

Es dificil va.i.orar con 'recia·: (,n la vurda(1E:ra i. ortancia de 
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la asimilación heterotrófica de bióxi~o de carbono pero hay 
pruebas convincentes de que es ésta una función fisiológica ~ 
aencial oara todas las forwas vivas. {2 l),( 22 ) 

Para obtener una atm.ósfora que uro 1orcione de 5 a 10 % 
de co2 , se pone en un recipiente ce:rrado herméticamente una 
bujiá para que: se consuma el o 2 y se anaga al concJ.uir la ºº!!! 
bustión. (7), (o) 

Las células fotosintéticas y la células heterótrofas ae
robias se alimentan en una relación llamada sintroría, en los 
ciclos de carbono y del oxigéno. Las células fotosintéticas 
producan co~puestos orgánicos, tales como la glucosa, a partir 
de co2 atmosférico y del a.gua y a expensas de la energía solar. 

Las células heterotróficas utilizan compuestos orgánicos prod~ 
cidos por las células fotosintéticas como combustibles y el 
bióxido de carbono formado como producto final de su metaboli~ 
mo vuelve a la atmósfera para ser utilizado de nv.evo ·ror J.aR 

células fotosintéticas"; fig. 3.0 .(7),(B) 

Glucosa 
.... --------------- ................... . 

Energía 
solar 

º2 

Ce lulas 
heterotrofas. 

Fig. J,O, ciclos del carbono y deJ oxigeno en 
la biosfera. 
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Nitrógeno. 

En el cicrlo-_.bialógjco del. nitrógeno, las "'J.antan obtienen 
su nitrógeno en forllia de nitrato reüuciéndolo a amóniaco y ami 
noácidos, estos ultimos son utilizados desnués por los anima
les y devueltos al suelo en forma de urea o de fil1oniaco, los 
cuales son reoxids.dos a ni tratos por bacterias del s~ielo (so
lamente las bacterias, fijadoras de nitrógeno pueden emplear 
el nitrógeno molecular de la atmósfera, fig. 4.o.< 6 ),(7),(0 

.,_ ________________ 
911

Am.inóácido"1-,.. ..... ,..._.,. 

Plantas 
superiores 

:Bacterias 
ni trifican tes 
(ni trobacter) 

NH
3 

Bacterias 
fijadoras de 
nitrógeno. 

Nitrogeno 
atmosferico 

Nitrito 

Bacterias 
ni trifi.cantes 
(ni tras om onas ) 

Fig. 4.0, Ciclo del nitrógeno. 
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Oligoelementos. 

El Fe3+, es fundamental para formar proteínas q_ue contienen 
grupos hemo en 1oa organismos aerobios, y necesurioa para for
mar enzimas que no ~oseen grupos hem en los anaerobios (por la 
toxina di:ftárica). Otros eJ.ementos necesarios son el Zn2+, el 
u:n2+,y el Mo2+, este último es utilizado uara 1a fijación de N2 
y para la reducción de nitratos. El co2+es utilizado nor las 
bacterias que producen vitat1ina B12 • El Co2+no ha sido encon-
trado en ninguna enzima, y se ha demostrado su poder de inhibi 
ci6n de crecimiento microbiologico. Referente al ca2+, los mi 
croorganismos gram negativos no precisan de ca2+, en cambio el 
ca2+, es un componente importante de la µarad de 1os bacilos 
gram positivos y de sus esporas, y al parecer interviene tambi~n 
en los procesos de excreción de proteasas en.dichos baciloa.{7) 

Siderocromos. 

Siderocroruos y transporte de Fe. A pH neutro e1 Fe3+fO!:, 
ma hidróxidos coloidales insolubles. Por esta razón la célula 
ha de producir y de excretar compuestos quelantes de Fe3+(ea 
decir, compuestos que forman complejos coordinados solubles), 
facilitando así su absorción. La producción de estos compuef!. 
tos dependen de su bajo contenido en Fe, hay dos tipos de co!!!_ 
puestos capaces de unirse al Fe3+, (aiderocromos) los ácidos 
hidroxámicos (-CONH20H), también llamados aideroaminas y los 
catecolea (2,3,hidroxibencenos). El citrato es también un.qu~ 
lante de Fe3+. (7) 

Las bacterias entericas, forman un trímero cíclico a par_ 
tir de la 2,3, dihidroxibenzalserina, llamado enterobactina o 
enteroquelina, mientras que Enterobacter (o aerobacter) produce 
tarnbién ácido hidroxámico (aeroba.ctina). Una es}Jecie de Mic.Q. 
bacterium precisa ~ara crecer de una siderrunina, llamada mic.Q. 
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bactina, producida por otras micobacterias. Ciertos microorg!!_ 
nismos producen sideromicinas que son análogo~ de los antibio
ticos, no quelantes, que impiden la captación de sideraminas.(7) 
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1. 2 .4 Temperatura. 

El calor es una de las formus de energía ~ue ~osee la ma
t~ria en virtud del mO..Zimiento de sus moléculas. El cuadrado 
de la velocidad media de las moléculas es ~roporcional a la 
tempera tura.. La tem ~era tura es, pu ea una medida de la in tena,! 
dad de calor en un cuerpo y la cantidad de calor o energía en 
el cuer~o es el producto de temperatura por musa o volumen y 
también por una constar-te característica llamada calor especi
fico. Frío es un términó que signirica simplemente temperatu
ras más bajas que alguna de referencia, que suele ser igual o 
más baja que la tem?eratu.ra del cuerpo animal, tal como·~ tem
peratura ambiente. De todos los agentes físiccs, el calor tie
ne las mayores·aplicaciones generales y las más importantes cog 
secuencias para el estudio y cultivo de las bacterias y para 
la destrucción de éstas en su em~leo para la esterilización. ( 23) 

La temperatura influye en la velocidad de las reacciones 
químicas; en general, éstas ;?roce den con mayor rapidez a temp~ 
raturas altas, cuando las moléculas se mueven más aprisa. Es-
ta influencia se mide nor el c9eficiente de teru~eratura de una 
reacci6n a T 0 c. Y la misma reacci .. ~n a (T+lO)ºc, Este coefi
ciente es la relación de las constante::; de velocidad y se ex
presa por Q10y establece el número de veces que con mayor rapi 
dez o lentitud ·irocede una reacción al crunbi'l'l.t'.o la temperatura. 
Para las. reacciones químicas en general es mayor de dos, mien
tras que p~ra la mayor parte de los procesos físicos se aprox!. 
ma a la unidad. En los procesos químicos vemos que las veloci 
dades de reacción tienden a elevarse en proporción geométrica 
(aumentando un factor Q10 po~ cada diez grados) más bien que 
en línea recta. En el estudio del metabolismo bacteriano, en 
el ensayo de desinfectante3 y en los estudios bacteriológicos 
en ¡¡eneral, es importante recordar o.ue un aumento de 10°c, .en 

' o . 
la tel.'.lperutura, entre los 1.fmi tes de 18 a 37 e, s11elen d'..tplicar 
por lo men·:>S la vo·: oc:ldad de lrrn reacci.onoo. La ordenaci6n del 
número de muertes por el ca] Ol' sip;ue en esco.la J.o~arítmica; el 
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cociente nor 01 cual se reduce la .10b, :ición vi e.ble "lermanede 
constunte en el tiem~o. Los C)cientes de mort8'idud sun, nor 

eso, una medida mejor del 1oder bactericida que los datos de 
tieml"o y (·J) temperatura como base ~ara establecer un punto f,! 
nal de esterilizaci6n.(9) 

Si·· bien es c11sturubre hablar de una tem 1eratura óptima pa

ru el desarrollo bacteriano, en un análisis ~inal es necesario 
definir la fase o clase de actividad bacteriana a la cual se 
aplica el término. L~s bacterias pueden permanecer en estado 

de reposo sin evolucionar o pueden morir a determinaclus ter..;1e

raturas bajas. El aumento de tem·1eratura nor encima de un pun

to determinado. inhibe sus Hcti vidades y acaba matándolas. La 
actividad bacteria.na. entre est:Js límites extremos es muy va:ri§ 

da. La tero eratura óntima para la multiplicac:ión rá.nida no es 

siempre la de mayor cosecha, debido a uue los productos tóxicos 

de desecho se acumulsn con más rapidez a eota ternneratura y el 

catabolismo endógeno de la fase de mortalidad tiene, asimismo, 
un coeficiente de temperatura mayor que el del metabolismo ang, 

bólico del desarrollo, Las temperaturas óptimas de los "rOC.l! 

sos fermentativos, proteoliticos y sintéticos no son siempre 

las mismas que las del decarr0llo y tambi~n difieren entre ellas. 

La formación de es•10ras y flagelos tiene, en algunos casos, te!!!. 

peraturas óptim~s diferentes de la formación de toxinas y de 

virulencia. 

