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1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades
1.1.1

Definicidén y caracteristicas deo los antibidticos.

La palabra antibidtico fue empleada por primera vez -

en 1942, por Waksman, quién la definid de la siguiente manera:
"Un antibidtico es una sustancia quimicamente defini-
da producida por los microorganismos y que en soluciones dilui-
das tiene la propiedad de inhibir el crecimiento o ain de des--

truir las bacterias u otros micoorganiamos in vivo o in vitro"-

{simén y Meunier 1970). En esta definicidn no se contempla el -
origen metabdlico ni la funcidn del organismo productor. A los-
antibidticos se les puede definir con mayor precisidén como pro-
ductos del metabolismo secundarioc de los organismos vivos, con-

una accidén indidental en concentraciones bajas, sobre el proce-

so de crecimiento de otros organismos (Zahner, H. 1978). Los an

tibidticos son tipicamente el producto de vias metabdlicas se--

cundarias y poco extensas; generalmente son sintetizados y ex-—
cretados por los organismos productores cuando el cultivo ha al

canzado la fase estacionaria (en cultivo batch), y en cantidades
relativamente pequefias. El rendimiento calculado en términos de
fuento de carbono y enorgia es bajo, y esta influenciado por la

naturaleza del medio y condiciones de cultivo. De aqui surge el

problema de establecer las condiciones ambientales Optimas para




la produccidn de antibidticos.

La genética es una de las herramientas gue con mayor-
frecuencia sc emplea en la seleccién de cepas con altos rendi--
mientos en la produccidn de antibiéticos. EL1 £lujo de carbono a
través de las rutas me tabdlicas para la produccidn de estos com
puestos puede ser incrementada por medic de manipulacidén geneti
ca, sin embargo una combinacién de la golaccldédn genética y la -
modificacidén de las condiciones de crecimiento, pueden llevar a
incrementar varias veces el rendimiento inicial, obteniéndose -
en algunos casos, una fraccidén significativa de sustrato conver
tido a producto. Este hecho puede ejemplificarse en la produc--

cién de la penicilina por Penicillium chysogenum; a partir de--~

una cepa silvestre de este microorganismo con un rendimiento —-
aproximado de 0.1 g/l de penicilina, se aisld un mutante con ca

pacidad de producir 8 g/1 del metabolito indicado (Stainer y =--
Adelberg 1976).

Los organismos utilizados en la produccién industrial
son aerobios, por 1o cual deben ser desarrollados en presencia-
de aire. El proceso de produccidén es frecuentemente referido en
la literatura técnica como "fermentacidén®, de aqui que sca de -
gran importancia una aircacidén adecuada para el crecimiento y -

produccién del antibidtico deseado. kEntre los principales gru--

pos de organismos conocidos que prescntan capacidad de producir

antibidticos se encuentran los hongos, los actinomicetes, las -




bacterias y de estas tiltimas principalmente las bacterias que--
forman esporas; en la actualidad se han encontrado otros grupos
de organismos que tienen la propiedad de producir antibidticos,

entre los gue se encuentran algunos de ambientes marinos (tabla

1.1.1.1. (Faulkner, D.J. 1978).

1.1.2 Estructura quimica de los antibidticos.

En cianto a su estructura quimica se refiere, los an-
tibidticos son un grupo muy heterdgenco, estidn constituidos por
una amplia variedad de compuestos organicos; tales come anillos
aromaticos, lactonas, aminocacidos, oligopéptidos, etc. La figu-
ra 1.1.2.1., ejemplifica la estructura de algunos antibidticos-
cominmente usados en el tratamiento de enfermedades infecciosas.

En ella se ilustra la gran diversidad de clases quimicas presen

tes en esto grupo de metabolitos secundarios.

1.1.3. Biosintesis de los antibidticos.

La biosintesis de los antibidticos, para algunos ca--

sos poco conocida en detalle, se inicia con la asimilacién de =

los nutrientes del medio de cultivo por el organismo productor-
y termina con la formacion y excresidn del producto elaborado. -
En la figura 1.1.3.1., se representa on forma esquemitica alqu-
nas de las principales rutas metabdlicas que participan en la -

formacidén de un antibidtico. En clla se observa la siguiente ge




TABLA 1.1.1.1.

PRINCIPALES ORGANISMOS CONOCIDOS COMO PRODUCTORES DE

ANTIBIOTICOS.
Grupo taxénomico Organismo Antibidtico

Penicillium notatum penicilina

Panicillium griseofulvum grigeofulvina

Fungi Asperqililus fumigatus fumagilina

Fusidium sp. dcido fusidico

Cephalosporium sp. cefalosporina C

Streptomyces actinomicina
amfotericina
bleomicina
carcinofilina
cloramfenicol
cromomicina
eritromicina

Actinomycetales Kanamicina
mitomicina
neomicina
novoblocina
nistatina
paromicina

(diferentes especies) rifamicina
sarcomicina
espiramicina
estreptomicina
tetraciclinas
tricomicina
viomicina

Micromonosporas gentamicina

Nocardia ristocetina
vancomicina.

Bacillus brevim gramicidina

Bacillus clipgtinue colistina

Eubacterialesn Bacillus lincheoniformer bacitracina

Bacillus polymixa polimicina

Verongia archeri 3,5-Dibromo-
4-Hidroxifenilace

Porifera tamida.

Dysedea herbacea 2~(2,4-Dibromofeng
xi)~3.4, 5-Tribro-
mefenol y 2- (4-Bro
mofenoxil) -3
-Bromo fenol.

Cocelentarata

Psoudoplexaurn porosa
Pesoudopleuxaurag flaqelopa
Pnoudopleuxaura wagqaenacl

acotato de crasini
na.




Figura 1.1.2.1.
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cuencia: asimilacidén de los nutrientes por la célula, conversidn
a metabolitos de las rutas centrales del metabolismo (por ejem--—
plo via glicolitica, ciclo de Krebs, ruta de las hexosas, atc.)-

y ramificaciones en una via peculiar al antibidtico despudy de -

cierto nimero de pasos del metabolismo primario.

Figura 1.1.3.1. Reprecsentacidn esquematica del proceso de la --

biosintesis de antibidticos.

TOMA DE NUTRIENTES DEL MEDIO DE CULTIVO

(Fuente de nitrdgeno, carbono, fosforo, sales
minerales).

Via glicolitica

(antibibtico)

Ciclo de Krebs

.

En la biosintesis de algunos antibidticos participan-

mis de una ruta del metabolismo primario; tal os el caso de la-

novobiocina (Figura 1.1.3.2.), en la sinteusis de este antibidti




co participa: la poza CHj, metabolismo del nitrdgeno, de lows war

bohidratos, de los aminoacidos ardématicos, del isopentil y de) -

acido shikimico (poza CHa, grupos motil proveniente de diferati~-

te origen metabdlico).

Figura 1.1.3.2, Estructura quimica de la novobiocina. So indi-

can las fuentes deol motabolismo primario,
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Se ha encontrado que las vias metabdlicas que conducen
a la sintesis de los antibidticos estan interconectadas con las-
vias metabdlicas que llevan a la formacidn de metabolitos prima-
rios: como es el caso del cloramfenicol y la penicilina (Zihner-
y Mass 1972). Una gran mayoria de antibiéticos son producto del-

metabolismo secundario, el cual se define tedricamente bajo los-

criterios que a continuacidn se presentan:

a) .- Se encuentran en un grupo sistemiticamente defini

do de organismos (familia, género, especie).

b) .- Se puede observar una extensa variedad de compuesg

tos pertenecientes a diferentes grupos quimicos.

¢) .~ Estrictamente hablando ninguna funcién bioldgica-~
se ha reconocido en los metabolitos secundarios, aunque  se han -

propuesto distintas hipdtesis para explicar su papel en la natu-

raleza (Zahner, et al. 1978).

Las siguientes vias del motabolismo primario se han --

identificado como precursoras de la biosintesis de metabolitos--

secundarios.

