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CAPITULO I 



INTRODUCCION 

Debido a que los Actinomicetos comprenden un gran 
número de org;:inismos que tienen Ia propiedad de inhibir 
el crecimiento de bacterias, hongos, y aún de algunas es
pecies de Jos rnismos Actinomicetos; así como por poder ob
tenerse de ellos substancias aprovecha bles terapéuticamente 
y por encontrarse amplia1nente dfrtribuídos en Ja natura
leza, se ha tratado de aislar algunas especies de ellos y de 
éstas, los correspondientes principios antibióticos. 

Se considera que el efecto inhibitorio, sobre e] desa
rrollo de bacterias y de hongos, est:í íntilnamente re]aci°'" 
nado con la producción de agentes tóxicos, a Jos cuales se 
les conoce con el no1nbre de ''antibióticos'"; entendiéndose 
por antibiótico, toda substancia producida por organismos 
vivos, capaz de desan·ollar una acción tóxica que puede 
inanifestarse por la inhibición o muerte del organismo con
tra el cual actúa. 

Los antibióticos conocidos hasta Ja fecha, se pueden 
cJasificar en dos grupos de acuerdo con su origen: El pri
mero comprende aquellos que proceden de bacterias, le
vaduras .u hongos y el segundo los que se obtienen a partir 
de Actino111icetos. 

Aunque no se puede seguir hablando de antibióticos, 
sin hacer un poco de historia del antagonismo y poder así 
comprender mejor, la cJasificación de Jos antibióticos de 
acuerdo con su origen. 

Aún cuando el antagonismo bacteriano se conoce des-
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de 1877, solo hasta últi1nas fechas ha sido an.1plia1nente es
tudiado. Pasteu1· y .Joubcrt en ese afio describieron el efec
to ar1tagclnico de ciertos orp;anisrnos sclbre el desarrollo ele 
B. anthracis o sea que la enfer1neclacl producida por esta 
bacteria puclía ~er rcprinlida por la presencia ele ciertos 01·
ganismos, acción que lJOdría tener aplicaciones terapéuticas. 

De Bary en 187~) (:~3), enfatiz(> el significado de las re
la.ciones ar1tagúr1icas que se verifican entre los rnicro-orga
n1s111os, notando que cuando dos crecen en el n1isn10 subs
trato, uno annla el desarrollo del otro. 

En 1889 Boucharcl (:~'.1) descubría que P. j1io,·ea11ea era 
antagonista a alg\_1nas especies bacterianas, 110 dando nom
bre jxn·a dicha substancia antihactei-iana. 

Un afio n1As tarde Gasp<!rini (:\-1) cle1nnstraba la acc1on 
ant;igónica ele lc>s ..1\.ctino1T1icct.ns~ observando. que estos or
gar1is1nos se desarrollan sobre el tnicclio de los hon.gos en. 
J,--." ruales viven bajo una litnitada vida de panísitos, co1no 
consecuer1cia cte la 1·acuft~ftC1~(fffC---f56Se-eTrT.te u~t-;"--J. ~J. ut u!e:-:-! 
brana de los hongos inferiores. 

. l")uchesnc (:J4.), en l R97 notó que ciertos hongos del 
género Pc11icili11n1 eran capaces ele inhibir el creciinient.o 
de varias bacterias. 

Las posibilidades terapéuticas, que se encontraron a la 
acción antagónica. pronto fueron aprovechados por Enmerich 
y Loe"'· en 1899 para co1nhatir algunas infecciones. em
pleando para ello lo que creían era una enzirna: la piocia
nasa. 

Frost en 1904 (34.) estableció que al suelo se le podía 
considerar con10 una fuente de ant:agnnistas del grupc:. ele 
los Act:inomicetos y que el cnriquecin1iento del suelo con 
bacterias específicas patógenas tales con10 J\,L t11lJerculosis 
no traía cotno consecuencia el desarrollo de un anatgónico 
específico a dicho bacilo. 

En i913, Alsberg y Black (:>.r;) obtuvieron el Aciclo ne-
1,icílico. pre.elucido por Pe11icili11111 Jntl1erul1l1n. De acuer
do con estos investigaclore~. esta substancia es e~pecífica 
contra patógenos gran1 positivos y g1-ani. negativos. En.es
te inisn10 afio Vouclremcr (g3) establece que el AsfJerg1l11s 
funiigat11s atenúa el desarrollo del Alycoúacteri1un tubercu
losis. 

Greig y Snlith (34) observaron en t~117. que cuando 
una muestra de suelo se sie1nbra en una placa de agar nu
tritivo, el creci1niento de ciertas colonias de B. Alycoicles y 
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B. vulgalus se inhibe por otras colonias existentes en la 
placa. Por el exa1nen ele las colonias que provocan el efec
to tóxico, se cncon.trú que esta han fonnadas por .A.ctinonÜ
cetos. 

En el aiío de I 92 I, se proba1 on un gran nú1nero de 
Actino1nicetos por su acciún anti ha< tena na. siendo Lie,.,ke 
el que establecic) que el proceso antagúnicn en la 11;:1tt1ra

leza puede considerarse con10 selectivo. o sea q uc dicha ac
ción varía ele acuerdo con la especie de .Actino1niceto. 

Un nuevo agente antibiótico rué descrito en 192.1 por 
Gratia y Dath (33), obtenido a partir ele Act.ino1nicetos, al 
cual se le dió el. 1101111.>re de A.ctinu111icetina. 

l~oser1 tha l (~~4) introduce. en 1 ~}~_:-1 varios nH.':todos para 
la 111edición de la actividad h;H:L c1·iost(1t ica y bactericida de 
los A.ctino1nicetos; aisl<l.ndo adc1n;ís del polvo, un organisrno 
antagónico para C. dipt/1/r'1·iac. 

Puede decirse que con el descuhrin1iento de Fle111ing. 
en 1929 de la Penicilina, se inicia la época de los antibió
ticos. Al examinar, dicho investigador, durante su trabajo 

------~,~,~.~,~.,=.:'>~:l..~ '--·'")Lcl.t.;1'-->"L'-'"-"-"'~, .1...1.._,, .. ,"., ~1' .. .._ u.11. _.. '-J.t~L~l~ltllt-CUTI1~·~d--------
11Üllante, había forn1ado una colcnia y que las colonias bac
Lcrian::is habían sido lisadas; este hong;o J'ué identificado por 
él err{n1e;i.1ner1te, co1no 1~eniciliur11 r11bru111 y postcriorrncn
clasificado con10 Pc11icili11111 11olal11111, el que, cultivado en 
caldo i111pa1'te a este propiedades antibacterianas. 

En t <)•' 1 se rcpnrt<'> el deseo hri1niento ele una nueva 
substancia· antibiótica, a la cual se le dió el nornbre de Ci
trinina. obtenida a partir de I'. cilri11111n, descubierta por 
I-Iethcrinµ;ton y Raistrick (:::~). 

De acuerdo con Borulina, en H)3!i los .1\.ctino1nicetos 
prc~entan antag·nnisn.10 contra varias l"or1nas ele bacterias es
poruladas. y son capaces de provocar la lisis de las células 
vivas. produciendo ade1n;ís una substancia tennoestable cuan
do ~e cu] tiva1-i sobre nl.eclios ele agar. 

N akhin1ovskaia (3,1) encontró que los Actinon1icetos 
se encuentran a1nplia1ncnte distribuídos en la naturaleza y 
que la 1nayoría de los aislados, de una gran variedad de sue
los, presentan propiedades antagónicas; aunque el princi
pio antibiótico solamente en un pequeño número de casos 
ha sido aislado del n1edio. Estas propiedades antibacterianas 
no sólo se presentan en los 1nedios de cultivo artificiales,_ 
sino que ta1nbién en el 1nis1no suelo; estando aden1;~s rela
cionadas con la n1ayor o n1enor cantidad de 1nateria orp;~í
nir:a. 
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El siguiente agente antibiótico descrito en 1936. fué la 
Gliotoxin1a de \Neindling y Emerson (33). siendo el pro
ductor de dicha substancia el Tricod.ermtt Lignonun; esta 
substa1-icia es efectiva contra organisn1os gran"l positivos y 
gram negativos. 

La substancia producida por el organismo A. albus se 
consideró en un principio con10 de la naturaleza de una 
endo y exo bacteriolisina. 1\'lús tarde fué designada por 
'\Velsch (33) 19~n-19~~9 cmno Actino1nicetina. La lisis de 
las bacterias vivas se considera que ocurren en dos fases: en 
la primera se ha.:e sentir el efecto bactericida de la subs
tancia sobre la bacteria viviente y en la segunda se hace 
notoria la acción bacteriolítica sobre la bacteria ni.uerta. 