Aunque existen bacterias que se desarrollan a te::neraturas 

tan bajas como oºc, y tan altas como 85ºc, las formas vegetati 
vas de casi todas l~s bacterias patógenas se desarrollan entre 

20°c y 4o0 c. Algunaa son relativamente insensibles a los cam

bios de te1:1,1ero.tura, mientras que otrns como el go::wcoco, neu
moc,jco y bacilo tuberc11loso, son bastante sascepti1iles y se d~ 

oarrollan i:;ólo dentro de límites que difieren en pocos grados 

de su tJUnt'J óptimo. r..s bacilos del grupo coli, Bacillus an

thr:~cis, Vibr:! o C•JL'.lllla y otros crecen u temneraturas tan bajas 

como lu de ll·ºc. y tan al tas como de 4c0 c. o mái:i. Los limites 
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de temperatura entre 1 os cuales se desarrollan las bacterias 
sapr6fi tas son aún mucho miís amplios. ( 9) 

Efectos letales y destrucción por calor. Las bacterias 
pueden m.orir por exposición a tempe~aturas bajas y altas. Se 
emplean temperaturas _letales para obtener productos bacteria.nos 
y deshacerse de materiales de bacterias vivas esterilizándolos 
con calor. Estos efectos de la temperatura están influenciados 
por otras condiciones taJ.es como pH del medio y en caso de es
tar 1os microorganismos rela ti vamen te secos, por la. cantidad 
de agua. residual. En medios Jfquidoa·., las bacterias son más 
sensibles al calor si la reacción es ácida que se es alcalina. 
Para materiales secos la aplicación de calor húmedo es más efi 
caz que la del calor seco, tabla 4.o.< 23),( 24) :. -

La resistencia a temperaturas extremas de-pende de la esp~ 
cie·de bactaria, etapa de desarrollo y si forma o no endosporas 
resistentes. La gran resistencia térmica de estas dltimas se 
ha atribuido al estado de deshidratación y concentración del 
protoplasma dentro de ellas. 

TABLA 4.0 

Tiempos de esterilización ~or calor seco.< 24) 

Temperatura( 0 c): Tiempo (horas) 

140 
150 
160-170 
180 
185 

3 
2 
1 
20-30, minutos. 
5- 10, minutos. 

El limite más bajo de temperatura uara el crecimiento ba.Q. 
teriano puede estar en relación con un fenómeno de. solidifica
ción de l~s lípidos de membraba o con la extrema sensibilidad 
de los procesos de iniciación de la sintesis ~roteica frente 
a tempera tu.ras bajas, por encima· ·de las tem:peratu~as máximas, 

\ 
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muchas enzimas se desnaturalizan y se -produce la muerte celui¡f.: (g) 

Les limites térmicos para el crecimiento de un microorgg 
nismo son una característica estable de gran valor taxonómico. 
En general, las bacterias se clasifican en : 

1) Mes6filas. 
2) Psicrófilas {6 cri6filas)-Psicrotro 

ficas.( 25 ) -
3) Term6filas-Termodúricas. ( 25) 

Temperaturas bajas. 

Las temperaturas bajas son mucho menos destructivas que 
las altas. En la mayoría de; los casos, terr,peraturas de 5 a 
loºc. son útiles para conservar las bacterias vivas durante la~ 
gos ,periodos, los procesos metabólicos se inhiben en gran medi
da y la vida se mantiene en un estado de reposo. Rara vez se 
utilizan tempera.turas bajas para la esterilización. Si bien 
algunas especies, como gonococos y meningococos, mueren rápid,!! 
mente a oºc, los bacilos de la difteria, tifoidea y otros se 
han enfriado a la temperatura del aire líquido y del hidrógeno 
liquido (-250ºC) sin esterilizaci6n. La congelación de las baQ 
terias en agua ee más eficaz que la aplicación de fria seco, 
pero no es un medio seguro de inactivarlas, por lo cual no se 
imoide la diseminación de la fieb?"e tifoidea nor medio del hielo 

. . . 1 • -

contaminado. Las congelaciones y descongelaciones renetidas 
matan muchos más organismos que una sola congelación. (26 ) 

Los mj.croorganismos Psicrotróficos son aquellos canaces 
de drecer a 5º0 o tempera.tura:~ inferiores, sin tener presente 
su temperatura optima de crecimiento. El termino Psicrófilo 
hace referencia a·la. temperatura optima de crecimiento sin te
ner en cuenta su temperatura mínima de crecimiento. Los mic:roor 
ganismos termofílicos son aquell-0s que no solo resisten el tr~ 
ti:...rniento térmj.co a temneraturas relativamente altas, si no que 
las necesit;an 0ara eu crecimiento y actividadt:Js .metabólicas. ;,. 
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Los microorganismos terrnodúricos. ~~on c.rlueJ lé1s que resisten el 
tratrur.iento té."!J,ico a tempera tciras re la ti varr,entr; al tas t oero 
no crecen neces:.riamente a estal:l ter.i"erat:lrus. (2 5) 

Esterilización por calor. 

El calor es el agente físico que tiene anlicaci6n más ~ 

plia y eficaz -para la esterilización. Se puede arüica.r hume
do o seco, dependiendo la elección de la naturaleza de los mg 

teriales a esterilizar. Los dos métodos muestran, además ba~ 
tantea diferencias en su eficacia a la te~peratura dada. El 
reconocimiento de este hecho se debe en gran parte a las pri
meras investj~aciones de Koch.( 6 ),(9) 

Estas observaciones demostraron que las es~oras del car
bunco se destruían por ebu.llición en agua (100°c) de uno a dg_ 
ce minutos., mientras que el aire seco sólo era eficaz a 140ºc 
durante·--tr~s horas. Esta diferencia ha sido repetida.mente co& 
firmada por muchos otros investigadores.< 6),(7),(9) 

El calor seco destruye las bacterias por oxidación; la 
acción del calor húmedo ea más rápida y completAlllente distin
ta, ya que es por coagulación .de las vroteinas. Las bacterias 
e'xnuer:tas al calor hrunedo o al vapor, absorben egua y se hacen 
coagulables. También absorben, en el caso del vanor, el calor 
del a15ua de 1Jondensación (537 calorías por mole). Esta es otra 
ventaja del vapor y además la humedad hnce que nateriales como 
apósitos y paños quirúrgiuos e instrumentos de madera, ~ean m~ 
jores conductores del calor y aumente mucho el poder de penetr~ 
ci6n del calor húmedo.< 6 ),(9) 

El calor húmedo puede ser aplicado oor ebullición del ae.:ua 

(100°0), vapor fluente a la presión atmosférica (ioo0 c) o como 
vapor a presión, cuya temneratura y eficacia como agente este
.rilizante aumenta con ln 11resi6n. Las esporas de algunas bao-· 

terias del suelo que permanecen viables despúes de varias horas 
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en .el vapor flue:"te, mueren en pocos minutos bajo la nresión 

a 120-14o0 c. Es importante que el vanor esté satu ·~do'; ea d~ 
cir 1 que tenga toda el agua que la tem'1eratura ne:rrni te. El~ V.Q: 

por no saturado o eJ llamado supe!'calentado es menos eficaz, 

posiblemente por su relativa sequedad. Se ha dicho que nor 

·encima de 125ºC. el va7)or sunercalentado es sobre;msado en P.Q 
der este.rilizante por el vapor fluente a l00°C. ( 6 ~·, (g) 

La ordenación de las muertes da una <:!'irva logarítmica t<l!!. 

to para el calor seco como para el húmedo, sólo la velocidad 

es ·diferente. 

Métodos prácticos de esterilización. 

Combustión. Para objetos que han de ser destruidos o que 

resisten la incandescencia, el fuego di'recto es u:h método se

guro y fácil de esterilización: Agujas bacte:r-iol~gicas 1 1ami:_ 

nas de vidrio y otros pequeños objetos usados parc..; manejar'las 

bactc~·ias se acostumbro. :flrunearlas pasándolas por la· llama de 

µn·mechero.bunsen o de alcohol. 

Aire caliente. La '.esterilización se lleva a cabo en cá

maras de.aire caliente de disefto sencillo y distinta forma que 

consiste, ·por lo regular, en una caja metálica de doble pared 1 

recubierta de material aislante para conservar el calo:r-; el C.!i!; 

lenta.miento se hace por aire circulante calentado por mecheros 

de gas o por irradiación de resistencias eléctricas colocadas 

entre las dos ·paredes, .Van provistas de un termómetro en la 

parte surieriory de un dispositivo automático para regular ia 

tem~eratura. Para asegurar la esterilización de los objetos 

en una de estas cámar~s, la te~neratura debe mantenerse entre 

150 .y I6o0 c. durante una hora. Los paños de al~odón se ·t:i).es..

tan a 200°0. la esterilización ror el calor seco suele utili

zarse en el laboratorio l'ara. caj:·s de petri, matraces, tubos 

de ensayo, jerinir.us y pipetas y tw:ibién ·1ara muchos artículos 
llUe se estropean por la humedad, tabla 4.0 , ( 6 ),(7),(9) 
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Calor hlÍllledo. Diversos instrumentos jeringas y otro$ o~ 
jetos adecuados se pueden esterilizar por ebullición en agua. 
]astan cinco minutos para matar las forma::; vegetativas de to..:. 
das las bacterias; las es~oras requie~en, en general, una o 
dos horas, si bien hay esporas de algunas bacterias aaprófitas 
del suelo que han resistido dieciseia horas de ébullición. ~a 

adición de Iia2co3 en una concentración de l,~ al agua en ebulli 
ci6n acelera la destrucción de las es-poras y evita la herl'umbre 
en los objetos de metal esterilizados de este modo. La adición 
de ácido fénico, en proporción de 2 al 5%, al agua hirviente, 
asegura la destrucción de esporas del carbunco en diez a qui~ 
ce minutos. <9 ) 

Pasteurización. Algunos alimentos, en es9ecial la leche, 
se dejan libres de bacterias natógenas por este procedimiento, 
que supone el calentamiento hasta unos 6o0 c, durante treinta 
minutos y enrriamiento rapido a 13°C, o menos. 