Metabolismo de
nato) .
Metabolismo de aminoacidos

Metabolismo de carbohidratos

Mctabolismo de purinas y pirimidinas
Biosintesis aromatica (dcido shikimico)
Grupos motilo provenientes de la poza CHjy

dcidos grasos (acetato y propio



La participacidn de acidos grasos de cadena corta como
precursores de la biosintesis de ciertos antibidticos, ocurre --
por condensaciones sucesivas de unidades activadas de acetato, -
malonato o propionato (como ésteres do la CoA) . Esto conduce a -
la formacidn de cadenas S -policétonicas; se ha demostrado que--
dicha formacidn acontece por condonsaciones cabeza-cola, en don-
de la reaccidén se inicia con una molécula de acetil-CoA (en al--
gunos casos propionil-CcoA) al condensarse con una molécula de ma
lonil-CoA, perdiendose una molécula de C0,. Las sustancias que -
son biosintéticamente derivados de policetonas s« les conoce co-
mo policétidos (figura 1.1.3.3.). Los intermediarios B -policetd
nicos sufren una serie de modificaciones. Por cjemplo, cuando ég
tos son reducidos se forman los Acidos grasos; dicha reaccidn es
poco frecuente en las sintesis de antibidticos, en otra reaccién
la introduccidén de dobles y triples enlaces trae consigo la for-
macidén de polienos y poliacetilenos. Las lactonas cuyo peso mole
cular varia cntre 400 y 500 se forman mediante una sola cicliza-
cion de un intermediario

B - policeténico, en tanto que los com

puestos poliaromaticos se sintetizan mediante sucesivas ¢icliza-

ciones.

El metabolismo de los aminodcidos participaen la forma
cion do los antibidticos peptidicon, sinndo en alunos casos los-
Unicos constituyentes, mientras (quo en otros loy aminoicidos es-

tan unidos a metabolitos tales como los azlcares y acidos grasos.
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Los aminodcidos que forman a los antibléticos peptidicos pueden
ser aminodcidos N, B -aminoacidos, iminodcidos y precursores de-

aminoicidos como la ornitina y el acido o -amincadipico.

Los azlicares son otros de los constituyentes cominmen

te encontrados en los antibidticos, algunos de estos azicares -

son aminados y al parecer el csquelcto de carbono proviene del-

metabolismo de la glucosa.

8@ conoce que gran nimero de antibidticos son analogos

de los ribdsidos de purinas como es el caso de la psicofuranina

nebularina, tubercidina y toyocamicina (Zahner y Mass 1972).

Figura 1.1.3.3. Esquema de la sintesis do policétidos.

co o}
& S oese *  400C - CH_- © ew5CoA
- - C - [ o
HyC - C AasSCoA 0 e,
acetil-Con ATP malonil-Coh
-co,
~CohA
o! o
1} i
H,C - C - CH, = CA.CoA

acctoacetil-Cohn.

condenancionens succesivas

H]C - C - Cll?_ - C - C\12 - C omeCoh
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1.1.4.

Regulacién genética de la biosintesis de los antibidti-
Ccos.

La informacién genética para la biosintesis de los an
tibidticos en los organismos productores, esti codificada en la

molécula de DNA y solc se manifiesta bajo ciertas condiciones -

ambientes que permiten su expresidn.

En el esquema mas general de transferencia de informa
cibén genética, se establece que el DNA es transcrito a mRNA, el
cual a su vez es traducido en los ribosomas donde se lleva a ca

bo la sintesis de proteinas. Sin embargo los mecanismos de con-

trol y regulacion, asi como las seflales que llevan a la expre--

..... selectiva de las capacidades genéticas son poco conocidos-

especialmente en organismos eucariontes. La informacidn genéti-

ca contenida en el DNA que codifica para la -sintesis de los an-

tibidticos pucde ser controlada a tres diferentes niveles: Trans
cripcién, traduccién y postraduccién, por una serie de efectores
intracelulares que ejercen seflales regulatorias en respuesta a-
condiciones fisicoquimicas y ambientales como se indica en la -
figura 1.1.3.4.

La reqgulacién de las vias metabolicas que llevan a la
sintesis de antibidticos, puede darsc en alguno de los siguien-

tes nivelaos.

i) .~ Mecanismos involucrados en las vias biosintéti-
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cas especificas para la formacién de metabolitos secundarios.
ii) .- Mecanismos que controlan la formacidn de precur

sores intermediarios de los antibidticos.

iii) .— Mecanismos que regulan el metabolismo energéti

co de la célula.

Dentro del primer tipo de mecanismo, la regulacidén --
por producto final es un control bastante conocido en la biosin
tesis de metabolitos primarios. E1l papel que juega este control
en la regulacidn de metabolitos secundarios no es ain lo sufi--
cientemente claro, debido a que en muchos casos no son conoci=-
dos los intermediarios, ni las enzimas que participan en la for

macidén del antibidtico; sin embargo en los ejemplos conocidos -

en donde ha sido posible establecer una ruta metabdlica, se ha-
ce evidente la participacién de este control, tal es el caso --
decl cloramfanicol (citado por Martin, J.F. 1978), en el cual la
arilamina sintetasa, primera enzima en la ruta biosintética de-
este antibidtico y que cataliza la conversidn del acido corig--

mico a p-aminofenilalanina, es reprimida por el cloramfenicol -

mismo.

La regulacidén por retroalimentacién de la sintesis de
antibidoticos por metabolitos primarios, es uno de los mecanismos
que controlan la formacién de precursores intermediarios de los

antibidticos. Un ejemplo de oste mecanismo se encuentra represen
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Figura 1.1.3.4. Factores que afectan el control y expresidn de

la informacién genética codificada en el DNA -
para la sintesis de antibidticos.

. el el
-7 7~ s l
’ L4 7’ ,
DN/.\'—:(_' "“RNA ‘: Enzimas : Antibiotico
~ \
\ N AY
N \\ \\
‘\ \ A
S = Efectores Intr lular
temperaturae ntracelulares pPH
0.

¥
nutrientes

tado en la figura 1.1.3.5., en donde se observa la biosintesis-
de la penicilina. La valina precursor de la bencilpenicilina,--

inhibe a la acetohidroxiidcido sintetasa, primera enzima en la -

via biosintética de este aminoicido (Goulden y Chattaway. 1.969)

En esta flgura se muestra también que la lisina inhibe a la pri
mera enzima de la ruta metabdlica que lleva a la formacién del-
o(-Aminoadipato (O(—AA), punto de ramificacidn para la sinte--

Bis de lisina y u—o(-AA—L—Ciatina, precursor intermediario de-

la bencilpenicilina (citado por Martin, J.F. 1978).

En la regulacion del metabolismo energético total de-
la célula, la represidén catabdlica juega un papel muy importan-
te. Esta puede efectuarse por la fuente de carbono, nitrdégeno u-

otros componentes presentes on ¢l medio de cultivo. La repre~ -
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Figura 1.1.3.5. Inhibicién de la biosintesis de la penicilina

por valina y lisina.

o(-Cetogl.utarnto + Acetil-CoA Piruvato + 2C

N

o ettt

Homocitrato

o ~Acatolactato
Cis-Homocitrato

A -p-Dlhidroxivnletato
Hloisocitrato

o{- Cetoisovalarato
0( ~Cetoadipato

Valina
ol -aminoadipato @ -pA) E
*-A}\-S«Semialdcﬁdo P-d-Ar-L-Cin /

~»
Sacarofina L-d-AA-L-Cin~-D=Val
o
~— tacBenicilina
Benecilpenicilan

2ién catabdlica por fuente de carbono es un fenbmano ¢ue ha sido
estudiado con cierto detalle en el metabolismo primario. La pre-

sencia de aste mecanismo se ha demostrado en la biosintesis de -

muchos antibidticos, los cuales son inhibidos o reprimidos por--

fuentes de carbono que son facilmente asimilables, tales como la

glucosa o el citrato. En la tabla 1.1.3.1., se indican algunos -

antibjdticos que son inhibidos por glucosa. La regulacidn catabd
lica por fuente de nitrdgeno es un mecanismo muy similar a la --
requlacidén por carbono, ya que controla la utilizacién de las -~
fuenton de nitrégenc por la célula. No exinten ostudios especi--
ficou mobre la raegulacidn por nitrdgeno e¢n la nintesis de anti--
bidtivus, sin embargo un reporte interesante hocho por Martin y-

Mcbaniel sugiere la presencia de este mecanismo. En este estudio
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encontraron que la adicion de harina de soya produce un incremen
to instantidneo en la respiracién y un decremento en la veloclidad

de mintesis de candicidina y candihexina (citado por Martin, J.F.
1978) .