En 1938 Anslow y Raistrick (33) descubrieron otra subs.
tancia antibiótica, la Fun1igatina; una substancia derivada 
del metabolismo del As/1ergilus furnigatus y con una mar
cada acción contra patógenos. 

A la hrran lista de los ant1lJ1ot.1cos c11u111c:1'"1Jv.., • ................ ! 
año de 1939 se suma uno 1nás: la Gra1nicidina. debida a 
los trabajos de Dubos y producida por un organismo espo
rulado, el B. brevis. que posee propiedades líticas. 

A esta substancia m;\s tarde se le llani.ú -rirotricina, es
tudios posteriores llevaron a considerar que la Tirotricin;i. 
es una mezcla de dos substancias conocidas como Gra,-:-iici
cidina y Ti:.-ocidina. 

En este n1isni.o año Krassilnikov y Koreniako (34) en 
contraron un g-ran número de Actino1nicetos del género 
Strej1tornyces que tienen propiedades [uerte1nente l)acteri
cidas para una gran variedad de organis1nos; \;is substancia!'! 
obtenidas tienen la propiedad de lisar con1pletan1ente a las 
células o bien n1atarlas, sin una lisis posterior. 

Los Actinomicetos que poseen propiedades antagóni
cas contra hongos y bacterias están an1plia1nente distribui
dos; observándose que las formas antagónicas que se pre
sentan con inucha 1nayor frecuencia. son del género Stre/J
toniyces, aún cuando esto no es una regla. 

Día a día se descubren nuevos antibióticos, así es como 
en 1940 'Vaksman y '\Voodruff (33) encuentran la Actino
micina, obtenida a partir del S. antibioticus, este organismo 
está caracterizado por la producción de pigmentos negros 
cuando se desarrolla sobre un medio conteniendo proteína y 
peptona. Está formada por la mezcla de dos substancias: la 
Actinomicina A y la Actinomicina B. La primera es soluble 
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en éter, alcohol y agua, la segunda es soluble en éter de 
petré>leo, parcialn1ente en alcohol, dando una suspensiún tur
bia en ag11a. 

En t942 se descubren nuevos principios antibiúticos, 
durante este afio se encuentra la E.streptotricina produci
da por el S. l~avc11rlulat~; que actúa contra orgauisn1os gra111 
¡:>ositivos y granl. negativos. siendo clicha acciún 1nás 1nar
cada contra bacterias gra111 negativas. 

En este tnisnto año se obtienen otros dos principios 
antibióticos: la F1:11nigaci_na derivada del _As/1erg1lus f11111i
gatus y la Clavac111a derivada del Asj1ergllus clavatus. 

F.n 19.1:~ se descubre el (1cirlo .. ~speqJ;ílico obtenido ele! 
As¡1ergilus flav11s que ya había sido desc1:ito antes por 'Vhi
te en t9.10 (:rn)- Ta1nbién en este año Bush y Goth (g3) 
describen la Flavacina. obtenida iguahnente del A. flav11s. 

r __ --- >.::.? C~':." l º 1 ~ se cJe.,;;:cnbrc una nueva substancia 
antibiótica, tal vez i'á ·ele 1nayor itnportancia descrita n:ista 
entonces, debida a Schatz, Bugie y "\Vaks1nan (25), y des
crita con el nornbrc ele Estrcptornicina, debido a que es 
producida por una especie de Actino1nicetos que presentan 
tanto micelio aéreo, corno grupos esporulantes_ A. este gru
po ele Actino1nicetos 'Vakstnan y I-lcnrici le han ciado el 
non1bre ele Streptrnnyces_ 

La Estrepto1nicina se obtiene ele cepas de St re /1tornyccs 
griseus~ 

La Estrepto1nir:ina posee g-ran actividad contra varios 
organisn1os grarn negativos? y pequefia o r1in.guna toxicidad 
1-,ara los ani1nales~ F..n este n1isrno afio se cncnntr<'> otro ant-;_ 
biótico la Flavaciclina, aislada por l\Ickee, Rake y Hoock 
del A. flnvus (gg). 

El B_ su lit i lis, produce varios principios antibi<)ticos: 
la Subtilina, la Bacilina. la Bacitracina y otros. 

La pri1nera fué descrita por .lanscn y l-lirchn1ann en 
194.tI, elercc una fuerte acci<'1n antibic">tica con.tra gran nl'1-
n:1ero de organisn1o~i g-ran1 ])o~itivos y algunos coco~ L>T'1r1 
negativos; en altas concentraciones actúa con10 bac.te~icicl:t 
y diluido, con-io bacteriost:ítico. 

I .. a BacJ}ina .,~ien~ t.1na notalJle _a,cción .. sobre organismos 
del g;rupo Col1 , siendo esta accton n1as notable en los 
líquidos de cultivo ya que su extracción resulta casi i1npo
sible. La Bac.itracina e" una suhst:incia antihactcriana cle"
cubierta por .Johnson, Anker y l\íeleney en i945 (7); ejerce 
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acción antagónica contra el ·rrej1011en1a fuilid111n. 

Durante esta últitna década, el nú1nero de antibióticos 
ha aumentado :consiclerablernente, entre los descubiertos 
IH<Ís recienten1ente tenetnos: Eu111icina, Colistalina, (;rifo
lina, Griseína. i\Iicro1nonosporina, Cloro1nicetina, etc., sin 
embargo, puesto que el objeto del p1esente trabajo es la 
obtención del principio antibiótico de especies de A.ctino
n1.icctos. úr1icarnenle se enullH~ra1·~'u1 aquclJos obtcr1idos a 
partir de estos organis111os. 

Con el no111brc de Lavcndulina y r\.ctinoruhina se de
signa a dos antibióticos obtenidos por Kelner y l\'lurton (17), 
de dos especies de A.cti1101nicetos, la pri111era producida 
por un organisrno se111cjante al S. lavendulae y conocido 
con el nornbrc de i\.-10; la ,;cg-11ncla tiene g-1·andcs se111ejan
zas con el S. erithreus (r\-10_:-,); estas dos cepas bajo condi
ciones setncjantes ele creci111iento, producen las substancias 
antibacterianas antes 111enciunadas, que son activas contra 
organisn-ios g-ran1 positivos y gra111 negativos. 

C,..... h • . --'_..,.1 ... JccjAc~ C:P'" 1 2 ~=.--e] ¡--.cl::.-1 
1 
__ _ ! 

treptornicina, únicatnente est;; li1nitada a alg·unas cepas de 
S. griseus, pero se ha encontrado que existen variantes a 
dicha cepa que producen otros antibióticos, siendo uno de 
ellos la Griseína, descrita poi' Reynolds y \Vaks111an (22) en 
194.7. La Griseína tiene un gran poder selectivo contra al
gunas bacterias gratn negativas y gran1 positiYas. 

Con el nn1bre de SulFactina, se designa a la substancia 
antibiótica obtenida por Kelner y Kocholaty (r,) de una 
especie de A clino111 ice lo_, ( 1 :,). se111ejante al S. roseus. Se 
le designa con este non~bre por tener azufre en su 1nolécu
la; es activ;t contra organ.is1T1os grarn positivos e i11activa 
contra gra111 r1egativos. 

La Neo111icina y la Borrelidina ignahnente correspon
den a este grup de antibióticos, la prin1era pertenece al 
grupo ele Actinonlicetos no cro1nógenos (en líquidos); ac
túan contra bacterias grarn positivas y grarn negativas, la 
segunda contra especies del género Borrelia, de ahí su nom
bre. 

Sin eluda las dos últi1nas substancias antibióticas de 
mayor ünportancia son: la Cloroniicetina y la Aureomicina. 

La, Cloromicetina se obtiene del S. venezuelae. Fué ais. 
lada por Burkholder (23) y cristalizada por Enrlich, (6) po
see fuerte efecto antibacteriano contra organisn1os gran1 
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negativos, incluyendo a algunos rnietnbros del género Bruce
Jla; la Aureornicina deriva del S. aurefaciens y tiene gran 
acción terapéutica contra bacterias, rikettsias y virus pató
genos.· 

Terraniicina es el non1bre dado a la substancia anti
biótica descubierta en el laboratorio experin1ental de Chas. 
Pfizer & Co. de Brooklyn. N. Y. Se extrae ele una Actino
niiceto rccienten1cnte descrito y designado con el no1nbre de 
S t rep ton1 ·yces-ri rn osus. 