Vapor fluente. El vapor fluente se usa comúnmente como 
método de esterilización nor el calor. Se puede llevar a ca-

" bo en una si~~ie vasija de las usadas en la cocina. En los 
laboratorios, el aparato origi~al de vapor ideado uor Koch ha 
sido reemplazaao por otros construidos con el sistema de est~ 
rilizador de Arnold. En éstos, el vapor se genera ~or ebulli 
ción de una pequeña cantidad de a~ua y circula por la cámara 
del esterilizador; el ag~a de condens~ción vuelve a rellenar 
el agua original, en donde sigue en circulación. la exposi-
ción al vapor en uno de estos aparatos asegura la muerte de 
las formas vegetativas de las bacterias en quince a treinta 
minutos. 

Esterilización fraccionada. Se emplea ~ara la esteriliz~ 
ción, a 100°0 1 de medios de cultivo. Consiste en la exposición 
repetida de los medios a l00°c. Durante tres dias consecutivos, 
quince a treinta minutos djarios. En los periodos intermedios 
de incubación. l.aa esooras viables se desarrollan en formas v~ 
getativas que son destruidas en el si~iente neríodo de calent-ª' 
miento a 100°0. •rres de estos ciclos asegurnn ln. esterilidad. 
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Se debe recordar que este método es aplicable solo a me
dios favorables al desarrollo bacteriano en los gue f~ci1mente 

t t . l6),(7),(9) 
las esporas se desarrollan en forma vege a ivas. 

Excepcionalmente, el método puede fracasar aun en medios 
favorables, cuando hay bacterias anaerobias esporuladas. Se 
ha observado que durante los intervalos de esterilizaci6n fraQ 
cionada se desarrollan esporas anaerobias después de la siembra 
de los oedios con otras bacterias cuando la simbiosis hizo P.Q 
sible su desarrollo. Con este método se han encontrado bacilos 
del tétanos en cultivos, de bacilos diftéricos empleados para 
la produccion de toxina. Además, es~oras que han sido leveme~ 
te dañadas por el calor pueden necesitar para su germinacjón 
un tiempo más largo del usual.(9) 

Vapor a presión. El uso del vapor a presión es el método 
de esterilización más poderoso que se conoce. Se aplica a la 
esterilización de objetos, ropa y de todas aquellas cosas que 
por :~u 1amafio puedan ponerse en el aparato y que no se dailen 
con la humedad. En el laboratorio se emplea !1a:1 a la esterili 
zación del instrumental infectado, tal como matraces, tubos de 
ensayo y cajas de petri que contienen cultivos. El aparato em 
pleado recibe el nombre de autoclave, de éstos hay muchas el.!!_ 
ses y son fijos o portátiles. Consisten fundamentalmente en 
una cámara metálica de paredes resistentes, con una tapa o pue.!: 
ta que se asegura para resistir la preoión interna de vapor. 
Van provistos de manómetro y válvula de seguridad. En los más 
sencillos, el agua se coloca en el fondo de la cámar~, donde ~ 

hierve por aplicación directa de llama de gas, hasta que el ai 
re es reemplazado por vapor; entonces se cierra la válvula y 

se continúa la aplicación de calor hasta alcanzar la presión 
deseada. En los modelos fijos más complicados el vanor se su
ministra por tubos de calentamiento. Cualquiera que sea el m_Q 
delo,, es necesario desplazar todó'el aire de la autoclave antes 
de cerrar la válvula, ya que de otra forma la aplicación de º-ª 
lor entre .húniedo y seco redundaría en pérdida de eficacia. 
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Cuando se ha comnl0t~do l~ esterilización se dismunuye poco a 
poco la -resión, porque si 6ota taja ránLi!l.lllente gor abrir un
te~ de tiemDo la salida del va~or ~e produce la ebullición sú
bi te;. dr los liquido .. c.m tuni.üo:,; •m los :frascos y rn~"traces, con 
la consiguiente expulsión de los tupones.( 6 ) 

La exposición al va·1or en uutoclc.ve a 11uince libras de nre 

s16n (sobre la presión atmosférica) durante quince a veinte mi
nutos es suficiente para destcuir todas las formrcs de vida bac
teríuna incluso esporas, tnbla 5.0 ( 6 ),(7),(9). 

T;,]L;, 5,0 
Temperaturas de vanor en el autoclave a varias :presí one::. 

Presion~s Temperatura Presione2 Tel{}-peratura 
lb/in ºe lb/in e 

o 100.00 16 122.00 
1 101.90 17 123.00 
2 103.60 18 124.10 
3 105.30 19 125.00 
4 106.90 20 126.06 
5 108.;40 21 126.90 
6 109.80 22 121.80 
7 111. JO 23 128 .. 70 
8 112.60 24 129.60 
9 113.90 25 130.40 
10 115. 20 26 131. 30 
11 116.20 27 132.10 
12 117 .60 28 132.90 
13 na,¿;o 29 133. 70 
14 119.90 30 134.50 
15 121.t:O 

La presencia de cua:quíer volumen de aire enel autoclave," 
invalida las lecturas de temperatura del cuadro. 
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Desecación. 

Por el proceso natural de desecación en el aire las formas 
vegetativas de la mayor parte de las bacterias patógenas mueren 
en pocas horas. Aun en bacilo tuberculoso, que es algo más r~ 
sistentee que otras bacterias, muere nor desecación en el aire 
en algunos días. La limpieza de paredes y pisos y la deseca~ 
ción natural ha reem~lazado amnliamente los procedimientos más 
antiguos, costosos e ineficases de fumigación en la desinfec
ción de las casas, ocupadas previamente por pacientes con en
fermedades transmisibles.(9) 

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

Ui general, se puede decir que las bacterias sometidas a 
desecación se reducen mucho en número, pero se ha observado tS!!!. 
bien que las sobrevivientes a la desecación inicial, si se ej~ 
cuta adecuadamente permanecen viables por periodos muy largos, 
por lo que la desecación, considerada en general con10 destru_g_ 
ti va para las bacterias, es una manera útil de conservar cul ti 
vos bacteria.nos a salvo de mutaciones o nroducci6n de varian
tes. (9) 

Para lograr este resultado la desecación debe ser rápida 
y en estado de congelación. Flosdorf y Mudd han demostrado que 
las bacterias congeladas y desecadas en su aparato de "liofili 
zaci6n" conservan la virulencia y sus cal'acterístic::.s genera
les. (9) 
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l. 2. 5 pH 

Los pequeíioo números que represen 1an las bajas concentr~ 
ciones que de iones hidrógeno e hidroxilo existen en el agua 
son poco cómodos de escribir y de expresar. En 1909, Sprensen 
introdujo el termino 1JH, definido en relación a la concentra
ci6n del ion hidrógeno, cuya expresión simplifica notable~ente. 
El pH se define como sigue: 

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

La forma de ex~resar la concentración de ion hidrógeno m~ 
diante el pH se ha generalizado rara ex~resar cantidades muy 
pequeflus. Por ejemplo, pOH=-log OH ; pK11<?0=-log K~0 ; 
pKa = -logKa; pKps= -log Kpa.( 27) 

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

Bl nivel más rrajo de pH tolerado depende de la concentr~ 
ción de ácidos orgánicos presentes en el medio. Cuando más bª 
jo sea el pH, mayor será la nro1Jorción en aue un ácido oreseg 
ta su forma disociada.( 8 ) 

La concentración de hidrogeniones ejerce su influencia SQ. 

bre la acción. de los desinfectantes por afectar a ~atoa y a las 
bacterias. cuando están suspendidas en un medio de pH = 7.0 
las bacterias tienen carga negativa, un aumeT!+,o del nI-1 resul t~ 
rá en un aumento de la carga y puede alterar la concentración 
efectiva del agente químico en la suner!'icie de la célula. Ta.m. 
bién el pH determinara el grado de ionización del desinfectante, 
en general, las formas no disociab} es 0asa1: "ºr Jas membranas 
celulares más fácilmente que las relativBJnente inacttvas formas 
ionicas.< 7 ),(9),(l2 ) 
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El funcionamiento correcto de una célula bacteriana requi~ 

re el mantenimiento de su llroteina ci tonlásmica en un estado 

coloidal orgm,izado. Los av;entes que desorganizan esta si tu,f! 

ci6n, por coagulaci6n o precinita~ión, reducGn la actividad nQ 

tencial de las enzimas, ya que las reacciones enzimática ocu

rren en sitios especificas de la enzima. Cuando estos agentes 
reaccionan en concentraciones tóxicas con l~s nucleoproteinas, 

la muerte es inevi ta.ble. Los ácidos, álcalis, aJ cohol, acetQ 
na y otros solventeG orgánicos se encuentran entre los agentes 

químicos que actúan primariamente desnaturalizando las protei 
nas activas. <12 ) 

El pH influye sobre la velocidad de incnrnoraci-Sn de los 

solutos a la célula bacteriana, ya que ~.os iones H+y OI-!tienen 

libre acceso a la superficie exterior de la membrana. Se ha 

verificado pocos estudios sobre el efecto del pH sobre la ac~ 

ci6n de los distintos procesos de transnorte t.ie solutos. No 
obstante, se ha demostrado que el pH puede afectar a 1a capa

cidad de las proteínas de transporte de Sacharomyces cerevisiae 

para distingir entre IC+y Na+; cuando el pH es ba,i o, se incor
nora preferentemente el K+. (l 2 ) 

Los ácidos y álcalis pueden ejercer su actividad desinfe~ 

tante por sus iones libres ll+ y OI-C por la molécula dj.sociada 

y por alterar el pH del medio en que se encuentra el microor

ganismo. Los ácidos minerales fuer;;es y álcalis fuertes tienen 

un poder desinfectante pro..,orcional a su grado de disoc:i.ación 
en las soluciones. Al,<SUnos hidróxidos, como el hidróxido de 

bario, son más eficaces de lo que se esperaria nor su grado de 

disociación, indicando que el catiór, metó.J.ico ejbrce acción t.Q. 