1.2 Revisién bibliografica sobre la eritromicina.

1.2. Generalidades.

Las eritromicinas son un grupo de antibioticos, produ-

cidos industrialmente a través de procesos de fermentacion. Su -

descubrimiento fue reportado por McGuire et al., en 1952. Junto-

con las metilmicinas, carbomicinas y otros, forman parte del gru

po antibidticos conocidos como macrdlidos, grupo heterdgeneo cu-

Tabla 1.1.3.1. Ejemplos de inhibicién por glucosa en la biosin-

tesis de algunos antibiodticos.

ANTIBIOTICO REFERENCIA
Actinomicina Gallo y{Katz (L972)
Bacitracina Haavik (1974) b
Cloramfenicol Hmith y Hinman (1963)
Kanamicina Basak y Majumdar (1973)
Puromicina $ankaran y Pogell (1975)
Candicidina

Martin y McDaniel (1974)
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ya caracteristica en comin es la presencia de un anillo lactona-

macrociclico {Grisebach, H. 1978).

La eritromicina es uno de los antibibéticos que con ma-
yor seguridad con prescritos debido a la rara prosencia de casos
de alergia a nivel hepético (Glasby, S.J. 1978). Estos antibidti

cos son altamente efectlivos contra muchos organismos Gram-positi

vos y algunos Gram-negativos. Una sensibilidad moderada es pre--

sentada por liemophilus sp. Los bacilos coliformes Gran-negativos
bacilos entéricos, micobacterias y hongos patdgenos, asi como --
las levaduras, protozoarios y células de animales superiores son
altamente resistentes a este antibidtico. Se usa principalmente-
en el tratamiento de infecciones ocasionadas por estreptococos --
{grupo A-beta hemolitico), pneumococos y estafilococos. En la --
tabla 1.2.1., se ilustran ejemplos reprosentativos del espectro-
antimicrobiano junto con las concentraclones inhibitorias de eri

tromicina (Oleinick, N.J, 1975).

La eritromicina actia generalmente como bacteriostati-

co sin embargo a concentracicnes de 25 - 1000 veces mayor puede-
ser bactericida (Lutz, et al. 1957).

La accidn bacteriostitica de la eritromicina es el re-
sultado de la capacidad de inhibir gelectivamente la sintesis de-
las protelnas de las bacterias sensibles, no actuando asil en los

tejidos de las células de los mamiferos. La inhibicidén de sinte-

sis de protolnas ne efectua mediante el enlace de la molécula de
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Tabla 1.2.1. Sensibilidad que por la eritromicina presentan a}
gunas bacterias.

Microorganismo. Concentracidén inhibitoria
(mg/m1)
Grame~positivos
Streptococcus grupo A 0.01 - 0.1
Streptococcus grupo B 0.2
Streptocogcus grupo D 0.2 - 6,3
Pnoumococcuy Sp. 0.02 -~ 0.05
Staphylococcus albus 1.6
Staphylococcus aureus 0.4
Sgrcina lutea 0.02
Bacillus cereus 0.4
Bacillus subtilis 0.1 - 2,0
Clostridium sp 0.1 -.2.0

Corynebacterium diphtherae

0.01 - 0.1
Actinomyces israeli

0.1
Mycobacterium kansasii 0.5 - 2.0
Gram-negativos
Neisgseria meningitides 0.1 - 0.4
Hemophilus influensgae 0.8 - 12.5
Eschericheria coli 100
Aercbacter aerogenes 100 - 200
Klesbieila pneumoniae 200
Salmonella salinatis 200

Pseudomonas aureginosa 200
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eritromicina a la subunidad 50 S de los ribosomas de las bagte-
rias sensibles. El andlisis de enlace ribosomico de la eritromi

cina muestra que una molécula de eritromicina se une a una subu

nidad 50 s hasta llegar a la saturacidn; se ha encontrado que -

otras moléculas adicicmales se pueden onlazar superficialmente-
a altas concentraciones del antibidtico pero indudablemente no-
tienen ninguna relacidn con la accién bioldgica. En condiclones

de equilibrio, el enlazamiento del complejo ribosoma-eritromici

na no sigue un comportamiento lineal, lo cual sugiere una inte-

racién compleja (Oleinick, NL. 1975). Para algunos microorganis

mos se han encontrado las constantes de afinidad del antibidti-

co hacia los ribosomas: para B.subtilis es de 2.8 x 1077/ M ~=-

(Oleinick y Corcoran. 1969). y 2.8 - 4.7 x 107° M para S. au--~
reus (Mao y Putterman 1969). La inhibicién ejercida por la eri-
tromicina a nivel de ribosomas, ocurre posterior a los sigquien-
tes pasos: activacidn de los aminoicidos y transferencia dao és-
tos al tRNA. Sin cmbargo no se sabe con certeza cual de las reac
ciones enzimaticas es bloqueada a nivel de elongacién de la ca-
dena polipetidica. Algunas evidencias sugieren que la reaccidn-
catalizada por la peptidil transferasa es el blanco primario, -
mientras otras favorecen la reaccidn de translocacién que pro--
mueve la transferencia del peptidil-tRNA del sitioc ribosomico -

aceptor al mitio donador en la unidad 50 S del ribosoma (citado

por Tanaka, 8. et al., 1973).

La eritromicina y otros antibié-
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ticos del grupo de los macrdlidos interfieren con el enlazamien

to del cloramfenicol a los ribosomas de B. megaterium y E. coli;

sugiriendo un sitio comin de enlazamiento. En presencia de clo-

ramfenicol el enlace de la eritromicina a los ribosomams, no es-

evitado (Oleinick, N.L. et al 1968). Las partes funciaiales de

la molécula de eritromicina involucradas en la interaccidén con-
los ribosomas han sido determinadan por estudios en los cuales,
varios macrdlidos y analogos interfieren con el enlace de la --—
eritramicina marcada radiactivamente. En estos estudios sec la -
encontrado que ambos azlicares son indispensables para el funcio
namiento del antibidtico. Cuando la molécula de eritromicina PO
seé los dos azicares, tiene mayor facilidad de enlace; sin embar
go se observa cierta capacidad de enlazarse cuindo contiene {ni
camente un azicar. Otros grupos funcionales importantes para la
formacidon do complejos son los grupos hidroxil 11, 12 Y 9; los-
grupos 2-hidroxil y 3-dimetilamino sobre la desosamina y:el gru

po 3-metoxi en la cladinosma (Oleinick N.L. 197%).

1.2.2. Estructura quimica de las eritromicinas.

Las eritromicinas son un grupo de antibidticos elabo-

rados por cepas de Streptomyces erythreus; estructuralmeomte es-—

te grupo de antibidticos se encucntranrelacionados, presentando
como caracteristica on comin, la parte aglicona (eritrondlido)-

de la molécula; el cual es un anillo lactédnico macrociclico de-
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14 atomos, altamente sustituido. En la naturaleza se presentan-—

cuatro tipos de eritromicinas: A, B, C y D. (Figura 1.2.2.1). -

La eritromicina A es la forma mids comin y ampliamente usada tan
to on la investigacidn como en la practica clinica

por presen-—

tar mayor actividad antimicrobiana (Martin, J.R. et al 1970).-

La eritromicina A presenta un grupo hidroxil en el carbono 12 del
anillo eritrondlido, la eritromicina B carece de este grupo, la
oritromicina C tiene la misma aglicona que la eritromicina A, -
pero tiene como glicosido la L-micarosa (sin grupo metil en - -
¢-3') en lugar de cladinosa. La eritromicina D Poseé la lactona
de la eritromicina B y los azicares de la eritromicina C. Los

azdcares que forman parte de la molécula son de dos tipos: un

minoazlicar que es la desosamina y un azicar neutral que puede

ser la cladinosa o la micarosa. Estos azlcares se encuentran ——

unidos al eritrondlido (anillo lactdnico de ln eritromicina) por

medio de enlaces glicosidicos (Grisebach, H. 1978 y Corcoran, -

J.W. 1974).

1.2.3 Propiedades fisoquimicas de las eritromicinas.

La eritromicina es una sustancia basica ligeramente so
luble e¢n agua y labil en medio Aacido, con un pKa de 8.6 propor-
cionado por el grupo amino de la desosamina. En clinica cuando-

se aplica en forxrma oral se administra como ésteres capaces de -

registir la acidez estomacal. (Oleinick, N.L, 1975).
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Figura 1.2.2.1. Estructura quimica de las eritromicinas.
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Eritromicina A desosamina cladinosa ol
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Britromicina » desonamina micarosa Il
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La eritromicina es un compuesto que forma cristales in

coloros en CHCl3 o (CHj),CO. La eritromicina A es un compuesto-

que tiene una rotacidn especifica de [:x:]zs ~73.5° (CH;0H) vy
D

(?(]gs _78° (61.99, EtOH) los cristales funden a 136 - 140 °C.