La Terra1nicina actúa sobre bacterias, rikettsias y pro
tozoarios. sin embargo su acción terapéutica, estará bien ci-
1nentada hasta que se tenninen los trabajos clínicos que al 
respecto se est;in realizando. 

l)e acuerdo con la clasificación, que por su origen se 
· h;ice <le Jn" "'n1ihiúticos. v torn;indo en consideración única-
1nentc los obtenidos de los Actíno1n1cetos, 1nc1uyo e1 sti-=--.,..----
guiente cuadro en el cual se reu1nen. los m<is ünportantes: 
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ANTIBIOTICOS DERIVADOS DE ACTINOMICETOS. 

Antibiótico qrg. del que de- Autor que lo descubrió y fecha de 
Org. sensible. r1va. repo::~e. --

Actinomicetinn. A. antibioticus. Grathin. y Dath. 1924. Gram (P). Gram (N). 
-----

Actinomicina A. antibioticus. \Vaksman A. y \Voodruff. 1940. Gram (P). 

.r2,.C\;.IJ.lU1.U . .lC.lU,U 
A. antibioticus. "\Vnksmnn y \Voodruff. 1940 . Gram (N). B. 

E.atreptotrici- s. lavendulh"'· Waksmnn y \Voodru:ff. 194!:> Granl. (P). Gram (N). _na. -
Estreptomici_ s. griseus. Schatz, Bug:ic y Waksman. 1944.· Grant (P). Grnm (N). 1 na. ·-

<SI 
Lavcndulina. A-10. Kelner y l\'J:orton. 1947. Gram (P). Gram (N). 

<SI 

··- ---- 1 
Actinorubina. '.A-105. Kelner y l\íorton. .i.947. Gram (P). Gram (N). 

Griseína' , s. griscUs Rcynolds y ,.Vaksman .. 1947. Gram (P). Gram (N). 

Sulíactinn. R-30. 

1 
Kelner y Kocholaty. 1947.· Gra1n (P). 

Cloromicetina. s. venezuelae. Enrlich 1948. Gram (N). Brucelas. 
-· --· ---· 

Aureomicina. s. aure!acicns. Virus, rikettsias. 
-·-

TerrPmicina. s. rirnosus. .Rikettsias y protozoarios. 
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PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

I. .l\'1A TERIALES Y JHJ!;l uvu;::,. 
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B) SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO. 

a) FUENTES DE CARBONO. 

b) FUENTES DE NITROGENO. 

ll. EXPERIENCIAS Y RESULTADOS. 

A) INOCULACION. 

B) EXTRACCION. 

C) PURIFICACION. 

a) Método del Acido Pícrico. 

b) Método del Heliantato. 

D) OTROS METODOS DE PURIFICACION. 

E) RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENl 

DOS. 
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L 1\lATERl.·1 I.ES l. 1HETODOS 

A) CURVA DE ACTIVIL>AJ). El punto de partida en el 
desarrollo de este trabajo, fué la determinación de la curva 
de actividad de un antibiótico conocido, Estrept.01nicina en 
este caso, con el objeto de tomarla co1110 referencia y poder 
saber así la concentración del líquido por ensayar. 

Para este objeto crehnos in;ís pr;íctico expresar la con
centración en grs/lt que en unidades por ese nlisrno vo
lutnen. 

Existen actnahnente varios inétoclos para la n1edición 
del poder antibiótico de una substancia, los in;ls etnp!ca
dos hasta ahora debido a su fücil 1nanip11laci6a son: el de 
discos de papel y el de las copas ele (_)xford. 

. El pri111ero consiste en pre¡~arar cajas con gelosa nutri-
uva y sobre estas colocar aprox1rnada1nenre 0.5 1111 de un.a 
saspensic)n de g-énnenes de pn1eha. por eje 111plo l:Jac:it/11s 
suútilis de 2.-_¡ horas de setnbraclo. el cual se distribuye uni
forrnernent.e en la superficie de la gelosa. se colocan· las' ca
jas en la estufa hasta que el líquido de la suspensión haya 
casi secado, se sacan y sobre su superficie se colocan discos 
de papel filtro estériles ele din1cnsiones standard, etnbcbidos 
en la subsancia cuya acth·iclad se trata ele eletenninar. 

Se incuban a ~7ºC y se hace la lectura a las seis y a 
las catorce horas con objeto de 111edir el ""halo" de inhibi
ción y ver si este ha aurncntado con el tien1po. 

El segundo n1étodo o sea el debido a Flc1nin~ y n1odi
ficado por Foster y "Vooclruff se conoce tatnbién con el 
nombre de "wiétodo de los cilindros en placas" ó de 1:1s 
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··~c?pas de ()xl"ord ... En este n1ét~do s~ dispone <le pequeños 
c1hnclros ele porcelana. de acero inoxidable, nicromo o bien 
de vidrio. cuyas di1nensiunes deben ser de 8 1n1n de diáme
Lro interior y 12 1111n de longitud: se esterilizan a la fla1r1a 
y cuando ya se han cnrriaclo, se colocan sobre la supcrricic 
de la ¡J;elnsa, la cual ha sido prcvia111enle se111brada con la 
suspensión ele 1-Jru:illlls s11/1,•i/is o ele S. allre11s. La solución. 
poi· cu1nprobar st: coloca en el intt:rior del cilindro y ésta 
al dirunclirse, revelar;\ su potencia debido a la n1avor o 
1ncnc1· :unplitud del can1po inhihito1·io. · 

Exi,·te una n1ocliricaciú11 a estos n1étoclos (28) y así. 
«a ,·c·z ele \·ener un volu111c11 detcrn1inado ele la suspen
si611 de B. slll>.'.i/i.'i o .'>. anreus sobre la supc1Ticie del ag-ar, 
la inuculaciún se crectúa por 1neclio ele Ull .. hisopo .. esté
ril, el cual est;í. ronnaclo por un palillo bastante larµ;o en 
uno ele cuyos extre1nns se ha colocado un algodón perfec
ta1ncnte en,·uclto: esta variante oh·cce la '\'enlaja ele hacer 
la distribuciór1 de la su~.pensiún 111;ls lH11nogénca, así corno 
de facilitar el sccaclo de la niis1na. 

«s in1portante hacer notar una ele las condiciones in
cli!.~pcn~.a1>1cs 1::>ara c1t1e se (J1,tc:11¡..;u.•i:--'F·es~~.!..t...;.~ s:-itisfactnrios 
en cualquiera ele las pruebas el'ecu1adas poi· los 1nétodos 
antes 1ncnr.:ionados. 

Si la superficie de gclosa nutritiva ya inoc11lada tiene 
cantidad de líquido s11riciente. el cual puede verse al in
clinar la caja que lo contiene. el contenido de la copa se 
extiende por una superficie que no corresponde a la que 
oc.uparía al difundirse en ausencia de aquél. <lebido a las 
corrientes del líquido en exceso. Se obtienen pues, "halos" 
no hien definidos con bordes in·egulares que ocupan una 
superficie 1nenor a la que presentarían los l'onnados sobre 
nn.a superficie Ju suficiente1nente seca. ya que la concen
tración del problcn1a ha clisn1inuído al tnezclarse con. el 
exceso de su~:.pensiún. 

La ""''lución tipo se preparú a pa1·tir de sulfato de es
treptomicina, cuyo contenido era equi'l.'a\entc a un gramo 
de estreptomicina h:ísica pura. se disolvió en io ml ele sue
ro fi,.iol<)gico y de ahí se hizo uua serie de diluciones. 

Para la primera cliluci<'>n se to1naron 0.1 1nl de solu
ción inicial. para la seµ;nn.cla 0.2 1111. la tercera 0.4 ml. la 
enarta o.6 n1\ y l:t quinta o.8 n1l. /\. cada uno de los tubos 
5C agregaron 10 rn.l de Sl.1cro fisiológico. 

Para hacer posible la co1nparaci6n entre las concen
traciones del ni.eclio ya cultivado con 1\.ctino111icetos y las 
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.de la serie de diluciones, se investigl> entre la literatura 
de los diferentes autores consultarlos, para sal.Jer de qué or
den era la 111;\xi1na concentracic'in obtenida al cultivar al
·gunas de las cepas por ellc.:-s estudiadas, cncontr~índose que 
era de o. 1 gr/lt. 

Así pues se prepararon dos gcníficas: una para concen
t:racioncs alr;is y otra para bajas, la últi1na cst;í comprendi
da entre aquellos lí111ites que nos parecieron m;ís amplios 
para el rango de concentraciones a obtener con las cepas 
que se estudiaron. 

Así, se to1naron los siguientes volúmenes del tubo que 
contenía o. i m 1 de la solución original: 

0.1 ml. 0.2 ml, 0.1 n~l. o.6 ml y o.8 ml y se les agre
gó io ml de suero fisioll>gico a cada uno. 