xi ca dj recta sobre las bacterias. El ácido bórico en solución 

1% o al 2fo se dioociu muy poco y es un antiséptico muy débil, 

nero no es irri ton te y por eso resul t8. muy útiJ ~'are. la. limnie 
za mecánica de Jos ojos y otros tejidos delic~dos.( 6 ),(?),(9)-

La actjvidad de JoH ácidos or¡;,rí:iil:OB es, al mrecer·, deb,! 
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do a su molécula intacta, puesto que se disocia menos en sol!!_ 
ci6n que los ácidos minerales; pero algunos son m;'.s activos co 
mo deainfectantes. El ácido benzoico es unas siete veces más 
eficaz que el áciuo clorhídrico, demostrando esto que la mol_& 
cula completa o el radical órganico tiene poder deain~ectante. 
El acumulo del ácido láctico y otros ácidos orgánicos durante 
el desarrollo y metabolismo bacteriano retrasan y finalmente 
detienen el desarrollo en muchas esoecies de bacterias. Los 
ácidos etil metil parahidroxibenzoico son más fungicidas que 
bactericidas. .El ácido para aminobenzoico se ha empleado con 
éxito en el tratamiento de las enfermedades por !licketsias y 

el ácido para aminosalicílico en el de la tuberculosis. Los 
propionatos·,se han em~leado los propionatos sódico y calcico 
han resultado útiles como preservadores de alimentos.(7),(9) 
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1.2.6 Curvas de creciudento. 

:Desde el punto de vista de los estudios bioquímicos, el 
crecimien~o bacteriano acostumbra definirse en términos de m~ 
teria celular, mientras que en estudios genéticos o infeccio
sos se habla más de número de células, ambos conceptos son prQ 
porcionales en condiciones de crecimiento continuo, ~ero esta(?) 
relación nuede variar si lo hacen las condiciones de crecimiento. 

La masa celular puede determinarse directamente en térmi 
nos de peso seco, o indirectmnente en térmii: 1s de volumen total 
celular o contenido de nitrógeno. Asimismo, el indice más útil 
es el de la turbidez,la cual en un fotocolorfo,etro o en un eQ_ 
pectrofotór;:etro -perm.i te que se siga la derrnidad del cultivo a 
medida que éste crece. La absorción de la luz por los cm1st_i 
tuyentes celular<:is coloreados es insif:pificante a longi tudas de 
onda entre los limites visible o. La mayor parte de la turbi
dez es debida a la dispersión de la luz que depende del elev~ 
do indice de refracción de las bacteri:;.s (alrededo:!:' de 25% del 
sólido, contra el 1 al 2 ~del medio). 

En general se emplean longitudes de onda situndas entre 
490 y 550 nm: cuanto más baja la longitud de onda, más alta es 
la dispersión de la luz, aunque :ior abajo de 4-90 nm, la abso_!: 
ción por productos amarillentos debido al trata~'ie .. to por el 
autoclave puede ser importante. La turbidez es lineal con una 
densidad bacteriana entre 0.01 mg de peso seco por ml (una 107 

celul~s por ml.) y 0.5 mg ~or ml. La adición de una pequeña 
cantidad de sal o de azúcar determinará una anreci11ble contraQ. 
ción en la bacteria. Y aunqu.e en este caso decrezca la sección 
tranove c·sa, aumentará el indice de refracción. con lo cual se 
nroduce un incremento en la dispendón de la l:.i.z. (7) 

El crecimiento bacte~iano. si el cedio es adecua00, es tipicg 
mente del ti"º ex:ionencíal. Sin embar.:;o, lon cul ti.voo que 
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crecen en fol'l!la ex!"onencirü acaban f:renando su crecix:liento, que 
finalmente cesa del todo, ya sea debido a que una de las sustB.!!-. 
cías nutritivas indispensables se agota, o por la presencia de 
una acumulación de sustancias inhibidoras (frecuentemente áci 
dos orgánicos o alc?hol). En este paso de una fase logo.ritrui 
ca a una fase estacionaria, las células disminuyen su tamaño, 
ya que se dividen ::ucho más rápidamente de lo que crecen, ad~ 
más, se producen cambios im~ortantes en su com?osición macrom.Q. 
lecnlar, -por lo q_ue pueden llel!n.r a perder narte de su conte
nido intracelular en K+, fig. 5.0 .C7) 

Si las células que se encuentran en una fase est~cionn~ia 
son trasladqdas a un recipiente conteniendo medio recién prep~ 
rado, a:parece una fa.se de adantnción cvya durr..ción depende del 
propio microorganismo, y también del medio uti1i zado, es ta :fª
se es de mucho mayor duración si se em·plea un medio mini1~0 que 
- si se em~lea un medio rico en nutrientes. La ada?taciün afecta 
más al nili!.ero de células que a su masa ya que las células de 
la fase estacionaria aumentan su tamaño antes de e~pezar a di 
vidirae, fig. 5.u .< 2 ),(7) 

Si las célu~as que crecen de forma exvonencial en un me
dio rico en nutrientes son trasladadas a un medio idéntico r~ 
cién preparado, la fase se adaptación no aparece. El trnsludo 
de un medio mínimo a un medio rico puede dar lugar o no a una 
fase de adaptncci6n, es r:iás rrobHble nue dicha fase a~arezca si 
se emplean in6culos ~obres (por ejemplo por debajo del nivel 
de turbidez visible). Uno de los factores que favorecen la.!! 
~arici6n de una fase de e.daptación es la inhibición del crec_i 
miento por ::l.cci6n de contaminantes del r::edj o (nor ejemplo j!'!: 
bón o iones metálicos pesados). Otro f~ctor consi~erado es la 
necesidad de acurr,ular el co2 necesario nn.ra los procesos de .... 
biosintesis.(7),(9) 

Las células que se encucntr~m en una fn.zr.· eAtaci on:c,ri.a de 
crecimiento presenten crunbj os quÍi'·; yis dp tiPo ;:i.dr-::otn tivo n_ Je 

aumentan su esta.bU idnd. ;:;in cmb:ngo. si ln incu'."ls.ción contj,_ 
núa J.as célul us m'lfl'r•en y la::: Gons' f',t' ientos n·1_ t.rn·:,ci enes do 
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mernbrvna activ•m l:w enzin~a;; au t .•l:ític .s. ;·.:)s ;:ir .duetos libe

rados por los nroceu .JG Je autólisis observan 1:1 creciu:iento 

críptico, que :.:w.ntiene a ur..<::.a nocaf:I células s:.1pervivientes; de 
ahí que l:~·s mut1L'1"Je¡;¡ mó.s resistenteG se 1•cu.mulen a .oesar de que 

no exista un verdadero crecimiento. 

Crecimiento exponencial. 

El grado de síntesis de las sust:.lncia bacterianas en la 

fase exponencial de crecimiento es proporcional en todo memento 
a la cantidad presente en dicho momento. 

O B / a t • O(.B .................. ( l) 

Donde B es la masa bacteriana, t es el tiem90 yo<: la con.§. 

tante de creciwiento instantaneo para el cultivo (el incremen

to relativo por unidad de tiem·lO), de aqui: 

JE/ B = .,4¡-t, (6 Jln B= oCt) ••• (2). 

Integrando: 

tt= fº e'~ y •••••••••••••••••••• (·3) 

/ 
=cFt, o lnBt= ln Bo + CX:t ........... (4) 

lle aquí que en esta fase la gráfica de logaritmo de B en 

re:,ación c0n el tiem1JO de una linea recta. Esta gráfica serr;i

logo.ritmica se usa generalmente :para lr:.s curvas de cr·ecimie:~ tCJ 
bacteriano. La masa bacteriana aumenta exponencialmente con 
el tiem".lo, lo que significa que el logaritmo de la maso aumenta 

linealmente con el tiemno, por lo cual este tipo de crecimien

to se denomina exponencial o fase logar:ítr.".icu,fig. 5.0 • 

Ocasionalmente es necesario c.:;nvect±r la con::> tcmte del 
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grado de creciJliiento instantáneo o<. , que expresa sus unidades 
de tiempo-; en unidades de tiem 'º más habitual es ~-=- '/~. 
Este tiem)'lo de generación ini:itantáneo t"I representa el tie.m:Jo 
que seria necesario nara duplicar la masa en caso de que el 
grado de crecimiento o--Bo del tiemryo cero no cambiara. No Ob! 
tanta, el valor de D, y por lo tanto de oa D, en el crecimiento 
exponencial crece cvnstantemente, y al final de una duplicación 
el grad·.) de síntesis célular es dos veces lo que fue en su co
mienzo. De aqui que en el cultiv0 que crece exponencialmente, 
el tiempo de duplicación real, tn, es m{;s corto que e¡- ,fig.6.0 • 
La remaci6n entre los dos es variable mediante la colocación 
de Et a 2Bo (es decir, una duplicaci6n en la ecuací6n (4).(7),(9). 

tn= (l/o<. ) ln 2 = o.69 (1/ol.) = o.6fi 

El tiempo que tarda el cultivo en du?licarse recibe el 
nombre de tiempo medio de geneJ;"ación o Tr.!G. En general, el 
grado de crecimiento se expresa en términos de tD o de su re
ciproco .,/{(= 1 / tD), que es la constante de crecimiento expo
nencial, e}q)resatlo en generad.iones por hora. (7) 

Estas relaciones se dan gráficamente en la tig.6.0, la . 
cual muentra tambiél'u...la curva de crecimiento exponencial cuan
do se presenta linealmente y no en forma logarítmica en relación 
con el tiempo. Podría obtenerse la misma curva si en vez de 
medir el número de células en ningun momento son distribuidas 
al azar en relación con la fase del ciclo de división: de aquí 
que la velocidad de a~arici6n de células nuevas en el crecimien
to de un hiy¡ot~tico CLÜ ti»ro sincronizado en forma perfecta {:le 
describe en la fig. 7.0 • 
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I.- Fase de adantación. 