Para las otras eritromicinas el punto de fusién varia como gse -

ve en la tabla 1.2.2.1l. (Glasby, S.J. 1978).

Tabla 1.2.2.1

tromicinas.

Puntos de fusidn y fdérmula condensada de las eri

Eritromicina Puntos de fusién Formula condensada
A 136-140 °C C37Hg70 13N
B 191-195 °Cc (202-203 °cC) C37Hg707 N
o] 121-125 °cC CagHg3013N

1.2.4. Biosintesis de las eritromicinas.

Como se discutid

anteriormente la molécula de las eri

tromicinas estan constituidas por dos partes; el eritrondlido -

(anillo lactdnico) y los azicares (neutral y
estudios bloguimicos sobre la biosintauis de
lidos son escasos. Por otro lado se sabn que
los antibidticos macrdlidos se inicia con la

llo lactona seguido de la adlcidén socuencias

aminoaziicar). Los-
azlicares de macro-
la biosintesis de-
formacidn del ani-

de los azicares --
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(Corcoran, J.W. 1974). A continuacidn pne discute la biosintesis

del anillo lactona.

Por medio de estudios traza #se ha probado que el eri-
trondlido esta formado de unidades C-3 y que estas unidades se-
originan de propionato y su analogo bloguimico 2-metilinalonato.
Por el método de degradacién de Kunh-Roth se demostrd que la --
unidad C-3 terminal se origina de 2-matilmalonato (figura - -~ =~
1.2.4.1.). Estos estudios estan acordes con la hipdtesis de que
la biogénenis del eritrondlido se inicia con una molécula de -~
propionato y continda con el enlazamiento de otras seis molécu-
las de 2-metilmalonato, ademas se sugiore también que existe una

interconversién entre estos sustratos y que probablemente esto-
ocurra como se ilustra en la figura 1.2.4.2.
Figura 1.2.4.1.

Degradacidn del eritrondlido A por el método -
de Kunh-Roth.

CH
y 3 cH,
CH, - CH_ = C}~C~-C| --=cmmmans - - -
3 2 6 CH3 CH2 COZH + 6CC)2
terminal preter
minal + 6Co

El mecanismo de introducidn. dol propionato o 2-metima
lonato es aln desconocido, aunque se piensa que sea como éste--
reg de la coenzima A, los cuales son activados en la célula; di

cha activacidén también puede ocurrir an extractos libres de cé-
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Figura 1.2.4.2. Modelo de incorporacién al eritrondlido de ~=«-

propionato y 2-metilmalonato, marcados radiac-

tivamente.
ol
] tvey ?ozn
+ o n o
ciy -TcH, - Co,H - > cu, “few - co,ul
_ncl-
. 2
propionato 2-metilmalonato
o
Cll3
. Nl
cH, - CH, - cl-¢c -c

eritrondlido

lulas de Streptomyces erythreus como lo indica Friedman et al.

1964) . La formacidn del eritrondlido por S. erythreus no se co-
noce muy bien, pero se cree que ocurre de una manera similar a-
la formacidn de Acidos grasos, no cobstante que se presentan mar
cadas diferencias entre los acidos grasos (por ejemplo &cido -~
palmitico) y el anillo lactona de las eritromicinas (Corcoran,-
J.W. 1974). Para poder entender el mecanismo hipotético de la -
formacidn del eritrondlido, antes describiremos brevemente lo -
que s¢ conoce acerca de la biosintesis de los acidos grasos.

La blosi{ntasis de los acidos grasos se inicia con la-

activacién del acetato y malonato por la coenzima A, para formar
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los ésteres de la misma. Después de este primer paso la reaccidn
de los icidos grados ocurre en una secuencia de seis pasos suce
sivos catalizados por seis enzimas del S.S.F.A. (sistema sin-
tetasa de los aAcidos grasos). En la figura 1.2.4.3. se presenta
sin detalles la formacidm del palmitato. En la figura se encuen
tra que en la formacidn de los acidos grasos ocurren reacciones,
de condensacidon, reduccidén y deshidratacién.

El sistema de sintesis de los acidms grasos se puede-
encontrar en dos formas, dependiendo del organismo de que se -~
trate; en la primera forma las enzimas son independientes y de-
bajo peso molecular, la otra forma lo constituye un complejo --
multienzimitico de elevado peso molecular €2 millones de dalto-
nes) .

El primer tipo de sistema enzimatico es tipico de bag

terias en tanto que el segundo es caracteristico de los organig

mos superiores como hongos, levaduras y protozoarios. Para Strep

tomyces erythreus, se tiene evidencias indirectas de la presen-
cia de este ltimo sistema, sugiriendc una relacidén evolutiva -
mas cercana con los organismos superiores (citado por Corcoran,

J.W. 1974).

En la figura 1.2.4.4., se presenta el esquema hipoté-

tico para la formacidén del eritrondlido. Asumiend que el siste
ma enzimadtico puede utilizar el 2-metilmalonato en el paso cata

lizado por la enzima condensante y a partir de aquf ocurrir una




Figura 1.2.4.3.

(1) Acetil-CoA
+
Malonil-CoA
(2)
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(3)
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(6)

Intermediario IV
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Mecanismo de formacidn del palimitato.

Ac=5

- \
+ [géé]———-—- FAé] + 2COASH
/
Mal-§
H-
- FAE] (1)
Acetoacetil

2NADPH + 2H

- Butiril-§

FAE:X (11)

Jutitil-
- ! FAE] (Irr)

Mal-S

H-
- lm_'{] (1v)
-Oxohaenoil-$

Hoxanoil - [Efg]

|

Palmitol - [EA%]

* z .
[Eggj = Sistoma sintetasa de Acidos grasos.

(7) Sc ropite los pasos 4,5 y 6 cinco vacos
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serie de reacciones similares a la formacién de los dcidos gra-
BOS.

Una diferencia notable en relacidén a la sintesis de -
Acidos grasos, es que en la biosintesis del eritrondlido, la -~

enzima que condensa la eliminacién de los grupos # -cetona no -

es acoplado en cada ciclo de elongacidn; de hecho la formacidén-

de la molécula del eritrondlido se debe suponer como un proceso

en el cual ninguna de las cetonas es eliminada hasta antes de--

lactonizacidédn (Corcoran, J.W. 1974).

La biosintesis del eritronoclido se ha relacionado con
la formacidn de otros productos naturales, entre los que se en--
cuentran aquellos formados por la via o ruta policétida. No se--
han obtenido intermediarios libres de estos compuestos, ya que -
se han encontrado enlazados a las enzimas que los forman, por --
lo que no existen estudios enzimoligicos de su sintesis. En estu
dios preliminares sobre la enzimologia comparativa en la biogéne
sis del éritrondlido y palmitato por S. erythreus, se encontrd -
que en un sistema libre de micelio, parcialmente purificado por-
precipitacidén fraccional con sulfato de amonio; la proteina pre-
cipitada a una concentracidn de sulfato de amonio entre 60 y 90%
de saturacién, tenia la capacidad de formar acidos grasos a par-
tir de acetil y malonil-CoA y la sintesis dependia de ambos. El-

producto de la sintesis fuc identificado como una mezcla en la -

cual el dcido palmitico predominaba; en algunos casos en que la-
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aceti 1-CoA fue sustituida por propionil CoA, hubo también forma
cibén de Acidos grasos pero presumiblemente con una longitud de-
cadena poco usual. Esta fraccidn de proteina parcialmente puri-
ficada fue también capaz de formar moléculas naturales a partir
de propionil=-CoA y 2~metilmalonil-CoA. Estos compuestos fueron -
examinados por métodos cromatogréficos encontrandose varias sustan
cias, una de las mias interesantes fue muy similar al 6-deoxioeri

trondlico B, conocido como precursos (libre de azicares) de las

lactonas. £in enbargo se observaron ligerag diferencias en movilidad

cromatogratica ontre los dos compuestos (Corcoran, J.W. 1973).

Figura 1.2.4.4. Modelo hipotético de la formacidn del eritréno-
lido.