Las relaciones que nos dan el contenido de estrepto
.micina en cada una de las diluciones son las siguientes: 

.Tubo J\.T9 

2 

4 

5 

ALTAS CONCENTRACIONES 

Relación 

0.1 

10.I 

0.2 

10.2 

o.8 
I0.8 
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Grs. Estreptornicina 

0.0099 

0.00196 

0.00741 



Tuúo N9 

I 

2 

3 

4 

5 

BA.J AS CONCENTRACIONES 

Relación 

0.00099 
IO. I 

0.00198 
10.2 

_0.0039(__) 
10.,1 

0.0059.:1, 
- 10.6 

0.00792 
- 10.8 

Grs. Estreptornicina 

0.000098 

0.000194 

0.00073 

Parecería a sitnple vista que el sisten1a adoptado para 
cbtener la serie de diluciones es del todo inadecuado, pero 
aunque los números que expresan la concentración de cada 
uno, son algunas veces inconmensurables, el error volumé
trico se encuentra reducido al lTIÍnimo, pues cabe recordar 
que las pipetas de 10 ml no est<Ín graduadas con g-ran pre
cisión. lo cual dificulta n1edir volú1nenes del orden de los 
décimos de lTil. 

Las cajas de Petri se prepararon poniéndoles una capa 
uniforme de agar nutritivo. sobre cuya superficie se dis
tribuyó una su«pensión de Bacill1ts s11útilis empleando el 
1nétodo del "hisopo". 

Sabe1nos que el B. suhstilis es gra1n Positivo, sin embar
go presenta una gran sens:fbilidacl a las soluciones ele estrep
tomicina, es la causa de su en1pleo en los trabaios de "\Vaks
man como organismo de prueba para la actividad, no sólo 
de la estrcptonücina sino en general para otros muchos anti
biót:icos. 

Una vez colocados dentro de las caías los cilindros de 
Oxford. se pusieron en estos o. 1. ml de cada una de las di-
1 uciones, incub;l.ndose en la estufa a 37º C. Después de ca-
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torce horas se hizo un exa1nen, enc.:ontr<tndose en todas el las 
.. halos inhibitorios", perfectan1ente definidos y cuyas di1nen
siones variaban de acuerdo con la 1nayor o n1enor concentra
ción de estrepton1ic.:ina puesta en cada copa. 

Las lecturas de los "halos" expresados en 1nilín1etros 
fueron los siguientes: 

Caja 
No. 

3 

4 

5 

Caja 
No. 

I 

2 

3 

4 

5 

AL TAS CONCENTRACIONES 

Dn1. e11 111'111. Pron1edio n1rn .. 1;;strej1to1n icina 

~~7, 38, ,~s 38 0.0099 

32, 36, 38 36 o.01q6 

39. 40, 42 40.3 0.0385 

44, 41, 41 42 0.0565 

40, 45, 45 43 0.0741 

BAJAS CONCENTRACIONES 

1 

Drn. en rn rn. Promedio rnrn. Estre/:ito1nicina 

16, 14, 16 1 5·3 0.000098 

21, 21, 22 21.3 0.000194 

25, 26, 24 25 o.00038i. 

2 1, 24, 23 22 .. 6 0.00056 

28, 30, 30 29.3 0.00073 

N'OTA ... -En la segunda columna están anotadas las tres n-:ie
didas tomadas aproxirnadamente siguiendo diámetros in
clinados uno respecto de otro 609, en la tercera aparece el 
promedio de esas tres lecturas y en la cuarta la concentra
dón en gramos de la solución empleada,. .. 
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B).-SELECCION DEL C'.IEDIO DE CULTIVO 

Ton1anclo en consideraci<'>n q ne los A .. ct:ino1nicetos va
rían gra11de1T1ente e.le acucrd<.) con la:s condicion.es. nutritivas 
del rnedio, así corno que rn uchas de sus características ú11i
can1ente lleg;an a hacerse palpables con el en1pleo de un 111c
dio sintético y corno conconiitante la producciún ele cicnas 
substancias, producto ele su 1netabolis1no, es de vital i1npor
tancia la selección del rnedio de cultivo. 

Cuando únican1ente se trata <le <leter111inar la n101·fo
log;ía y propiedades caracterbticas de cultivo. se ernplc;111 
comúnmente los 1nedios sintéticos: sin c111bargn para otros 
propósito se hace necesario el uso de n1eclios org:ín icos. Cabe 
hacer notar que nn orgnnisrno que habitualmente se desa
rrolla a expensas ele un ineclio nuti-itivo fonnadu por suhs.
tancias oq~;',nicas complejas. puede adaptarse f:Icihnentc a 
otros medios, aun cuando las condiciones nutritivas ele cs-
t<ls sP~Tl J1111~v'---~'~l~iv~e~r~s~·;~1~s~.----------~-~--~-----~-~---~--~--'-~ 

Citaremos algunas de las substancias org;:ínicas con1plc
j:ts. las cuales al ag;reµ;arse a un 1ncdio de cultivo, hacen que 
la producción de la substancia activa sea muy rápida: extrac
to de carne. extracto de levadura, ag;ua de coci1niento de 
n1aíz, harina de soya, cte. Si el medio ele cultivo que se em
pica es sintético sin1ple, el desarrollo de la substancia acti
va, es n1ny lento y en consecuencia el rendi1nicnto bajo. 

E!1 la selección ele un medio de cultivo para Actinn
rnicetos, se debe considerar, c::on prin1er lng;ar, que este pro
porcione una fuente de carbono y ele nitrógeno con1pletas 
y que a la vez facilite la producción ele la substancia activa. 

;i) FlJENTES DE CARBONO.-Beijerinck fué el pri-
111ero en cletenninar que ciertos A.ctinonlicetos son capaces 
ele obtener el carbono y energ;ía necesarios. a partir de cont· 
puestos ''imples. A.siniisrno, son capaces ele utilizar una gTan 
variedad de co1npuestos orgánicos simples y complejos como 
fuentes de carbono; entre estos podemos citar a los ácidos 
org:inicos. azúcares. almidones, hemi celulosas y celulosas, 
proteínas. polipépticlos, aminoácidos. etc.; pueden también 
estos organismos atacar a un g;rupo limitado de grasas, hi
drocarburos, compuestos de benceno y algunas substancias 
resistentes co1no ligninas, taninos y hule. 

Entre las principales fuentes de carbono que son a la 
vez las mejores, se encuentran: glucosa, maltosa, dextrina, 
almidón, glicerol, ácidos orgánicos y proteínas. 
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Los carbohidratos como la glucosa favorecen el creci
nliento del organis1no y la utilización ele proteínas y a1nino
;ícidos; pero después de tnúltiples c.studios, se ha llq~ado a 
la conclusión que las concentraciones considerables de glu
cosa. cierta1·nente au1nentan la fonnaciún de la substancia 
antii.>iútica, pcrc· esta tendní una actividad 111uy inferior 
a la que tendría uno obtenido con haj;is concentraciones de 
glucosa; o sea, que la glucosa nos puede servir de "buffer" 
a bajas concentraciones, ya que la acidez inicial del n,edio 
debida al :ícido producido por ella. tiende a neutralizarse 
con el a1nonio en exceso producido por el Actinon1iceto al 
des1rrollar~e; lleg:índose pronto a un n,:íxirno de. bido al r:"1-
pido ca111bio del pl-I del rnedio, ya que este ll<:ga a :~er -::e 
8.6 y aún de g.o. 

b).-l:'Ul'..N 11'..:'; 1.Jl~ NI l Kl:ld•NU.-l;;)s Actlnomice
tos son incapaces por sí rnisrnos de fijar el nitrógeno atmos
férico, pero en cambio, son canaces de utiliza1· tanto fonnas 
orwínicas como inorg:inicas del mis1no. 

Entre los cotnpuestos de nitróg-eno CTnnleados para tal 
fin. cabe citar los siguientes: glicocola. al:>nina. :\ciclo as
p:írtico, anüno:\ciclos, etc. r'\sin1ismo. los Actinornicetos pue
den obtener su fuente de nitrógeno a partir de nitratos. 

Se encuentran ade1n:ís otros elcn1rntos que son de vi
tal importancia para un buen desarrollo: entre estos tene
rnos el Fe, S. l\In, P, K, y l\'fg. 

Los lnedios m:\s co1nunmente eu1pleaclns nor reunir las 
dos condiciones antes 1ncncionadas son los siguientes: 

JH edio de extracto de levadura· (JlVaksr11a11 ): 

Ext. ele levadura 10 gr 
Glucosa 
NaCl 
Sulfato de n1agnesio 
FeS0~.7J-I 20 
Agua destilada 
pH 

.'lledio de E111C'rson: 
Ext. ele carne 
Peptona 
NaCl 
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10 

5 

0~01 

100() 

6.8 
tnl 

gr. 