II.- Fase exponencial. 

III.- Fase estacionaria, 

Loe. nrune- / 

ro bacteria- I 

r.rasa I Nrunero de no o masa 
/ Celular. células. bacteriana. 

~/ 

I ' 1 / 
1 I 

/ l _,,,,,,. 
1 • • I II III 

TIE!l!.PO. 

Fig. 5. - Fase o del crecimiento bacterirm·) que se inician 

con un iuóculo de células en fase estacionaria. Obsérvese que 

las fases clásicas definjdas en términos del número de células 

no coinciclen en forma precisa con las fases de crecüliento ex
presad,.·, en términ ~·s de mas A protonló.smica. 
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, ~ 
o.:: a o1. = 2 OÍ. ;a, 

2 --- - - - - - ____¿ - -- -- --..... -:7j 
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,,,, ..... 

/ 
1 .......... 

1 
/ 1 ./ 

r.iasa 
......-!"" 1 ..... 

1 bacteria- ........ - 1 na. / 
/ / 1 /. ....., o(.a, 1 

¿, / -<...__-.9 1 
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1 
1 

1 

1 
1 

o ti) /.O /, 'Y'ó 
1 1 TIEMPO. 

e¡-
·--·-·- -·----·--·- .. ·-- -

Fig. 6 .- Relación entre tiempo de du üic.~ción ex:1onencial 

('Q)), constante de la veloc1 drid de crecimiento (.C) y tiempo 

de generaci6n { 'f".:: 1 /,.¡;.. } lineal (instantáneo) • 
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Fig. 7 .- Grá.fica aritmética del incremento del nlÍlllero de 

celulas en el crecü:iento ex ionencial hinotéticamente oincr6ni 

co (linea de traza interrumnido) y auincrónic<:> (linea de trazo 

continuo). En los a ,s tillos de crccüaiento, la rnam1. seguiría 

la línea continua. 
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2.0.0 OBJETIVO. 

El objetivo que persigue el siguiente trabajo es el de eg 
tudiar materias primas, como extractos y peptonas, utilizados 
en el desarrollo microbiano (p. ej. formulación de ~edios de 
cultivo). Basándose dicho estudio en curvas de crecimiento 
(como parámetro microbiol6gico), de s. aureus y E. coli, en 
los diferentes sustratos utilizados. 
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3.0.0. k1\TE!UAL Y L.l!:TODO. 

3.1.0 Material y anaratos. 

1.- 2 matraces de 3000 ml. 
2.- 6 matraces de 1000 ml. 
3,- 2 matraces de 300 ml. 
4.- 5 matraces de 50 ml. 
5.- 6 tapones de hiile horadados. 
6.- Conexiones de vidrio ~ara 6 matraces ue 1000 ml. 
?.- Conexiones de latex. 
8.- 6 jeringas de 20 ml. 
9 .- 6 tubos ue 20 ml con tu:ri6n de baqueli ta diawetro de 1/2 pul. 
10.- 15 pipetáa de canacidad de 1 ml y·de sensibilidad de 

O.Ol ml. 
11.- 5 pipetas de capacidad de 5,0 ml volumétricas. 
12.- 2 probetas de 50 ml, graduadas. 
13.- 1 probeta de 1000 ml, groduada. 
14.- Balanza MettJ.er canacidad 120 g. y sensibiHdad de 

0.01 g. tipo P-120. 
15.- Fotómetro modelo H, (e. Leitz Inc. llew York). 
16.- 4 celdas de precisión (e. Leitz Inc. New York). 
17.- Potenciómetro Beclannn, Zeromattcn PrI1'..i1'::.:.1. 

18.- l baño maria con agi tución y recirculación de agua. 

19.- l barro maria sencillo, marca Kinet ~ara medición de 
pH a 37ºc. 

20.- 5 vasos de orecinitados de 40 ml nara medición de pH. 
21.- l caja de portaobjetos con 50 piezas. 
22.- 2 asas de platino. 
23.- 1 mechero. 
24.- 1 charola de grrJJL.. 
25.- 1 oicr~scopio. 
26.- l cuaderno de notas. 
27.- Hojas semilogaritmicas. 



-50-

3.2.0 Soluciones. 

1.- Solución salina fisiológica (0.9%). 
Agua destilada 4 000 ml 
Cloruvo de sodio 36 g. 

2.- Caldo nutritivo estándar II (pH: 7.4-7.6). 
Peptona de carne 4,3 g. 

Peptona de caseína 
Cloruro de sodio 
Agua destllada 

3.- Colorantes de gram. 

4.) g. 

6.4 g. 

l 000 ml. 

3.1 Oxalato de amonio-cristal violeta. 
-Solución A. 

Cristal vj ole tu 
Etanol (95%) 
Mezclar y disolver. 

-Solución B. 

10 g. 
100 ml. 

Oxalato de amonio sol!lci ón aci1osa al 1%. 
Para su emoleo mezclar 20 ml de la solución A y 80 ml de B. 

3, 2 Lugol. <28 ) 
Yodo 
Yoduro de ~otasio 

5.0 g. 

10.0 g. 
Agua destiluda 1 500 ml. 
Tri turar en un mortero el ,yodo y el yoduro de l'.lo:tasio y 

añadir algunos ml de agua ~oco a poco hasta conseguir su 
disolución. Almacenar en botella oonca. 

3,3 Acetona. 
3,4 Safranina al 0.5% . 
J.5 Formol al 10 %. 
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3. 3. O Materias primas (!.T.P). 

CLAVE: 
Longitud de onda- M. P. -Micr;)organismo-Orden númeric·.1-"Procedencü .• 

1.- Extracto de levadura. 
. 550-El-EC-Ol,testigo, procedencia, Eur•;pa. 
550-El-SA-02,testigo, pr"cedencia, Europa. 
550-El-EC-03,testigo, procedencia, Europa. 
550-El-SA-04,testigo, procedenáia, Europa. 
550-El-EC-05,testigo, procedencia, EurrYpa. 
550-El-SA-06, testigo,,. procedencia, Europa. 
550-El-EC-07,testigo, procedencia, E"tlr0pa. 
550-El-SA-08,testigo, procedencia, Europa. 
550-F.l-EC-09,teatigo, procedencia, Europa. 
550-El-SA-10,testigo, procedencia, Euro na. 

2.- Extracto de carne, 
550-Ec-EC-Ol,testigo, procedencia, Europa. 
550-Ec-SA-02,testigo, procedencia, Eurora. 
550-Ec-EC-03,testigo, procedencia, Europa. 
550-Ec-SA-04,testigo, procedencia, Europa. 

J.- Peptona de carne (digestión péptica). 
550-Pc-PEC~Ol,testigo, procedencia, 2uropa. 
550-Pc-PEC-02,te~tigo, procedencia, Europa. 
550-Pc-PSA-03,testigo, procedencia, Europa. 
550-Pc-PEC-04,problema, procedencia,,Europa. 
550-Pc-PECf05,problema, procedencia, E.E.U.U. 
550-"?c-PSA-06,problema, procedencta, Europa. 
550-Pc-PSA-07,problema, procedencia, E.E:rr.u. 

4.- Peptona de carne (digestión tríp~ica). 
550-Pc-TEC-Ol,testigo, proc~dencia, Europa. 
550-Pc-TSA-02,testigo, procedencia. Europa. 
55ú-Pc-TEC-O),testigo, procedencia, Europa. 
550-Pc...;filSA-64,testigo, procedencia, l'uropa. 
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5. - Peptona de caseína (digestión triptica). 

550-Pc-EC-Ol,testigo, procedencia, Europa. 
550-Pc-EC-02,testigo, procedencia, Europa. 
550-Pc-SA-03,testigo, procedencia, Eurona. 
550-Po-EC-0~ 1 teatigo, procedencia, Europa. 
550-Po-SA-05 1 testigo, procedencia, Europa. 
550-Pc-EC-06,probJ.ema, procedencia~ Z.E. U. U. 
550-Pc-EC-07,problema, procedencia, E.E.u.U. 
550-Pc-EC-08,problema, procedencia, E.E.u.u. 
550-Pc-SA-09,problema, procedencia, E.E.U.U. 
550-Pc-EC-10,problema, procedencia, E.E.U.U. 
550-Pc-SA-ll,problema, procedencia, E.E.U.U. 

6.- Peptona de Harina de soya. 
550-PHS~~C-01,testigo, procedencia, Europa. 
550-PHS-EC-02,testigo, procedencia, Eunopa. 
550-PHS-SA-03,testigo, procedencia, Europa. 
550-PIIS-SA-04,testigo, procedencia, Europa. 
550-PHS-EC-05.,p:t"obl!JI!llf., ·:1p:rioeedencia, . Europa. 
550-PHS-EC-06,problema, procedencia, Europa. 
550-PHS-SA-07,problema, procedencia, Europa. 
550-PHS-SA-08,problema, ~rocedencia, Europa. 