. . HS Pr- §
Propionil-CoA L4
(1) + + LS] """""" Ls]
2~-metilmalonil-CoA
2MeMal
Pr- 8
CHy
(2) ) J— Cli3-CHy-¢-C-¢- s - [LS] (D)
2MeMal-s o o
(3) Intermediario (I) + NADPH -ww=ww- -~~~  No reacciona
Ciiz CHj
(4) Intermediario (I) + 2MeMal-CoA -—---- CH3-CHj-C-C~C-C~C-LS (I11)
" " "
0 0 0
(5) Intermediario (II) + NADPH --=-—---- No reacciona
(6) S¢ repite el paso (4) cuatro veces -~--- C,; Polioxo- [;g] (111)
L. reduccid
(7) Imtermediario (ILI) =~-====22 LI 31 Polioxolactona
en C-13

[;é] = gigtoma sintotasa de la laztona.
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Hasta aqul no existen evidencias concluyentes sobre ul
mecanismo de la formacidn del eritrondlido, por lo que se requie
re una mayor profundizacién en el estudio de los sistemas enzimi
ticos correspondientes, asi como la identificacién de los produc
tos formados a partir de propionil y 2-metilmalonil CoA.

La secuencia de reacciones on la formacidn del eritro-
nélido a las éritromicinas, ha sido obtenida mediante diferentes
trabajos; utilizando mutantes blogeados en distintas ctapas de
sintesis del antibidtico. Tardrew y Nyman en 1964 {citado por

Grisebach, H. 1978) aislaron-<l -eritrondlido B de cepas de S.

threus mutadas en sitios de la via metabdlica, anteriores al de

la formacidn de las eritromicinas, El eritrondlido B marcado con

cl4d (obtenido de fermentaciones con l—Cl4—propionato), fue incu-

bado durante 24 horas con el micelio lavado de §. erythreus. E1

andlisis del caldo de fermentacidn presenta la convérsién del —-

eritrondlido B marcado con cld a eritromicina A, By C en altos-

rendimientos (88 a 95% de radiocactividad), 1o cual indica que -
el eritrondlido B es un intermediario obligatorio en la biosinte

sig de las eritromicinas (Hung, et al. 1965).

De otro mutante de S. erythreus, diferente al citado--
anteriormente obtenido por tratamiento con etilenamina seguido--
por irradiacidén con luz ultravioleta, sc aisld del caldo de fer-
mentaciodn, un glicdsido neutral el cual fue identificado como -~

3-¢ ~-L-micarosileritrondlido B, Este glicdsido fue convertido a-
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eritromicina A cuando se agregd al medio de fermentacidn del mu

tante de S. erythreus (Abbot 2 N.V. 153) bloqueado en la via -

biosintética de las eritromicinas (Martin, et al 1966). En otros

egtudios realizados por Martin et al, (1970) se encontrd cque la

adicidén del eritrondlido B al mutante (Abbot 2 N.V,153) s con

vertido en 3-& -L-micarosileritrondlido B, el cual puede ser ais
lado 24 horas despues de la adicién de la aglicona. Los resulta

tados obtenidos con estos mutantes nos pueden llevar a las si--

guientes conclusiones.

i) La aglicona del eritrondlido B acepta dos azicares

para convertirse en un antibidtico glicosidico.

ii) La micarosa y no la cladinosa es el azlcar neutral

aceptado por la aglicona (Martin, et al 1970).

De otro mutante de S. eryhtreus parcialmente bloquea-

do en el biosintesis de la eritromicina, se aisld un compuesto,

el ¢ desoxieritrondlido B, Martin y Rosenbrook (1967), lo propo-
nen como un intermediario, el cual es formado antes del eritro-
ndlido B. Cuando este compuesto fue adicionado al medio de fer-

mentacidén del mutante 2 N.V. 153, se convirtidé en eritromicina-

A. Mediante el andlisis en cromatografia de capa delgada del --
los extractos del caldo de fermentacidn, 6 horas después de la-
adicién del 6-eritrondlido B, se observa como éste desaparede y
aparece el eritrondlido B junto con el 3- a(-L—micaronileritioné

lido B, lo cual esta en concordancia con lo anteriormente mencio
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nado (citado por Grisebach, H. 1978).

Para pasar del 6- desoxieritrondlido B al eritrondli-

do B, se requiere la hidroxilacidén en el carbono nimero seis ==

del anillo lacténico, esta reaccidn fuc estudiada con extractos

libres de células de S. erythreus (Vygantas y Corcoran 1974). -

La reaccidén requiere oxigeno y es inhibida en presencia de mond

xido de carbono.

En la figura 1.2.4.5., se representa el esquema para-

los pasos finales en la biosintesis de las eritromicinas. En -~
la figura se puede observar que la incorporacion de D-desosamina
al 3-O(L-micarrosileritronélido B, debe conducir a la formacidn
de una eritromicina. En efecto ésta ha sido recientemente aisla
da e identificada de los licores madres después de la cristali-
zacidn de la eritromicina A (Majer, et al 1977). Este compuesto
se conoce como eritromicina D y tiene la lactona de la eritromi
cina B y los azlcares de la eritromicina C; siendo el punto de-
ramificacidon para las eritromicinas A, B y C. La relacidn entre
las eritromicinas se obtuvo en estudios de fermentacidn e invesg
tigacidn enzimitica para la conversidén de la eritromicina C a =
eritromicina A, de eritromicina B a eritromicina A (Martin, et-

al 1970) y de eritromicina D a eritromicina B (Grisebach,H. 1978).

Se conoce mediante estudios traza que los grupos me--

til unidos a los Atomos C-3", 3"«0 y N de los azOcares de las-~

eritromicinas son derivados de metionina (citado por Grisebach-
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1978) . Para la transformacidn de la eritromicina C a A y eritro
micina D a B se requiere 1; 0-metilacidn de la micarosa. La en-
zima gquwe cataliza esta reaccidén fue aislada por Corcoran, J.W.-
(1975) de extractos de S. erythreus. Edsta enzima se conoce co-
mo S-Adenosil metionina:Eritromicina C ~ Q-Metiltransferasa y -
usa como grupo donador la S-adenosil-L-metionina. La enzima tie
ne un alto grado de especificidad y unicamente sirven como sus-
trato las eritromicinas C y D.

La participacién de la metionina en la formacién de -
la eritromicina A ha sido demostrada en mutantes de S. erythreus
dependientes de metionina. En cepas de S. erythreus no dependien
tes de metionina se sabe que las concentraciones de las eritro-
micinas A y C es casi la misma en la primera fase de la forma--
cidn del antibidético y que en la Gltima fase la eritromicina C-
declina rapidamente. En mutantes dependientes de metionina en -
la Gltima fase de formacidn del antibidtico, la concentracidn--
de eritromicina C es mayor que la de A. de aqui que la adicidén-

de metionina favorece la formacién de eritromicina A (citado por

Grisebach, H. 1978).

Finalmente, Martin J.R. et al (1975), han identifica-
do un compuestoc que puede ser formado por algunas cepas de 5. -
erythreus a partir de eritromicina A, @ste compuesto en el cual

la cladinoso estd unida por medic de un onlace éster, quiza co-
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Figura 1.2.4.5. Biosintesis de las eritromicinas.

CN‘

[}
C"J - C“z = CO~CoNn + u;(.' - (.: » :_; ~ 5CoA
COJ 0
(] CH
Sy tHa ?"3 ch cu
CHJ- Cﬂz- : “CH - C~ CH - C =~ CH -~ ¢ -C"J- C - éH]- Cs - R
[0 [ " ] !
[9] J o 3 9 I
L H
' [}
A 1 ] (“] '
[ . i
. |
e L T A 4
0
W)
H3C Can
HO3 °
\\]F Cyr'5
C
CH;O 4

t-denox feritronblido B, R = N

EritronSlido B, R = OH

0 H!
H
HO Oy
HJC CH’

o M,
A
CH, 0;5 Caros,
1-ol-L-micarosileritronflido 8

CHy

o
Hyc w3
HO Besataming
)
3 o 1taros,

CF& o

Eritroaicina D (ﬂ‘ - ll - H)
Pad

gritromicina ®

I|-I|,l -CH’

2
Eritromieind A e o Eritromicina E
ll’ - OH, “2 - CH’

Rritromicina C

K, = an, Ry =8

(nolamante para 8}

SAM = S.adenosiimetionine qunaw cepas de S, ggxiﬂr““')




34

rresponde al compuesto con estructura desconocida y con activi--

dad microbiana propuesto por Martin J.R. €t al (1970), dicho com

puesto se ha designado como eritromicina E (Figura 1.2.4.6.),

Figura 1.2.4.6. Estructura de la eritromicina E.
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1.2.5. Factores que afectan la produccidn de eritromicina.