Ext. de levadura 

c;1ucosa 

Agua destilada 

]\Jc<lio de l~xtrncto <le ct:rne: 

Peptona 

Ext. de carne . 

NaCl 

Aµ;ua de la· llave 

pH 

JIIc<lio de Glucosa: 

Glucosa 

Peptona-

Ext. de carne 

Clorur~ de sodio 

Agua de la llave 

pH 

1.0 

10.0 

100'0 

!).O 

5.0 

5.0 

JOOO 

7.2 ::t 

JO 

5 

5 

5 
1000 

7.1 

1nl 

gr. 

,. 
'"! 

mÜ 
.; 

7-4~ 
1 

.1 
gr! ., 

' 
¡ ,.,., 

,,., 

m~ 

II. EXPERIENCIAS Y RESULTADOS 

Los principios antibióticos obtenidos se lograra~, a par. 
t:ir de las siguientes cepas: 

No~ r 

No. 2 

No. 3 

Streptornyces grisells. 

Cepa X-1 (Strepto1nyces sp.) 

Cepa" X-97 (Streptornyces sp.) 

i 
¡ 
! 
1 

La primera j:»rócedente de la American Type 1Cultive 
Collection N. y las otras dos proporcionadas por el Profeso~· 
.A. Sánchez 1\1arroquín. 

Se escogió el S. g;riseus .. para oue sirviera de guía en el 
proceso de obtenciún y nurificaci<'>n. ya oue ces uno de los 
1neior estudiados hasta ahora, y en '-cg-undo lugar para que 
>'irviese de referrncia al eftablecC'r tanto se1ncjanzas corno 
diferencias posibles entre el principio antibiótico de las dos 
nuevas cepas con respecto a la estt·epton1icina. 
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CUJ. TIVO S-Cf R.IS&.U& 
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CULTIVO CEPA X-i. 
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CULTIVO CRPA >(-91 
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A).-Inoculaciém. Inoculación. 

c:ada una de las cepas antes n1cncionarlas, fué scn1hra~ 
da en un 1nedio en el cual los cotnponentes no reuniesen las 
características enun1eradas anteriorrncnte. o sea en t1n 11i.e

din 1nuy pobre, con objeto de que caéL-i uno de los cultivos 
esporulara, y una vez estando en esas condiciones, al hacer 
la sien1bra a un n1edio rico la n1ultiplicación fuera óptilna. 

El n1edio escogido para tal objeto fué el de papa, el 
cu:al tic11e la sig·uiente co1nposición: 

Papas peladas 
Ag-ar 
'-..l'"lUC.:USa 

JHcdio de fia/~a 

Agua de la llave 
pH 

~ºº g-r 
20 

5 
iooo mi 

6.8 

La esporulación cp1npleta ~e efectúa 7 ó 10 días des
pués de haberse hecho la siembra, teniendo las esporas una 
superficie brillante de color amarillento o bien rosado: la 
fonna de esporulación depende de la naturaleza específica 
de cada organis1no, asi co1no de las condiciones de cultivo. 

De este cultivo. se suspenden las esporas en suero lisio
.lógico, con el objeto de que sirvan para inocular frascos de 
gran superficie, en los cuales se ha puesto medio de "'7ak.s
man adicionado de ag·ar en un 2<=;{,; las esporas así inocu
ladas en un medio reciente. germinan con rapidez, general
mente después <le 2 a fi horas. 

Los frascos de gran superficie con el cultivo, nos servi
rán como nuevas fuentes para obtener esporas y hacer de 
.ahí las siembras en el 1nedio líquido para la producción 
de cada uno de los antibióticos . 

. Los frascos de g-ran superficie son de forma plana, con 
capacidad de un litro, en ellos se pusieron 100 ml del medio 
sólido, se agreg"6. esta pequeña cantidad para formar .un;i 
capa delg;ída que permitiera la obtención de esporas en el 
menor tien1po posible. Se colocan en la estufa a incubar 
a una temperatura menor de 28° C. 

Una vez que el desarrollo de los micelios aéreqs ha 
llegado a su máximo, lo cual se comprueba porque en to-
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da la superficie del n1edio hay una película uniforn1e, pro
ducida por el desarrollo ele las cepas, el 111edio ele "\Vaksrn:in 
al igual que la superficie del cultivo han tornado una pig
mentación n1uy variada; en el caso del S. griscus el n1cclio 
adquirió un tinte ligeran1ente rosado. la cepa X-1 café ver
doso_ y en ca1nbio el 111cdio conteniendo la cepa X-97 ton1ó 
tintes violáceos; estas distintas coloraciones del n1Ísmo ine
dio, son debidas a la propiedad q uc t iencn los r\.ctinonüce
tos de producir una µ;r:-.n diversidad de pign1entns cuando 
se clesarrollar1 tantc) en n1edios sintéticos co1no or~-;.inicos. 

Estas pign1entacioncs pueden variar en intensidad se
gún la composición clel n1cdio. (f11entcs de carbono y ni
trúgeno) y la influencia de algunas condiciones de creci
mientc> tales con.10 acreación y ten1peratura. llcgancln a cot,-

• · r<:.f" f<r11nos ele n:1tnralcza .sintética c..-uanrlo son el rc-
sultac1o de translorn1ac1c.11t.::-..i ........ , ..... ~J~--------J 1 ~1 T1'1e-
dio. 

I~a producción ele pign1entos por Actinorn.icetos hri si
do ut.ilizada cc:n10 una caractcrfrtica imrJortante de cultivo 
al describir dichos organisn1os. dcsign;íncloselcs con el nom
bre ~e forn1as cronH'>µ;enas_ 

L-i naturaleza y la fortnación de estos piQ;1nentos ha si
do an1plian1cntc investiµ·ada por Beijcrinck: ele acuerdo con 
er.te autor, el proceso de prnducciún de pign1entos ele los 
.A.ctinoniicctos, cuando estos se desarrollan en rneclios con
teniendo gelo~a. cst;Í íntin1an1entc relacionado con Ja for1n.;
ci6n de una forn1a quinónica, la cual se vuelve café en un 
Incdio alcalino o en presencia de oxígeno; aden1ás dicha 
forma quinúnica, ejerce en presencia del fierro contenido 
en el medio una acci<ln enzi1n<ltica. derivando dicha fonna 
de la peptona del rnedio. 

Para cada una de las cepas se prepararon 20 frascos 
de medio ele "Vaksman líquido, conteniendo cada uno de 
ellos 160 1nl., con objeto de que el vohunen final del me
dio con la substancia activa después de haberse hecho el 
control de actividad, fuese de g litros. 

Al preparar el n1edio, debe tenerse especial cuidado en 
ajustar el pl-1 a 6,8, ya que los Actinomicetos requieren 
para su desarrollo un n1edio neutro o ligeran1ente alcalino. 

De la fuente de esporas preparada con anticipación, se 
hizo una suspensión en suero fisiológico, procurando que 
éste arrastre consigo la mayor cantidad de esporas y así la 
inoculación de los frascos sea abundante. 
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La superficie de las tres cepas al ponerse en contacto 
con el suero, presentó una superficie brillante y una gran 
resistencia a inojarse, ya que en su cornposición entran 
:algunos lípiclos. 

La obtenciún del principio antibiótico, puede hacerse 
por n1edio ele cultivos estacionarios en gran super[icie o 
por cultivo sun1ergiclo con aereación y agitación. 

El prin1er n1étndo consiste en sen1brar, en el medio 
seleccionado, una suspen;oión de esporas ele la cepa en es
tudio. hecho esto, se incuba a 28<? C. Las colonias al desa
rrollarse pueden fonnar una película uni[onne sobre la 
:ouperficie del tnedio, un anillo alrededor de las paredes o 
bien colonias aisladas. 

necle nrcsentar otra variaciún en el tnodo del de-
sarrollo 

0

del Aclino1niceto, la cual consiste en que ut11Lu c •• 

el fondo del tnedio de cult:ivo coni.o en la superficie del 
n1Ís1no, se agrupan una serie de colonias las cuales tienen 
el aspecto de -:opas; este último modo de desarrollo está 
~-ranclen1ente influenciado por la naturaleza de las esporas, 
la cantidad de aire que po:.een. así co1no por la agitación 
del inedio. lo cual trae consigo el rompinliento del micelio 
al iniciarse el nuevo desarrollo. 

El xnétodo de cultivo sun1ergido se emplea sobre todo 
en aquellos casos en cine la producción de la substancia 
activa se hace en grande escala; en este caso las colonias de 
~A.ctinotnicetos toman el aspecto de la1ninillas y el mayor 
o menor desarrollo se aprecia por el aumento de turbidez: 
del n1eclio de cultivo. 