1.- Peptona de gelatina. 
550-Pg-EC-Ol,testigo, procedencia, Europa. 
550-Pg-Ecr:'02,testigo, procedencia, Europa. 
550-Pg-SA-03,testigo, procedencia, Europa. 
550 ... Pg-SA-04,testigo, procedencia, Europa. 
550-Pg-~C-05,problema, procedencia, México. 
550-Pg-EC-06,problema, procedencia, Mél!ico. 
550-Pg-EC-07,problema, procedencia, México. 
550-Pg-EC-08,problema, procedencia, México. 
550-Pg-SA-09,problema, procedencia, México. 
550 ... Pg-SA-10,problema, procedencia, :México. 

.550-Pg-SA-ll,problema, procedencia, México. 
550-Pg-SA-12,problema, procedencia, México. 
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3.4.0 Ce~as utilizadas. 

1.- Escherichia coli. 
2.- Staphylococcue aureus. 

3.5.0 Técnica. 

1.- Preparar 4000 ml de solución salina fisiológica. 
2.- Pre¡larar 3 matraces de 50 ml con 25 ml de caldo nutritivo 
estándar II y esterilizar. 

3.- Preparar 8 tubos con tapón de rose:~, con 9.0 ml de la so
lución salina fisiológica prenarada en el puntoN'l y 2 matra
traces de 300 ml con 135 ml de lu solución salina fisiológica 
(estos oatraces seran illa diluc'ión 10-4 ). 

4.~ Ajustar los baños maría a J7ºC . 

5.- Ajustar e1 potenciómetro Eeo.lonan. 

6.- Inocular el cald· .. nutrí tivo estandar II con E. coli y 

~. aureus e incabar 20 horas en bano maría con agitación. 

7 .- Tomar 1500 1nl de solución salina .fisiológica del punto N 'l 
y agregar 15 g. de materia nrima problema(solución al 1%) • 

3.- Ajus1;1tr esta última s~lución el pH= 7.3-7.5 y distribuir 
en 3 pa~tea iguales de 450 ml en matraces de 1000 ml. 

9·- Poner el tap6n du hule con lan c.ne:..:iones de vidrio unidas 
a su re::::r>ectiva jering .... de 20 m.l, y e::¡terilizar todo .:in conjunto. 
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16.- Repetir los pasos 7,8,9, pa:u la prenaruci6n del testigo. 

11.- Del punto Il'6, des-pues de 2C horus de incubación estanüu.

rizar las cepas, E. coli y S. aureus, a 60~ de transmitancia, 

en el fotómetro modelo H. 

12.- Ya que se tienen las cenas estandarizadas se hacen diluci2 
-1 -2 -3 -4 ( nes de cada una de las cepas, 10 , 10 , 10 , 10 , ver punto N'3) 

obteniendose de esta ultima dilución un win~:,10 de 150 ml de 

inoculo en un matraz de JCO ml. 

13.- Se inocula con 50 ml de lLis di1uciones 10-4obtenidas en 

el punto anterior de la .. siguiente manera, en: 
1 matraz con 50 ml de la diluci·ín de la ce-:Ja de E. coli 
(10-4). 

1 matraz con 50 ml de la dilución de la cepa de s. aureue 
(10-4 ). 

1 matraz no se inocula ya que servira como blanco para las 

lecturas en el fotómetro modelo H. 

14.- Repetir el ··unto N' 13 para la materia ·rima test:.go. 

15.- Inoculad;.Js los matraces de la materia prima problema y 

de la materia prima testig) se ponen a incubar a 37ºc en baño 

maría con agi taci6n junto con los matraces que servirán como 

blancos ~ara las Jectu~as. 

16.- Dentro del periódo de incubación de los medios de cultivo 
de estudio inoculados con E. coli y S. aureus, se procede a 

efectuar la toma de las muestras cada 2,4,8,16,24. horas, con 

el fin- de establecer una curva logarítmica de crecimiento bac

teria.n:.i. 

17 .- La toma de la muestra se efectúa por metli o de la ,jeringa 
de 20 ml, eateril conectada u un tubo que desciende hasta el 

modio de cultivo. La ¡;¡ueotra t" 1ma.da ea ele 15 ml. Se hace un 
frotis para identific1-<.ción y la muestra s .. i:1act~_va o:m formol ,, 
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al 10%, ~ara evitar que E. coli o s. aureus se sigan desarro
llando y de esta manera ae obtengan falsos resultados, si la 
muéstra no puede ser leida inmediatamente. 

Procurar purgar el tubo que desciende al medio de cultivo 
cada vez que sea tomada la muestra. 

18.- A ls.s muestras tomadas se mide la absorbancia en el fotó 
metro modelo H. a (1 = 55Cnm y se a.notan los resultados, 
los cuales se grafican en ~mpel seu.ilogar-ítmico, (absorbancia 
v.s. horas). 



Caldo nutritivo estandar 
N'II. 3 matraces con 25 
ml. 

Ajuste de 
E. coli y 

__. 60% +/- l 
ta.ncia , 

lus cepas de 
s. aureus a 
de transmi
.>i =550nm. 

DIAG ll/.MA N 1 I 

Po.rte N' I 

Inocular de la siguiente 
manera: 

~~-..~· 1 matraz con E. coli. 
l matraz con S. aureus. 
l matraz como blanco. 

Precultivo de 20 horaa 
----,11-.. en baño maria. 

Hacer diluciones, io-; 
10-~10-~ io-1 de cada 

,... una de las cenas esto.u __., 

de.rizadas. 

obtener un minimo de -4 
250ml de la dilución 10 
que es la que servirá como 
inoculo. 

( 

1 
\J1 
O\ 
1 



l:iOO ml de so}uci6n salina 
fiGiológica más 15 g. de 
ma -te ria nrima 'nr~>blema. Su-
1 uc~~n ai l~. ~H= 7.3-7.5 • 

PAHTE N' II 

1.-450 ml solución al 1% de 
materia nrima testigo más_4 
ryQml de la dilución de 10 ----+ 
do E. qoli. 

Periodo de incubación toma 
de muestras, tiemµos:2,4,8, 
16,24,horas.Hacer frotis de 
las muestras. 

2.-450 ~l solución al 1% 
de materia urima testigo 
más 50 ml de la dilución 
l0-4de s. aureus. 

3 .. -450 ml solución al 1% 
de materia ~rima testigo 
sin inoculo. 

Feriodo de incubación to
---• ma de muestras, tiemnos; 2, 

4,8,16,24,horas.Hacer fro
tis de l:is muestras. 

Periodo de incubación to
ma de muestras en los tiem-

• pos;2,4,8,16,24,horas.Uoar 
estas muestras como blancos. 

~ !Iacer frotis de las muestrao. 

1 
VI 
~ 
1 



1500 ml soluci6n salina fi- . 
siologica más 15 g. de materia 
prima testigo.Solución al 1% 
pH = 7.J-7.5 • 

1.-450 ml so1uci6n al 1% 
de materia 1'rima "Problema _4 _., 
mas 50 m1 de la dilución 10 
de E. coli. 

Periodo de incubación to
ma de las muestras en los 
tiempos;2,4,8,16,24,horaa. 

Hacer frotis de las 
muestras. 

Periodo de incubación to~ 
ma de. las muestras en los 

2.-450 m1 solución e.1 l~ ----1•_. tiemryos¡2,4,8,J.6,24,horus, 1 
de materia prima ~roblema 4 Hacer frotis de las muestras~ 
mas 50 ml de la dilución 10- 1 
de S. aureus • 

J.-450 ml solución al 1% 
de materia prima ;iroblema 
sin inóculo. 

Periodo de incubación toma 
de muestras,tiemoos¡2,4,8, 
16,24,horas.Usar estas 
muestras c0mo blancos. · 

~-~·~ Hacer frotia de las muestras. 
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4.0.0 RESULTAllOS 
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5.G.O DJ..:iC:JSIOl!ES. 

En este est'.ltlio ue ·,·ucogieron aquelL1s materi;,,¡; prioas 

que son las princiuales fuentes. de nitrógeno en 1 a formuLJ.ci6n 
de medios de cultivo de enriquecimiento (como agar casoy) y m~ 

dios selectivos (como aear cetrimid~ ,ara aisla.miento de Pseu
domonas). 

Del conjunto general de 1. uestras se obtuvieron siete gru

pos, dos de extractos y cinco de peptonas, las cuales se distrt 

buyeron de la si~~iente manera: 

l.- EXTRACTO DE LEVAJJUTU,, 

La muestra qu.e ::ás se aproxima al testigo 550-El-EC-Ol, 
fue el problema 550-El-EC-C5, En estas gráficas se puede apr~ 
ciar una pendiente ~i.milar, lo que nos puede dar una idea del 

comportamiento de los extractos incornorados a un medio de· cu1. 
tivo. 

Las muestras 550-.El-EC-07 y 550-El-EC09 presentan el mis

mo caso que los extractos anteriores con la iiferencia que la 
fase logarítmica _se pre:..;ent&. en un intervalo de tiemno más lar_ 

go. Por lo que se puede hacer una anreciaci6n cuali ta ti va del 

tiemph de generación, siendo este tiempo más largo. En estas 

muestras al no ?Oder comparar con ninguno de los testig0s ha

br!a que observar su comportamiento al incor·•orarse en un medio 

de cultivo. 

Con ~especto a la gráfica 55C-El-EC-03, no es comparable 
con Jos testigos observándose una fase logarítmica prolongada. 
Posiblemente para un ma:.ror número de muestras se podrían encog 

centrar más de un resul taclo si.milar al obtenido siemnre y cuag 

do se mantengan las !úismas condicione::. Con res ·1ecto a la gr:a 
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fica 55C-El-EC-C6, se necesita más ini\,rmación para la inter

~retaci6n de los datos obte1 idos. 