Al igual que en todos los antibidticos la produccidn -

de eritromicina por S. grythreus, debo astar regulada por facto-
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res genédticos a través de mediadores bioquimicos y por factores-
ambientales. Esto pemite al organismo productor formar las enzi
mas necesarias y en las cantidades adecuadas de cada una de ellas.
Asi las células que presentan un mecanismo de regulacién bastan-
te estricto no producen metabolitos de deshecho en el medio am--
biente. Actualmente se han encontrado evidencias de que los mi--

croorganismos que sobreproducen metabolitos de importancia indus

trial, estdn de hecho regulados subnormalmente (Demain, A.L -
1972).

Los estudios reportados acerca de los factores y meca-

nismos involucrados en la regulacidn de la produccidén de eritro-
micina por S. erythreus son muy escasos, por lo que no ha sido -
posible sacar conclusiones lo suficientemente claras, que conduz
can al mejoramiento de la produccién de este antibidtico. Sin ==

embargo existen trabajos de cinética de crecimiento y autdlisis-

de S. erythreus, en los que se muestra que la produccién de eri-

tromicina depende de las condiciones da cultivo, edad del mismoy
estado fisioldgico; asi como de otroa factores genéticos y fisi-
coquimicos. Bosnjak, et al (1976a) estudiaron la cindtica de cre
cimiento de S. erythreus, cultivado en un medio complejo, el es-
tudio se realizd durante la fase de produccidn; los resultados sugig
ren que la velocidad de biosintesis es proporcional a 1a concentra~-

cién de biomasa y estd a su vez depende de la velocidad de crecimiento,
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edad del cultivo y condiciones de crecimiento. Bosnjak, et al -
(1976b) al crecer a S. erythreus E-08, en un cultivo semiconti-
nuo utilizando un medio complejo, lograron aumentar la producti
vidad en un 79% en relacidn al proceso batch; basados an estos-
resultados sec presume que el mantenimiento del microorganismo--—
en condiciones nutricionales adecuadas es uno de los prerrequi-
sitos en el retardamiento de la degoneracidon del cultivo en el-
proceso de la biosintesis de la eritromicina. Bosnjak, et al --

(1977) , simularon en un proceso batch la cinética de diferencia

cidn de S. erythreus, durante la fase de biosintesis de eritro-

micina; encontraron que los valores simulados se adaptan bien -

a los datos experimentales y el grado de diferenciacidn depen--

de de las condiciones de cultivo y propiedades del microorganis

mo. Gros, et al (1979), estudiaron la cindtica de crecimiento y

autolisis de S. erythreus, la autolisis fue inducida por la au-

sencia de oxigeno y/o la incubacién a diferentes temperaturas;-

los resultados muestran que se puede aplicar una cinética de pri
mex orxden para los cambios de concentracidon en biomasa.

A continuacidn se discute lo que se conoce acerca de

los factores involucrados en el control de la produccidén de eri

tromicina.

1.2.5.1. Puente de carbono.

La fermentaciones de eritromicina generalmente se --
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llevan a cabo en medios complejos en donde se utiliza como fuen
te principal de carbono; harina de soya y almiddén de maiz. Da -
la literatura se conoce que la biosintouis de la eritromicina--
se inicia después de que el crecimiento ha términado y continda
durante un cierto tiempo hasta que los azicares practicamonte =

se han agotado del medio. Smith, et al (1962), realizaron estu-

dios en los que encontraron que la adicidon de carbohidratos en-

determinadas concentraciones (sacarosa, maltosa, glucosa y fruc

tucsa) a un medio complejo casi al final de la fermentacidn, --
trae consigo un restablecimiento en la produccidon de eritromici
na; este efecto quizd se deba a que los carbohidratos actien cg
mo precursores de intermediarios para la formacidn de la eritro
micina. Esto se esquematiza en la figura 1.2.5.1l., en donde se-
observa la asimilacidn de los intermediarios que participan en-
la formacidn de la eritromicina; siendo los carbohidratos como-~
el almiddn y glucosa precursores de los acidos grasos de cadena
corta que llevan a la sintesis del eritrondlido.

En estudios realizados por Ettler, et al (1978) a ni
vel de planta piloto sobre la regulacidn de la fermentacidn de-!

la eritromicina encontraron resultados similares a los reporta-

dos por Smith, et al (1962), Efectos de¢ regulacidn catabolica-

por fuente do carbono como la define Magasanik (1961) no han si
do reportados en la biosintesis de eritramicina; sin cmbargo es

interesante notar que existen varias enzimas involucradas en la
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Figura 1.2.5.1. Esquema simplificado de la biosintesis de la

eritromicina por 8. erythreus.

ALMIDON

Gluco sa

Cetoacido gk.Bionwasa

asimilacion de nitrogeno
alcoh ot -« 9
n - propilico —=Eritrondlido Aspartato - harina de soya

Metionina

Producto /

biosintesis de Acidos grados de cadena larga, los cuales son --
biosintéticamente anilogos a los macrdlidos, dichas enzimas es-
tan sujetas a represidén catabodlica por glucosa (Sprinkmeyer, r~-
H.P. 1978). Por otro ladc en estudios realizados con los macrd-
lidos tales como la candicidina y nistatina, se encontrd que la
produccidn del antibidtico se detiene después de haberse termi-
nado la glucosa (Martin, J.F. 1978). El papel del alcohol pro--
pilico, es bien conocido ya que participa como precursor del --
propionil CoA; sin embargo cuando se adiciona durante el primer
periodo de la fermentacién o en concentraciones arriba de las -
optimas suprime la biosintesis del antibiético, sugiriendo un -

efecto de regulacidén a nivel de las enzimas que participan en -

la formacién del antibidtico (Brinberg, et al 1976.: Holjevac.
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M. 1976.; y curcie, et al 1976). Musilek y Seveik (196l1), encon
traron que la adicidn de sales de sodio de los acidos; acético,
£ormico y propidnico al medio sobre el cual se crece §. eryth--
reus tiene un efecto estimulatorio sobre la biosintesis de la -
eritromicina. Hasta aqui las evidencias presentadas sobre la re
gulacidén catabdlica en la biosintesis de macrdlidos no es muy -

clara, debido a que se requiere glucosa y otros carbohidratos -

para la sintesis del antibidtico.

1.2.5.2. Fuente de nitrdgeno.

En las fermentaciones de eritromicina se utilizan --
normalmente fuentes de nitrdgeno de origen organico, entre las-

que estan incluidas la harina de =moya, 80lidos de licor de co-

cimiento de maiz, siendo las sales inorgdnicas de nitrégeno - -
fuentes pobres para la produccidn de eritromicina (Stark, et al

1961) . Los estudios referentes al efecto de las fuentes de ni--

trbégeno son muy escasos. Smith, R.L (1962), encontrd que la adi

cidén simultinea de una fuente de nitrogeno (aceite de soya, gli
cina o HH4C1) y sacarosa a un medio complejo de fermentacidn, -
suprime la biosintesis de la eritromicina. Los mismos autores -
observaron que la adicidn simultdnea de glicina y sacarosa a un
medio sintético estimula el crecimiento y produccidn del anti--
bidtico. Aln no han sido reportados estudios acerca de regula--

cidn catabdlica por fuente de nitrdgeno en la produccidn de eri
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tromicina por S. exythreus.

l1.2.5.3. Efecto de los fosfatos.

El efecto del fosfato inorgdnico, sobre la produccidn
de los metabolitos secundarios se conoce desde hace mucho tiempo
(Witney, et al 1977); Robbers, et al 1972). En estudios nutricig
nales para la produccidn de antibidticos, se ha encontrado que -
altas concentraciones de fosfato inhiben la formacidn del anti-
bibtico, estimulando al mismo tiempo el crecimiento vegetativoj;-—
de aqui que la gran mayoria de los antibidticos Gnicamente son--
producidos en concentraciones de fosfato subéptimas para el cre--~
cimiento. Sin embargo esta limitacidn puede conducir a una baja-

en la concentracidn micelial disminuyendo la productividad; ya -

que como se conoce ésta depende del numero de células y de la —-~-

produccidn especifica por cé&lula,

Se han postulado diferentes mecanismos para explicar-

el efecto de los fosfatos, sobre la produccion de los metaboli--

tos secundarios (citado por Martin y McDaniel 1977.; Martin J.F.