Para obtener un buen desarrollo por este n1étodo, se 
necesita la concurrencia de dos factores: agitación y aerea
ción; estas tienen por objeto evitar el crecimiento en la 
superficie. 

La agitación se hace por medio de un agitador de as
pas y la aereación por n~edio de una bomba. En los gran
des laboratorios, estos dos requisitos se cumplen con el em
pleo de tambores fermentadores rotativos equipados con ae
readores y agitadores; la eficiencia en estos casos es máxi
ma. 

En nuestro caso empleamos el pri1ner método por ser 
:rni'LS . accesible. 

Cada uno de los frascos fué inoculado con 3 ml. de 
la suspensión de esporas, incub~indose a la estufa, colocan-
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do Jos frascos en dos niveles, siempre en forma horizontal 
con objeto de que la superficie de desarrollo fuese inayor, 
se debe ade1n;Ís procurar que Jos tapones de los frascos n.o se 
lllUjcn para evitar cualquier contarninaci6n. 

Se hacen observaciones periódicas de los frascos para 
ver el desarrollo alcanzado. La pritnera dcterrninación de 
actividad (centra B. su!Jtilis) se hizo al tercer <lía de la 
sie1nbra, habiendo resultado positiva para el S. griseus y 
negativa para las otras cepas. 

La segunda dct:enninación se hizo al sexto día de la 
<.ic1nbra resultando igualn1ente positiva para el S. griseus y 
el X-1. y nq~ativa para la cepa X-~17. 

l ... a tercera deteTniinaci{>n se practic<'> al noveno r?í~ re
Hillando activas las cepas S. gris,-us y la X-1, la primera 
fué la que clic) halos de inhibición de lnayores divisiones. en 

"· I l 1-" - 1 
(u•'-""'.._,,. .1..u .• ..,.._M'--••.n.1.n '-1.1.._1 111.tJt.r JJlllY f.J\..":'.'(_Jllell(JS J1Cr0 pCTl:"CCta-

IllCnte definidos. La cepa X-97 no rnostró actividad. 

Oc acuerdo con la rna!!,"nitud ele lc-5 halos. se cnn,:.truvc) 
la ~~iguícnte tabla, ca lc11 J::índose adcn1~l~ J::1 caneen tr:-tc:ic'n1 
r>robahle en g-ra1nns por litro. relacionado las din1ensioncs 
de le;,-. hales con la gT;Ífica de actividad. 

Ce/Ht 

S. griseus 

X-1 

D111 .. en r11n1. 

I!! 

I.t 
17 

1g 
20 

-rie·1npo en días 

:1 
G 

9 
<I 
G 

9 

Co11. [!;Ys/lt. 

0.07 

0.09 

0.12 

o.os 
0.16 

En vista ele que la cepa X-97 no die> actividad alguna.' 
se pen,:c-, q ne é,-;;a tal Ycz fuera 1n;ís tardía en producir en 
principio antibiótico por lo que nuevan1entc se le deter1ni
nc'> su actividad a los 12 días. hnhiendo resnltado positiva 
en algunas de las cains y en ca1nbio en otr:is no ~e obtuvo 
halo iPhihit0rio dcfinick-. si no m;is hien. una especie de 
halo difuso de color café. 

Al S. e:ri.w,11s y al X-1 se les <leterrnin<'> t:nnbié?1 activi
d.-..d r-on nl_)leto de ver :-:i c~ta había au1nc11t~do. pero con10 
J; .. • dimcr."iones de los h:tlos rcs11ltar0n igu;ilcs a las ele 1-i. 
vez a111c1 iur se cc'nch1yc'> 'ltte la conccntraci<'.in del antib:,-,. 
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tico no había aun1entaclo si no que permanec10 constante, 
lo que quiere decir que el cultivo ha alcanzado su desarro-
llo 1núxi1no y cst;í en condiciones de extraerse. ¡ 

Después de dos sen1anas de incubaciún volvió a pr~>
harse la activid;-id de la ccp;-i X-q7 cncontr;induse que el 1,1-
1nafio de los halos había aun1cn1aclo, siendo pusit.ivo ¡xn!a 
todos los f1·ascos, aun cuando las ditncnsioncs no fuerop 
con.stantcs~ n sea que en_ algunos la conc:cn.traciún del ant.ti
biótico fué 1uayor que en otros. 

I-Iaciendo una tabla scrncjanle a la anterior se deter-
1ninú la concentración en p;rarnns por lit.ro. 

X-97 

lJ111. en 111111. 

1 l 

15 

"Tie111 j1u en el ía.s 

!) 
15 
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0.10 



"'A.LO 1).E INlllSIC10"1 oaTJ::Nl])O CON .LA CEPA )Í.-.i 

Tornando en cuenta las observaciones hechas periúdi
can~ente se puede acentar lo siguiente: 

1.-I-Jabiendo colocado los frascos en la estufa en dos 
niveles, Jos de· la parte superior presentaron un mejor desa
rrollo, que los de la parte inferior. debido a que la t:ern
peratura en estos últin1os fué de :P~Q C. y en los de la su
perior de rnenos 289 C. o sea que a esta ternperatura las 3 
cepas p1;ohadas dieron mejor desarrollo. 

2.-La presencia de olor intenso después de dos días 
de desarrollo. Este olor es característico de todos los Ac
tinomicetos aerobios productores de esperas ~sféricas. 

3.-Estos orhranismos se desarrollan forrnando un anillo 
alrededor de Ja superficie del medio. 

4.-La coloración tomada por el medio de '-Vaksman 
fué muy variada, en algunos casos presentó un color café 
.;>bscuro y en otros uno café muy claro. Esto es debido pro-
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bablemente, a que los actinon1icetos al formar los pigmen
tos pueden retenerlos en los 1nicelios o bien disolverlos en 
el n1edio. 

5.-F.l 1nedio al utilizarse debe ser tyndalizado, para 
evitar la cara1nelizaciún de la glucosa. En vías de experien
cia, parte del 111edio se esterilizó a una y rnedia aunósfera, 
por lo cual ton1ú un color 1n:l.s obscuro; tratando de ver si 
aün c~:le 1n.eclio rcur1ía las características necesarias para el 
desarrollo, se inoculó cn1no de ordinario. encontr:índose 
que el crecitniento en este caso es 1nuy superior al que se 
obtiene cuando única111cntc se tyndaliza. 

B) F.XºI'R~\CCION .-El contenido de todos los fras
cos, co1-respondientcs a carla cepa. se filtra a través de un 
Buchner, con objeto de eliininar todos los sólidos en sus
pensión. 

Se ajusta el pl-1 a ocho v se adsorbe con Norita A al 
1 '7<,, agit:.ndo a la te1nperatni·a an1biente durante una ho
r a. 

Ade1n:ís de la N orita A se en1pleó otro carbón activa
do. la Norita e;; no <lió ningún resultado satisfactorio, ya 
que su pl-I no reúne las conclicion~s necesarias por ser 
neutro. 

' I>espués de agitar durante una hora. se considera que 
Ja adsorción ha sido con1pleta, procediéndose entonces a Ja 
fi ltraciún. 

El adsorvente se lava con un v.Jiüu1en de agua igual 
a 4. ó 5 veces el peso de la Norita ernpleada. Algunos au
tores reconliendan que el lavado se haga con alcohol etí
lico. ernpleando un volumen 1 o veces mayor qué el del pe
so de la Norita A. El adsorvente se suspende en alcohol 
metílico ~ícido, que contenga 0.5 ml. de I-ICL concentrado 
por cada 1 oo 1nl. de alcohol metílico. La cantidad de al
cohol <icido agregado, debe ser igual a Ja décima parte del 
volun1cn adsorvido. 

En vez del empleo del metano] <icido, se recomienda 
el del <ícido clorhídrico anhidro en inelanol, lo cual facilita 
grandemente Ja precipitaci6n ya que en este caso se ha eli
minado el agua que es la que hace que el precipitado re
sultante teng-a un aspecto gomoso y muy adherente a ]as 
superficies de los recipientes en los cuales se coloca el lí
quido. 
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La eluciún se facilita agitando con energía el adsor
Yente y el eluycnte con un agitador durante una hora; se 
filtra y lava con pequeños volúrnenes de 1netanol, proce
diéndose a la conccntraciún. nti,on1a que se hace al vacío a 
·una temperatura n1;'1xi111a de 25'>' C. Antes de principiar la 
'concentraciún. el extracto que contiene toda la potencia del 
anr.ibiótico. se neutraliza n,n Nal·IC:(),, hasta un pH de 6. 