Para S. aureus la fase Je adaptaclór1 es generalmente de

tectada de 4 a 8 horas. 

La muestra testigo 550-El-SA-02, presenta una curva que 

para su interpretación es necesario má~ información como el co!!_ 

tenido de 1:;etales pe:mdos, contenido total de nit:·ógeno, cont~ 

nido de nitrógeno en forma de ü.IDinoácidos, concentración de mi 
croorganismos inoculados y conceiltraci6n de 0roductos de de:.;e

cho. Todo esto debe ser tomado en.:cuenta siemnre y cuu..ndo se 

presente una curva como la obtenida. 

La muestras 550-El-SA-03, 550-El-SA-08, 550-El-SA-10, pr~ 

sentan un corn•1ortamiento simila!· al teHtigo 550-El-SA-04, obseE_ 

vandose una fase logarítmica comprendida entre 4 y 8 horas. 

Tiebido a lo anterior se recomienda pa~a futuras investigacionec 

to.mar un ma;¡·or número de lecturas para este r:ücr.,)organismo en 

un lapso comprendido entre 6 y 10 horas. 

Las curvas referentes a los rroblenws y los testigos para 

"E. coli, oon nP..tY similares tezlienüo una fa:;;e lo¡::.ari tmica entre 

2 y 4 horas, con una. fase estacionaria muy cercai.a a 0.1 unid,!! 

des de absorbancia. Para S. aureus, la fase de ada~taci6n se 

encuentra entre 2 y 4 horas, con una i'ase e: taci or:fE'Ül. muy ce!: 

cana a 0.1 de absorbancia al igual nue ·r·a.r·a :·:. coli-.. 

3 . - PEPTü~L. IíE .:;,~ .id: ( :;;·:; . ;;r'l'Ic;,) • 

El tebtigo ''11.:!'H E. coli, 550-Pc-PE!;-OJ., ne '(>Uede towLr CQ 

roo jlttrlmt;tro ue cuw·,arac:lón uun'Jita·t:i.v:i. ?nr::: lo~; ;:'rob:Jemao 

550-Pc-P:.0-(Jll' 5'1ü-l~c-"EC-I 5 ' 5'10-Pc-P!~ :-o?. . 



-118-

Para S. aureus, el problema 550-Pc-PSA-06, es similar con 
el testigo 550-Pc-PSA-03, presentando una fase de adaptación de 
O a 2 horas, una fase logarítmica comprendida entre 2 y 4 horRs 
y una fase de adaptación de 16 y 24 horas. 

Para la muestra 550-Pc-PSA-07, el crecimiento en su fase 
de adaptación fue reprimido nero se recuperó en un la~so de 4 
a 16 horas, por J.o que se espera que esta l!'ateria prima al ser 
incorporada a aJ gun medio de cultivo se tenP;a nue enriquecer 
con alguna tiateria prima que ten,isa un al to c·mtenido de ni tr6-
geno utilizable. 

4.- PEPTONA DE CA::WE (DIG-. T~PTlCA). 

Para E. coli, la grafica 550-Pc-TEC-03 es similar a su 
testigo 550-Pc-TZC-Ol, dando una curva cuya fase de adaptación 
se encuentra entre O y 2 horas, su fase logarítmica entre 2 y 

4 horas, su fase estacionaria entre 8 y 24 horas. Teniendo le2 
turas menores de 0.2 unidades de absorbancia y mayores de 0.1 
unidades de absorbancia ~ara la fase estacionaria. 

Para S. aureus, tenemos que la curva 550-Pc-TSA-04, es 
identica a su testigo 550-Pc-TSA-02, pero con un valor de 10 
veces menor. Esta gráfica n•jS puede dar una idea del comport_!! 
miento del microorganismo en una materia nTima con bajo conte
nido de nitrogeno en forma de aminóácidos. 

5. - P.l!."'PTOU'.A DE C.ASEINA. 

Para E. coJ.i, los testigos y los nroblemas en forma genero.1 
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presentaron un comnortamiento de crecimiento del mic··,Jorganismo 

muy sfr.ilar. Las diferencias pueden encontrarse flfi'al est1.1b1e
cimiento de la fase estacionaria. La fase de adapt~ción se o]2, 

servo de O a 2 horas, la fase 1 ogari tmic,.: se pre se11 tó de 2 a 8 
horas y la fase estacionaria de 8 a 24 horas. 

Para S. aureus,el microorganismo al utilizar esta materia 

prima presenta un comportamiento muy si1¡¡j lar a E. coli, encon

trandose la fase de adaptación entre O y 4 horas la fase loga

rítmica de 4 a 8 horas y la fase estacionaria entre 8',y 24 ho-

ras. 

6.- PEPTONA ]).8 W.RINA DE SOYA. 

Para E. coli, los testigos 550-PHS-EC-Ol, y 550-PIIS-EC-02 

son muy similares entre si. Respecto a los problemas 55U-PHS

EC-05, 550-PES-EC-06, los testigos presentaron una fase estaci.Q, 

naria cun un valor mayor de absorbancia que los a,.1teriores pr.Q. 

blemas. La fase de adar>tación para testigos y problemas fue 

observada entre el tiempo O y 2 horas, la fase logarítmica de 
2 a 4 horas y la fase estacionaria de 4 a 24 horas. 

Para s. aur1~us el ·itestigo 550-PHS-SA-03 y el problema 550-

PHS-SA-07, presentan el mismo tipo de gráfica con una fase de 

adaptación de O a 4 hJras, una fase logarítmica. de 4 a 8 horas 

y una fase estacionaria ti.e 8 a 24 horas. 

La grafica 550-l'HS-SA04, pre~onta uno t'ase logarítmica muy 

pronunciada de 4 a 16 horas por lo cual en un momento dado se 
podría suponer que el tiempo de generación seria muy largo. 

550-PHS-SA-OB, fue la unica gd.fica cuya f8.ee de adnptaci6n 

esta comprendida entre O y 2 hora::;, Conunaf'ase de adaptación, 

logarítmica y estacionaria con un valor de abcorbancia 10 veces 

menor a la de cuaVtuiera de J.os "}Jroblemus o te;;tigos. 
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7.- Peptona de gelatinu. 

Para E. coli,los testig·_,s 550-Pg-EC-Ol, 550-Pg-:!:!C-02, nr~ 
sentaron lu.s mayores c0ncentraciones de ni trogeno utilizable. 
con respecto a sus proble1:1:::.s-t debido al bajo contenido de nitr.Q: 
geno utilizable para el crecimiento, es probable que sea nece
sario.;enriquecer los m-dios de ~·:1 tivo Jon•Je se utilieen las 
muestras 550-Pg-EC-05, 550-Pg-EC~06 y 550-Pg-EC-07. 

Para S. aureus, las ~ráficas comparable~ con el t~~tigo 
550-Pg~SA-03 son 550-Pg-SA-09 y 550-Pg-SA-10, aqúí se recomienda 
para estudios futuros hscer un ensayo más a.rr.nl:i o uara la inte1: 
pretación de estas curvas. En el tiempo cooprendido entre 4 
y 8 horas las curvas presentan un meoeta que puede estar en r~ 
laci6n con los productos de desecho y/o algun inhjbidor. Aqu!, 
se recomienda para estudios ~osteriores considerar curvas de 
pH·para obtener una mayor información del comiJortamiento de 
este microorganismo al.utilizar eata:..materia prima. 

·Para el testigo 550-Pg-SA-04, las graficas que se pueden 
comparar son las muestras 550-Pg-SA-11, 550-Pg-SA-12, las cua

.les tienen una fase de adaptación de O a 4 horas a diferencia 
del testigo se encuentra en un punto de valor mayor en absnr
bancia que sus problemas. Para eGtas dos muestras (550-Pg-SA-
12) posiblemente se te,:drán que enriquec•3r los. me di os de cul ti 
vo en donde se utilicen. 

Las cepas con lus cuales se elaboraron las curvas de cre
cimiento de las materias primas antes menci.ono.das fueron ri.gu
rosamente control~das. Pa.ra Staphylococcus aureus ~e realiza
ron principalmente las pruebas de tinci6n de gram,·crecimiento 
caracteristico en agar chapman, agar 11aird Parker, agur mar.ita 
sal comun así cerno sus bioquím:i.cas más curacteristj ca: 

-Oxidasa {-) • 
-Formación de ácido a nartír de car-
botidra tos: 
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±actosa (+) 

mani tol (+) 

sacarosa (+) 

-VP (+) 

-Reducción de nitratos (+) 

-Licuefacción de gelatina (+} 

-Ureasa ( +) 

-~ormaci6n de pi~~ento, oro amarillo 
( +). 

Para E. coli, se utilizaron principalmente los medios de 
cultivo agar :c:rrn, agur Endo-C, agar BPLS (USF XVIII) y sus bi.Q. 
químicas: 

-Indol (+) 

-Moví li dad ( +) 

-~S (-) 
-Cotalasa (+) 

-Formación de ácido a partir de car-
bolddr~ tos: 

Lacto::ia · ( +) 

sacarosa ( +) 

glllCOSa (+) 

-Formación ce gnc de TSI ( +) 
-UR.EilSA {-) 

-Malonato (-) 
-C-itrato :· (-). 