1977) entre los gue se incluyen los siguientes:

1.~ "Limitacidén del crecimiento vegetativo debido a -

la carencia de fosfato, desviacidn del metabolismo hacia la pro-
duccidn de idioclitos. Bu'lock (1974) sugiere que diferentes gra-
dos de limitacidn nutricional son requeridos para disparar la --

formacidon de diferentes idiolitos”,
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2.- "Harold y Hostlack (1965) atribuyen la inhibicidn
por fosfatos de la biosintesis de las tetraciclinas a una dosvia
cidén de las vias catabolicas de los carbohidratos; la glicolisis
es favorecida a expensas del ciclo de las pentosas-fosfato, por-
lo tanto el NADH se convierte en el factor limitante de la ninte
sis del antibidtico".

3.- "En la biosintesis de la estreptomicina (Miller Yy
Walker, 1970), viomicina (Pass Y Racynska Bojanowska, 1968) y van
comicina (Murtz y Doolin 1973). El fosfato actua evitando la for

macion de las fosfatasas alcalinas requeridas para la biosinte--

sis del antibidtico".

Efecto de represidn catabdlica por fosfato no sido
aun reportado en la biosintesis de eritromicina; sin embargo es-

de esperarse que exista, puesto gque ha sido observado en muchas-

fermentaciones de Streptomyces, género al que pertenece el orga-

nismo productor de eritromicina (Demain, A.L. 1972.; Weinberg --

1972; Gersch, et _al 1979).

1.2.5.4, Efecto de la concentracidn de oxigeno disuelto.

En Streptomyces erythreus, asi como en otros microor-
ganismos aerobiocs el oxigeno constituye un factor muy importante
en el crecimiento. Para que en una fermentacién aordbica el cre-
cimiento y metabolismo no estén limitados por el suministro de--

oxigeno, la velocidad de trangferencia de éste debe sar por lo -
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menos igual a los requerimientos del microorganismos. Las ferme—-

mentaciones de Streptomyces y de otros hongos sufren cambicg -~--

morfoldgicos mds o menos pronunciados en el curso de la fermenta
cidén cambiando rapidamente la viscosidad del medio lo que ocasio

na la disminucidn de la concentracidén de oxigeno disuelto, limi-

tando el crecimiento y en algunos casos la produccidn de matabo-

litos (Kienzi, M.T. 1978). La biosintesis de eritromicina depen-~

de de la descarboxilacidn oxidativa del acido pirdvico a acido--
dcetico, el cual es un intermediario obligatorio en la sintesis.
Es evidente que este proceso requiera una adecuada transferencia
de oxigeno de la fase gaseosa al medio de cultivo (citado por --
Paca, et _al 1978). En concordancia con é&sto se ha encontrado que
clertos niveles de concentracién de oxigeno disuelto son criti--
cos para la produccidn de eritromicina (citado por Martin y McDa
niel 1977). Un factor que afecta directamonte la disolucidn del-
oxigeno es la adicién de agentes antiespumantes, éste cfecto se-
manifiesta también a nivel de produccidn de eritromicina {Pica,-
et al 1978).

De lo anterior se puede concluir que el oxigeno es --

uno de los principales factores limitantes en la produccidn de -

la eritromicina; por lo que en cualguier estudio a nivel de fer-

mentacidén con Streptomyces erythreus, el oxigenoc debe ¢ncontrar~

se a una concentracidn suporior a la critica.

Los estudios realizados acerca de la eritromicinas se
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han enfocado principalmente a la biosintesis y modo de accidn -
de este antibidtico sobre los microorganismos sensibles al mig-
mo. No obstante la importancia que presentan los mecanismos dua-
regulacidén en la biosintesis y produccion de antibidticos, tan-
to del punto de vista académico como industrial. La informa¢ion
publicada sobre los mecanismos que intervienen en la regulacion
de la produccidn de la eritromicina os escasa y ho muy clara,--
por lo que cualgquier estudio ya sea nivel genético o de fermenta
cién contribuird a dilucidar los fendmenos de regulacidn involu

crados en la biosintesis y/o produccidén de eritromicina.

1.3 Objetivos.

El objetivo principal de este trabajo ¢s investigar-
el efecto del fosfato inorginico, asi como las fuentes de carbg
no y nitrdgeno, sobre algunos pardmetros bioquimicos; pl, creci
miento, consumo de azicares totales y su relacion con la produc
cidén de eritromicina por fermentacidn con S§. erythreus.

En segundo lugar evaluar el ofectode las fuentes antes
mencionadas, como posibles agentes de regulacidén en la produc--

cibén de eritromicna por S. erythreus.
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MATERIALES Y METODOS.

2.1 Organismo.

Se utiliz6 una cepa industrial de Streptomyces ary- -

threus (12479-D), con alta productividad. EL microorganismo fue-
congervado como suspensibn de esporas en agua destilada astéril,
refrigerada a 4 °C. La suspensi6n de esporas se obtuvo a partir
de tubos inclinados, inoculados con el microorganiemo en cues--
tién. Los componentes de los tubos inclinados fucron los si- —-
guientes: (en g/1) almidén de papa 5, glucosa 5, triptona 5, --
cloruro de betaina 0.5, licor de cocimiento de mafz s6lido 1, -
KH,PO4 0.15, NaCl 0.0}, cacl2 0.08, agar 20, solucién A 2 ml --
(soluci6n A en g/l: MgSO4 100, FeSO4.5H,0 0.4, CoCl,.6H,0 O.1,-

pH 3.5). Los tubos se incubaron por 10 dfas a 34 °cC.

2.2.1. Equipo.

Un fotocolorimetro marca Bausch & Lomb, Spectronic ~-
20; una centrifuga clinica marca Solvat con regulacién de velo-
cidad y tiempo de centrifugacibn; un potencibmetro Corning mode
lo 125; cuarto de temperatura constante equipado con agitadores
rotatorios y alternantes; un autoclave para esterilizaci6n de -

medios de cultivo y material; area aestéril equipada con lampa--

ras de luz ultravioleta.
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2.2.2, Reactivos y materias primas.
Las materias usadas en la preparacién de los medios -
de cultivo fueron obtenidas de la Compafifa Fermic, S.A. de C.V.

Y son las que a continuacién se mencionan: licor de cocimiento-

de maiz s6lido, harina de soya, almid6n de mafz, dextrina y - -
(NH4)2504 Los reactivos usados en la preparacién de los medios-
de cultivo fueron de grado analftico (Baker, J,.T. S.A.). Los -~
reactivos usados en las determinaciones fueron: antrona (Sigma-
Chemical Co.) acetato de isobutilo y eritromicina (Fermic, S.A.

de C.V.).

2.3. Medios y condiciones de cultivo para el creci~ -

miento y produccibn de eritromicina por Streptomyces erythreus.

2.3.1. Medios de cultivo.

4 La composici6én de los medios de cultivo utilizados se

presenta en las tablas; 2.3.1.1., 2.3.1.2., 2.3.1.3 v 2.3.1.4.

Tabla 2.3.1l.1. Medio de cultivo vegetativo* (Stark et-
al 196l).

Componente gramos
licor de cocimiento de mafiz ;6lido 8
siacarosa 30
(NH,) 5S04 2
Caco3 2
H20 destilada c.b.p. 1000 ml

*el pH del medio antes de esterili
sarse se ajustd a 7 con una solucitdn de KOH al 20%




Tabla 2.3.1.2. Medio de cultivo fermentativo sintetl-
co I (Stark,

et al 1961).

Compbonente qramos
KH)PO, 2.5
Nacl 5.0
Mgsoy 0.5
FeS04.7H20 0.02
ZnS504 . TH2O 0.05
MnCl3.4H,0 0.001
cacos 3.0
sacarosa 08.4
glicina 7.5
H,0 destilada c.b.p. 1000.0ml

Tabla 2.3.1.3. Medio de cultivo fermentativo®

chez, et al,

pH = 7.8 sin ajustar

1975).
Componente %
extracto de levadura 0.4
bactodextrosa 1.0
extracto de malta 0.4

*el pH del medio de cultivo an-
tes de esterilizar se ajust6t a 7 con --

una solucién de KOH al 20%.

I1

(san




Tabla 2.3.1.4. Medio de cultivo fermentativo* III - -
(stark, at al 1961).

Componente gramos
harina de soya 33.0
almidébn de maiz 31.5
dextrina 30.4
(NHg) 2S04 2.4
CaCO3 7.2
H,0 destilada c.b.p. 1000.0 ml

* el pH del medio antes de -
esterilizar fue de 7.2.