, L .. a conccntr;1cic'>n se nr<~lon~!.:a hasta que el volun1e11 
·.~e reclpce a un dé:·i11t() dc1 inici.al. 1·11a vez en estas condi
- ci(nl.cs se tr:ita Cl•ll ..:.ictc volú111cnes de acetona, obten.iér1cl<-l'-

se un precipitado llll!Y l'itH: r1c cnlt:r café, el cual se separa 
por ccntrifn~1;aciün. l .a prccipitaci<'>n c<>ll acetona dcl~e ser 
con-iplct:-?. c.htclliénc~osc. ;ilgun;?s Yccc.s varias fraccioncs 7 ya 
<ruc cntt·c 111ayor c;1ntld~ 1.d c·e ·1cltn11;1 se agrcg;a, 1T1avor es 
la car1tidad ele prccini1;1dc1 qn.c se nhticnc. aün cuanclo ca
<la vez n1{1s fino y csca~o. 

-1-Jasta-aq llí)-1(-)~,.;e---rl:t·--¡)-t_;{-:fl()~]l{ 11~ltlla ítISt.l TlCÍ<Hl l l:='>JJCLL'-, 

.. a cada una de las cepas. va que hasta este naso las tres ne 
dieron ning;una di~·ergcncia con rct-·pecto a los trahaios qltC 
sobre estrepto1uici11a cfectuú \.\.aksn1an y sus colaborado
res; adcn-i;ís e~ Ya ncrfect;-i111.--n1c conocidc <-1uc la cepa de 

·S. grisl'11s es una de l:i" n1ejorc·c prorluctnr'1s <le este anti-
· l~i6tico. Para esta cepa ~e siguieron las indicaciones de 
\\Taksman. pui-ificandn la ,._,,¡,,_1;1ncia cruda. pn» el 111étodo 
del picrato. h:tsta obtener el cloruro correspondiente. 

OBSERVACIONES 

1.-F.l c;nhún c111pleaclo co1110 adsorvente. debe ser uno 
one ten::.,ra un pl-I neutro o ligcra111cnte alcalino. de pre

' ferenc:ia el prin1ero va que este facilitar:'i la adsorción el"" 
la estre1>t<"l11 icina o efe cualquier otro antibiótico con pro-

' piedades h;í,;icas. 

, 2.-Lo .. cluventes deben estar excentos ele agua para 
,· one tanto la concentración como la J"lrecÍJ:lÍtación. sean m.:'is 

0

f;'iciles y efectivas. 

C).-PlJRIFIC:ACION. 

CEPA -~-r.--E.1 precipitado obtenido con acetona se se
paró por centrifugación, obteniéndose un producto Yiscoso 
de color café que se adhiere firmen1ente a las paredes de 
los. tubos de ce11trif11c:a. Al líquido ya centrifup;ado se le 
'ª~egó m:ís acetona. obteniéndose un nuevo precipitado de 
cristales an1arillentos muy finos, los cuales al centrifugarse 
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formaron una película n1uy fina en las paredes. del t nho de 
centrifugaciún y observados al n1icroscopio presentaron el 
aspecto de finas aµ;u jas alargadas. 

llaciendo 11na soluci(J11 en agua de cada una de estas 
fracciones se ks dctennin<'> su actividad, resultando positi
va. c:cn1sidcrando c¡ue at'rn cuando el as-pecto e1-a distintu. 
las dos fracciones procedían de la n1isn1a cepa y tenienc!<> 
actividad, no presentaba ninguna ventaja el purificadas por 
separado, de ahí que las dos se unierotl. 

a).-PURIFJCACJON DEL ANTIBIOTICO X-t POR FL 
lVIETODO DF.L ACIDO PIC:RICO. 

Se disnh·i<> el concentrado acti~·o en agua destilada y 
se trat<'> cnn ttna s<)luciún de ;.ícicto J>ícrico al cuatro por 
ciento. En el caso en que queden partículas súlidas, se ca
lienta Jicrer·11n<-"'n 1 c_ -~~' '-ª• ,.._, .. ,._,.:'.H._, ... i:¡_.cct.ttlt: yartas horas 
a 59 C.,--al cabo de las cuales en la pa1·te inferior del tubo 
se han forrnado unos cristales de color an1arillo; estos se 
separar;ín nor decantación de la soluciún, disolv;,~ .... clo~:e rn 
metano} caliente, el cual contiene un exceso de 1-ICI .. 2.:; N. 
Esta solución se vierte en 1 o volún1encs de éter, pre
cipitando un polvo blanco cristalino correspondiente al clo
ruro del antibi<'>tico X- 1. Es.te precipitado se puede disol
ver en nletanol y reprecipitar con éter. 

Se secó al vacío y se pesó con objeto de calcular el 
rendi1niento aproxi111aclo con respecto a los datos obtenidos 
en el caso de la estrepton1icina. El renditniento fué de 
45%· 

OBSERVACIONES 

1.-Los concentrados de las dos cepas dan un persisten
te olor a amoníaco. 

2.-Este proceso se repitió dos veces, en la pri1nera el 
volumen del que se parti<'> fué n1uy pequeiio, por lo cual 
la cantidad de cristales obtenidos fué muy limitada; estos 
cristales se secaron perfectamente al vacío y observados al 
microscopio tienen la forma de agujas alar¡,,radas. Siguien
do el mismo método, pero empleando mayor volu1nen, se 
obtuvo una mayor cantidad de cristales, alta111ente higros
cópicos, llegando a licuarse casi con1pleta1nente. 
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3.-El rendiiniento del cloruro del antibiótico X-1 fué 
de 45%· 

CEPA X-97.-l)el precipitado con acetona, se lon1ó una 
fracción y se disolvió en agua. Se agreg-ó una solución de 
;ícido pícrico, estandarizó a 5<;> C. durante una hora, no 
produciéndose ningún precipit:ado, de ahí que se halla es
cogido el método ele purificación del hcliantato. 

u).-PURlFICACION POR EL METODO HELIAN
T A~I'().-Se disuelve el precipitado en rnetanol caliente, 
procurando que la Lemperatur.a no exceda de 5."í<;> C., se pre
cipita adicionándole una soluci<'.>n de anaranjado de metilo 
al 103. 

Esta precipitacic>n se puede efectuar con soluciones n1;"1s 
diluídas de anaranjado de nlctilo, pero el volurnen reque-
rido para CJUC Ja prccipir·;u~l,"'tn 5c:J cnrr1plr? 1 :1. 22 ___ .__

7
- h .......... 

ae, y el precipitado así obtenido muy fino; esto t:rae como 
consecuencia dificultad al centrifugar. 

El empico de soluciones concentradas tiene ei incon
'l:eniente de que el anaranjado de rnetilo puede precipitar 
junto con el heliantato del antibiótico, pero esta desventa
ja se anula con los lavados posteriores a que se son1ete el 
heliantato. este es insoluble en agua, disolviéndose única
rnente el colorante. 

El precipitado se conserva dnrant:e una noche a 109 C. 
centrifugándose finalrncn!.c y el producto cristalino se Java 
con agua destilada. 

La rccrist:ali:r.ación se cfcctt'."1a disolviendo el heliantato 
en metano! acuoso al J~3% y estandarizando a 109 C. Se 
centrifuga nuevamente y se lava, scc;í.ndose al vacío con ace
tona o éter. 

CONVERSION DEL HELIANTATO AL CLORU
RO CORRESPONDIENTE. - El heliantato obtenido, se 
trat:a con metano! ácido preparado en la proporción de 1 :25 
en volumen. L"I mezcla se agita cuidadosament:e adquirien
do el heliantato una coloraci<)n int:ensarnente violeta, te
niendo adem;í.s un pl-I de 4. La agitación se prolonga por 
30 minutos después de los cuales se filtra a través de una 
delgada c:apa de Darco G-fio; esta filtración tiene por objeto 
eliminar el color, pero en nuestro caso aún después de. ha
ber pasado varias veces la solución a través del Darco, con
scrvb un ligero tinte rosado. 
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El l)a1·co (;.(Jo se Java con pequeíías porciones de rne
tanol, quedando el filtrado en condiciones de ser precipi
tado; se to1nó una pequefia fraccir'>n a Ja cual se agTcg6 ace
tona, con objeto de ver si ésta era el precipitante adecuado, 
al no obtenerse precipitación. se tom<) otra 1nuestra a Ja 
qne se ag:regú c'.'te1-, ohteni.:ndose un precipitado abundante, 
de ahí que se halla escogido este últin10 como precipitante. 

Se seo) y pesó el cloruro del antihiótico X-97. con ob
jeto de calcular el 1·endirniento, siendo este de y.73,. 

OBSERVACIONES 

1.-EI empleo de soluciones concentradas e.le an'1ranja
do de metilo cl:í n1uy buenos resultados. 