En lri elaboración de lai; .:;·.u:·v. ·.~ de crecim:'. en-to se nrocurÓ 

utilizar la::: cenas (E. coli, s. aurc:rn) cuando presentaran su 
fase loe;aritmica t.e crecL.ien•:o en ·un medio de enriquecimiento. 

Esto oe logro uttlizando al cé.ldo ::.u tri tivo cstr.mdard II, des
pueG de una incubación de 20 hora~ en b·ino ru~ria a 37°c, con 
o..;;itnct6v c0nsta· te. '...ie e::::t.,;:,c1:::..:riz6 c':i.da .cJ.:crool':~anismo en un 
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ran~o de 59-61 'fo de '.llransmi truiCia. Toü'.J es~o , con ob,ie";o de 

obtener un número constar: te de microorg::misr. os en el momento de 

hacer las diluciones y la inoculación en l~ materia prima a an2 

lizar. Es il:npor;;ante hacer notar en este ''1L":to •1ue se esta P!! 
sando de un me di o rico en una fu en te de ni tr6ge110, carbohicira

toa y sal.es a uil medio que éontiene una unica fuente de carbo
no y como fuente de carbohidratos solo estarán nresentes ~e~u~ 
ñas conce1·.traciones en forma de impurezas de la materia prima, 

las sales seran proporcionadao por solución sali;;u fisiológica 

y p~queñas concentr .... ciones que contiene lri m> ... teria prima. 

Durante las dilucio~es y la inoculación se extremaron las 

medidas de seguridad para evitar una contamJriaclón. 

En el tiempo de incubación de la materia prima analizada 

se realizaron frotis nara verificar la com~osici6n del m.edio 

de cultivo, comprobru~do a su vez la seguridad del metodo emnle!!, 

do. mtra forma de verificar la pureza del crecimiento es la 
siembra en un agar de enriquecimiento y la observación de la 

morfolog:i.a de las colonias; a su vez se nu-=de sembrar en medios 

selectivos para grampositivos y gro.m. ne~ativos. 

Debido a la poca sensibilidad de nue3tro fotómetro (0.005 

unidudes de abserbancia) no fue posible cietet:tar la concentra

ción de inoculo por lo que las lecturas íi.icir.:.les en nueGtro 

fotómetro fueron O.OOOt en nuestras cu:rvas serniloga.ritmjcns Sf!:. 
ran referidas a la unidad más baja sieD·.lo es te un valor hipot~ 

tico. Es necesa:rio aclarar que se uti1.izooel t~rmino ·absurllB!!, 

cia debido a la familiaridad ci~l térmi. o al :~acer la lectura 

en 'Jn fotómetro, nero en realidad se esta obteniendo UilE:i. lcctR 

ra de extinción de la luz incidida en el medio de cultivo :1 no 

la absor~i6n de una longitud de onda. 

La fase logarítmica de las gráficas obtenidas ea cll.llli t1;

tiva, para que fu.era cuantitativa se tendrfa que determinar el 

tiesq>o de generación del microorgarüsrno a utilizar en un medio 

de enrir1uecimiento, ;¡ en base a esto seguir P.]. crecimieni:lo en 
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la materia prima que se esta analizanJo. Por ejemplo, si hip.Q. 

teticsmente se determina un tiempo de generación ele 20 minutos 

de un ::Jicroorganisrno X, ai -probar estu microorganismo en cual

quier mat;oria prima las lecturas tendra.n ·¡ue ser tomu.das con 

un intervalo de 20 minutos como máximo esto peritirfa obtener 

un tieurno de generación real, de cada una de las materias pri
mas a analizar y de cada 1u10 de los microorgmüumos r¡ue se ut,i 

lizan. ToJo esto es considerado debido a que el método y el 

criterio utilizados estan enfocados a un trabajo de tjpo induQ_ 

trial y no experimental, PilfocaU.o como ciencia b,~sica. 

Las curvas representan de un::i. forma cuali. tativ:::. lo sia;uieg, 

te en forma ge1;eral: 

l\. un crecimiento lento en la fase J.e adaJta:i6n, .n inte.!: 

valo largo y una pendiente en la f~se loearitmica de valor nú

merico pequeño (tiemno ue eeneración elevado). A un ~recimieg 

to rapido en la fase de adaptación, un int~rvalo corto, con una 

pendiente ele valor z1ÚJJlerico al to 1ara la fase lo,o;arftmica ( tiem. 

po de generación pequeno). 

No se pudieron determiuar ind:i..ccs nE-c:lonales. La razón de 

esto fue d<?biclo a que la industrlba para medios de cultivo no 

existe en nuestro ne.is, no tenemos capacidad tecnológJ•..;a icclu

trial nr,.ra producir .;e~'. tro del :mis todas J as mu terias nrimas 

para medios de cultivo, pero si lci. canacidad -pa::-a obte~_er el 

producto terminado . Se encontró solamen·te pepto:-i.a de gelatina 

en el merca.Jo nacional, oero de una calidad tan variada que 

se debe de tomar con reserva nara la elaboración de medios de 

cultivo. La pe11tona de gelatina nacional no tiene como f'inali. 

dad la ind;;.s tria de rne<lios de cultivo si no la induB tria al ime!:!, 

. ticia. 

Los te;..¡tigos de todas las materi.ae prüni...::i analizadas en 

el precente t:flabajo mostraron uria ru1rcnda hetero1?;enid:..d en la 

distribución de su fase ectn.cio:;~,du, esto puede s-.r debido u 

· . .ma falta de nitrogeno u.tili~.able; fü"lÍ estudios del c0ntlmido 
de nitr6ge110 totn.l y nitrógeno en forma Je aminob.cidos se deben 
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hacer en forma paralela a las curvas de crecimiento, sin dejar 
de tomar en cuenta un análisis de metales pesados. 

Un análisis de pH seria valioso ya que esto nos daria una 
idea de la contaminación de productos de desecho a la que esta 
siendo sometido nuestro medio de cultivo, y el tiempo en que 
se presenta sn máximo efecto de inhibición, pro~orcionando la 
información para collprender la forma en que afectaria las fa
ses de adaptación, logarítmica y estacionaria. 
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6. O. O CO:·l ~LU Ji•JHE¿). 

l.:- Las cu-::·vas de crecimiento ba.cterio.n:· deben de consi..:. 

derarse dentro de los estándares o nu::it•Js ele referencia para 

e1 control de calidad de los medios de cultivo, ya que curvas 
con un cc·mportamiento estable podrían detectar calidad y can

tid:1d de c~nnnonentes que en cierto momento pudieran ser refe

ridos. 

2.- Las curvas de crecimiento son un análisis fundamen

tal nara el control de calidad de los medios de cultivo y se 
convier ~en en un arma f·..<.ndan1ental nara evi t:ir o detectar pro

blemas QUe se presenten en el crecimiento microbiológico en 

1os medios de cultivo. 

J.- Lao curvas de crecimiento deben ser complemeñtadas 

con estudios paralelos de pH, ar~á1isis de metales pesados, cog 

eentración de nitrógeno total y en forlll.a de aminoácidos. 

4.- Este trabajo cumplió con la finalidad de mostrar cug, 

ljtativa y explicativamente lu relación que existe entre cre

cimiento microbiano y las características del r:..edio de culti

vo. Lo cual p:Aede dar w1 punto de nartida a estudios posteri.Q. 

reo encru.ünados no t•m solo a la indust i::i de r;;edios de cul ti 

vo. 

5.- Las materias ~rimas en las que mejor se observaron 
las fases de ada:ptación, logarítmj ca y esto.cj onaria. fueron 

Extracto de Levadura , Peptona de Harina de Soya, Peptona de 

Carne (por digestion triptica y rieptica). Esto pudo deberse 

a su al to conte:üdo de nitrógeno utilizable uor lon micr.'.">Or1?,a

nisn:os. 
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a.o.o RESUMEN". 

Se han presentado las curvas de crecimiento de 14 extra~ 
tos y 42 peptonas, utilizando -para ell.o los micrc.organismos 
E. coli y S. aureua. Se utilizaron testigos de procedencia ª.!! 
ropea y norteamericana. 

Los dat~s nJs permitieron observar las fases de adaptación, 
logarítmica, y estacionaria, principal.mente en extracto de le
vadura, peptona de harina de soya, peptona de carne (Dor dige.§._ 
ti6n triptica y péptica). Del analisis de estas fases se pue
de predecir el comportamiento de materias prh.as al ser incor
poradas a medios de cult~vo. La im~ortancia de estudios ~arul~ 
los de pH, metales pesados, concentración de nitrógeno totul 
y nitrógeno en forma de aminoácidos, nos nermi te tener una.· ide~ 
más amplia y clara de 1 a consti tuci6n de la mate ría prima y su 
influencia en el crecimiento bacteriano. 

Las curlras de crecimiento se pueden utilizar ~ara un con
trol de calidad en la producción Ein este caso de medios de cu,! 
tivo. Pero su uso -puede ser extrapolado a todas esas areas don 
de el trabajo requiera de la utilización de microorganismos y 
medios de cultivo, lo que va a estar relacionado con la salud 
-pública, la salud animal, la agr:ic·u.l tura, la industria ali¡::;en
ticia y químico-farmaceutica. 

En el presente trabajo los datos obtenidos son cualitati
vos principalmente. Ya que ~ara hacerlos cuantitativos se te~ 
dria que obtener un lltúmero mayor de resultados. dependienJo de 
la velocidad de crecimiento del microorganismo. 

Debido a los escasos reportes rec~entes sobre el tema de 
materia prima de los medios de cu~ !;.i.vo la revisión bibl.iogra
fica tuvo que referirse a los años de 1938 en adelante. 
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