2.-EI pI-1 del antibiótico disuelto en 1netanol caliente 
debe ser neutro para obtenerse una buena precipitación. 
ya que en caso contrarie• r . t • ~ ~- ...... ..: ....... : .......... ,, e• ana-
.......... u.jc...u.v ue 1net1Jo pasa a su forn1a qtiin_(>nica, no produ
ciéndose ningún precipitado. 

3.-El decolorante e1nplcado debe ser precisamente Dar
co G-60, pues al experimentar con carbón animal activado. 
el cual tiene un gran poder decolorante, Ja solución obte
nida caree.e por completo del antibiótico, es decir que este 
al mismo tiempo que decolora adsorve el principio activo. 

4.-El precipitante adecuado resultó ser el éter. 

D) OTROS l\IETODOS DE PURIFICACION. 

Adem:ís de los dos 1nétodos antes descritos, son de 
gran irnportancia Jos de: Purificación cromatogr:ífica con 
óxido de aluminio y el de purificaci<)n cromatogr:ífica con 
Darco G-60. 

PURIFIC.ACION CRO:iWATOGRAFICA CON OXI
DO DE AI.-Este método se lleva a cabo en columnas lle
nas del adsorvente (Al203 en este caso), haciendo fluír el 
metano! con el solvente a través de dichas columnas, hasta 
que la capa del disolvente depositada sobre el adsorvente 
tenga un espesor de 1 ó 2 mrn. 

La solución del antibiótico se hace fJuír a través de 
la columna por gravedad o bien por presión, siendo esta 
última de 1 o a 20 mm. de Hg. 
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l.Jna vez que toda la solucic'>n se encuentra en la ca
pa adsorvente, se ag-rcga 1netanol dej<í.ndolo t:luír por gra
vedad o por presi<'>n. l)e igual n1anera se inyecta el elu
yente y se van tornando muestras de las fracciones de la 
parte inferior de la colu111na a las cuales se les \'a agre
hrando acciona o éter cnn10 precipitante. 

l,a rccolccciún de estas fracciones e1npicza cuando al 
;ag,-1·c~ .. ?;ar }os ¡-1rccipitantes, C~lOS Índicat-i la presencia ele} an
tibiótico. 

l.as fracciones del eluycnte con el antihiútico se con
centran hasta un décimo dd voltnnen orig·inal. estando lis
tas para prcr:ipitan;e, secando al precipitado al vacío. 

PURIFICACION CRO!\f/'\.TOCRAFlCA CON DAR
CO c;-Go. El rnétodo es sc.'..nejant.c_ al '!nterior, las _colun1-

;:)~ .IJ'-..ll<.-..&.I. L~J..I. .&-'"'-•''-·'--' _ _.. .. ,_.'-_. 7 f-"'-&&f...l'•'l '-'~ ,_,, .• , .. n.:1 U 1..1.1-CI.• fJl<l.-

ncl filtro. El solvente se introduce por presión y cuando 
la capa formada por el solvente sohrc el aclsorYente es de 
I a 2 1i.1rn., la colu1nna cst<Í lista para fttncionar. 

Cuando toda la 'oluciún est;Í en la capa adsorvente, 
!';C agrega tnetano) a prcsic)n el cual actnar;l como disolven-

te. Los cluyentcs que van saliendo ele la columna se van 
analizando hasta que la prueba para la substancia activa sea 
positiva. 

Ade1n:ís ele esto~ tnétodos la purificacicin de los prin
cinic's activos se pPcdc lograr por el n1é1odo ele la sal de 
Reinecke, del :ícido picronúlico y del íosfo-tungstato de 
sodio. 

F.).-RESUl\JEN DE LOS RESULTADOS OBTENI
DOS. 

1 .-Se probaron tres cepas de Actinon1icetos antagóni

cos. aplic:índoles el 111étoclo de extraccic'>n en1pleado para la 
estreptomicina. 

2.-EI carácter de los principios ele las cepas X-1 y X-97 
es b:isico. 

~--Los 1nejnres crecimientos se obtuvieron cuando ci 
medio cmnleado, que fué el de "\Vak~1nan, se esterilizó a 
1.5 atn1ósfcras. 

4.-EI pf-I m;ís indicado para el medio de cultivo es el 
de 6.8. 
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5.-La t.entperatura óptin1a de desarrollo fué la de 2S9 C .. 

G.-La presencia de concentraciones altas de glucosa 
disn1inuyó considerabletnente la actividad del antibiótico. 

7.-Los principios de las cepas X-1 y X-97 tienen una 
fornta de cristalización se1nejante a la de la estreptom·icina. 

8.-Los cristales obtenidos de Ja cepa X-1 resultaron 
n1uy higToscúpi<.:os. 

!J.-EI aclsorvcntc en1pleado debe ser un carbón neutro. 
10.-EJ 111étodo de purificaci(H1 111;ís indicado para la 

cepa X-1 fué el del ;1ciclo pícrico, y en cambio el de Ja 
cepa X-!17 fué el del hcliantato. 

1 1.-EI precipitante específico para el antibiótico de la 
cepa X·!>7 fué el éter. 

1 2.-En la purificación del antibié>tico X-97, el decolo-
?-:!n.t..:... ..... n1,.:-..! ...... ~ .. ...:1...., .._n ..... 1 .......... .._.. ... ..._._~u_,, dcb...:: -=>e• p.1cLA-
sa1nente l)arco c;.Go. 
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CAPITULO 111 



DISCUSION Y CONCLUSIONES 

DISCUSION 

1.-La dificultad que se presenta en la obtención de 
los principios antibióticos, en el proceso de purificación y 

...--- ________ :_: __ ~ r-c~:-'""'::_: ___ 1 ?_ ~-2---1--~·.:..-"., ... .-le • 1 n n.,...,..,.c;n; ........ rtq 

gomoso ele color café obscuro. puede eli1ninarse 'con el ern
pleo de HCL gaseoso disuelto en n1etanol, en vez de 1-ICL 
en solución. ya que el agua contenida en el ;ícido es la que 
hace que el precipitado presente esa consistencia. 

2.-EI precipitado go1noso se adhiere co1no ya se dijo 
anterionnente fir1nen1ente a las paredes de los recipientes 
que lo contienen, lo cual trae con~o consecuencia nna dis
minución considerable en los rendimientos. para evitar en 
lo posible 1esta pérdida, considero que la precipitación 
debe hacerse en un recipiente tarado, secando ahí nüs1no el 
precipitado obtenido. 

~¡.-La precipitación del heliantato correspondiente a la 
cepa X-97 debe hacerse en soluciones que presenten un pl-I 
superior a 5. Esto tiene como base el hecho de que a 
valores ele pl-1 superiores 4.4 el anaranjado de rnetilo se 
presenta en su forma normal: 
como puede verse en la fónnula, hay un hidr<'>geno :ícido. 
el cual puede ser neutralizado por los grupos b<ísicos del 
antibiótico. 

Cuando el pl-I de las soluciones, es inferior a 4.4, la 
heliantina sufre una tautomerización y se presenta ba_io la 
forma quinónica. 
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CONCLUSIONES 

Actinornicetos aislados del sucio presentan propiedades an
ta¡;fÓnicas, se trató ele obtener substancias antibióticas que 
fuesen susceptibles de aislarse del nlcdio de cultivo, pues 
éste ha sido el 1n;ís grande obst;ículo con el que se ha tro
pezado, ya que 1nuchas especies de Actinon1icetos aún cuan
do presentan antagnnisn10, no liberan en el rnedio su prin
cipio activo. 

2.-l ... a acci<'>J1 antag·ünica se encuentra sol>rc todo re
presentada por el género Streptornyces, de ahí que se ha
llan escogidos tres cepas co1-rcsponclientes a dicho género: 
S. griseus, X-1 y X-97. 

!~--El rencli1nicnto o sea el mayor o tnenos des..""Irrollo 
ele A.ctino111icetos, cst:í relacionado con el aprovecharniento 
que dicho organisn10 hace de la fuente ele carbono y de 
nitn)geno; la eficiencia de aprovccha111iento de la fuente 
ele carbono, es n1ayor en el 1nétodo de cultivo stnnergido, 
de ahí que se le prefiera al de superficie. 

,J .-i\lgunos .Actinon1icetos son capaces de producir fre
c11ente111cnte 111{1s de un antibiútico lo cual tiende a hacer 
difícil el reconoci1niento de la identidad de cualquier cons
tituyente sin1ple. 

!).-Por las características que presentan los dos anti
bióticos obtenidos. puede decirse que pertenecen al grupo 
de la estrepton1icina, pues con10 ésta es posible obtenerlos 
siguiendo los niétodos e indicaciones elaborados por '\Taks
man; presentan n1arc;icla basisiclad. son solubles en los n-iis
mos solventes y cristalizan de n1odo se1nejante. 
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