2.3.2. Condiciones de crecimiento.
Las condiciones para el crecimiento de g. erythreus,-
en el medio de cultivo vegetativo son descritas a continuacién:

se usaron matraces erlenmeyer de 500 ml, con SO ml de medio ve-

getativo, inoculados con 0.8 ml de la suspensién de esporas. --
AdemaAs de los componentes del medio de cultivo, a cada matraz -~
se le agregaron 0.2 ml de aceite de goya (antiespumante).

Los matraces fueron incubados a 24 °C manteniendose -

en agitacién alternante durante 48 horas a 100 r.p.m.

Las condiciones de cultivo para S. erythreus, en los-

medios de cultivo fermentativos fueron los siguientes: Los ma--

traces erlenmeyer de 500 ml con 40 ml do medio de cultivo, fue-




48

ron inoculados con 2 ml de medio de cultivo vegetativo previa--
mente inoculado con S. erythreus.

Los matraces fueron incubados a 34 °c en agitaciébn ro

tatoria a 300 r.p.m., retirdndose a las 24 horas para adicionar

ler 0.6 ml de propanol, incubandose nuevamente bajo las mismag-

condiciones. Fueron inoculados un nGmero suficiente de matra~-

ces en cada experimento, en forma tal que cada matraz pudiera -~

ser descartndo después de muestrearlo. Todos los datos represen
tan el promedio de 2 a 3 matraces.

2.4, Determinacién de los pardmetros de la fermenta--

cibn.

2.4.1. Determinaci6n de eritromicina.

Se utiliz6 el método quimico desarrollado por Jared, -

et al (1953); que consiste en la extraccibn de la eritromicina-

del caldo de fermentaci6n con acetato de isobutilp a PH 9.5; ex
trayéndose posteriormente, con acido clorhidrico 0.1 N. El ex--

tracto resultante se trata con 4cido sulfGrico 27 N, desarro- -

llandose un color amarillo intenso que es proporcional a 1la con

centracién de eitromicina presente. El compuesto formado des- -

pués del tratamiento con dcido sulfGrico tiene un méximo de ab-

"Borbancia a 484 nm.

El procedimiento para la detarminacién de eritromici-

na en el caldo de fermentaci6n 8e discute con mayor detalle en-
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el apéndice A.

Determinacién do la concentraciétn de azGcaran to

Fue realizada mediante el métocdo de la antrona (Kele--

ti, y Leader 1974). El principio do la reaccibn es la condensa-
ci6n del antranol, el cual reacclona con &cido sulfGrico para -
dar derivados del furfural de los azGcares presentes. El proce-

dimiento detallado para esta determinaci6tn se describe mas ade-
lante en el apéndice A.

2.4.3. Determinaci6tn de biomasa.

1A cuantificacién de la biomasa fue realizada en for-

ma indirecta mediante la técnica de "Packing Mycelial Volume" -

(PMV), esta tfcnica consiste en medir el volumen del micelio -

después de la centrifugacibn, expresindose en % del vclumen to-

tal utilizado en la determinaciébn. En el apéndice A se describe

con mayor detalle esta téenica. (Pirt,J.S 1975).

2.4.4. Determinacitn de pH.

Las determinaciones de pil oan el medio de cultivo fue-

ron realizadas en un potencibmetro, equipado con electrodo de -

vidrio.
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2.5. Prueba de medios de cultivo para el crecimiento-

y produccibn de eritromicina por Streptomyces erythreus.

En este experimento se probbé la influencia de digtin-

tos medios, sobre el crecimiento y producciétn de eritromicina -

por S. erythreus. Los medios de cultivo fermentativo utiliza--

dos son los descritos anteriormente. Las condiciones de inocu-

lacibén e incubacién ya fueron indicadas con anterioridad.

& las 96 horas de haber iniciado la fermentacibédn se -~

ratiraron los matraces y se efectuaron las siguientes determina

ciones: concentraci6n de eritromicina,

PMV y pH.

2.6. Efecto del fosfato inorginico sobre el crecimien

to y produccibn de eritromicing

2 por Streptomycen erythreus.

Se probb6 el efecto del fosfato inorgénico sobre el --

crecimiento y produccibn de eritromicina por_S. erythreug en el

medio complejo fermentativo III. Para cllo se realizaron dos -

experimentos; en el primero, ademis de los componentes del me--
dio de cultivo se afladi6 fosfato inorgdnico en distintas concen
traciones (0, 4, 10, y 20 mM); en el scgundo experimento el fos
fato se agregb a las 48 y 96 horas post-inoculacién, a un nivel
de 4 y 20 mM. A partir de las 48 horas de hicieron determinacio
nes de los siguicontes paridmetros: concentraci6bn de eritromicina,

azGcares totales, PMV y pH.
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2.7. Efecto de la fuente de nitrbgeno sobre el crecl-

miento y produccitn de eritromicina por Streptomyces erythreus.

para establecer el efacto de la fuente de nitrbgeno -
sobre el crecimiento y produccitin de esritromicina por §. ery--

threus, se llevaron a cabo dos oxperimentos con distintas fuon-

tes de nitrb6geno. En un experimento se probd el efecto de la -

adicibn de pacarosa y la limitacién de nitrb6geno en el medio de

cultivo fermentativo III. El estudio se realizb6 variando la --

¢oncentracibn inicial de (NH4) S804 v afiadiendo 2 ml de una solu

cidén de sacarosa 0.2 M a las 96 horas de haber iniciado la fer-

mentacidn.

En otro experimento se determindé el efecto de la urea

sobre el crecimiento y produccién de eritromicina por S. ery---

threus; la urea se agregd al inicio de la fermentacibdn junto —-

con los otros componentes del medio de cultivo a excepci6n del-

sulfato de amonio.
2.8. Determinaci6bn de la evaporacibn del medio -
de cultivo fermentativo ILI, para el crecimiento y produccibn -

de eritromicina por §. erythreus.

La evaporaci6n del medio de cultivo fermentativo se -

determint usando matraces bafleados de 500 ml conteniendo 40 ml

de medio de¢ cultivo sin inocular, lons cuales fueron incubados a
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34 °C en agitacibn rotatoria a 300 r.p.m. A distintos tiempos -
posteriores a la incubacitn los matraces fueron retirados con -

el fin de determinar la perdida en voluman del medio de cultivo.
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RESULTADOS Y DISCUSION,

3.1. Prueba de medios de cultivo para el crecimiento-

y produccib6bn de eritromicina por S. erythreus.

Durante este estudio se efactlo un experimento donde-
se probaron 3 medios de cultivo, para el crecimiento y produc--
ciébn de eritromicina por S. erythrcus. Este experimento se rea-
liz6 durante 96 horas. Retir&ndose los matraces para hiacer de--

terminaciones de pH, PMV y concentracién de eritromicina. Los -

resultados obtenidos se describen en la tabla 3.1.1.

Tabla 3.1.1. Resultados de la prueba de medios de cul

tivo para el crecimiento y produccién de eritromicina por S. --

erythreus.

Medios pH pH PMV Eritromici
de cultivo (al inocular (96 hrs) (o) na (pAg/ml) .
Sintético I 7.2 6.9 19 loeo
Complejo I1I 7.3 8.1 4 o
Complejo III 7.9 6.8 45 2555

En esta tabla podemos observar que el medio complejo-
III, permite un mejor crecimiento (PMV) y mayor producci6bn de -
eritromicina; para ambos pardmetros, rapresenta aproximadamente
el doble al compararse con el medio sintético I; presenténdose-

un pH similar en los dos medios al término de las 96 horas. Ade
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més la productividad especifica de eritromicina (expresada en -

Mg de eritromicina //34 de PMV. ml ), es aproximadamente 17 unl

daden m&s alta en el medio complejo III en relacibn al medio -~

sintético I.

En la misma tabla se presenta que el medio complejo -

II, no resulto ser apropiado para 6l crecimiento del microorga-

nismo. Esto quiza se debi6 al incremento de pH registrado en -

el medio, limitacibdn del crecimiento por la ausencia de ciertos
requerimientos nutricionales o ambos.

Smith, et al (1962), encontrb6 que el crecimiento y --

produccitn de eritromicina por Streptomyces erythreus, presenta

un comportamiento distinto dependiendo del medio de cultivo usa
do, lo cual indica que los estudios realizados en un medio sin-

tético no pueden ser extrapolados a un medio complejo de produc

cibn.

Por las razones que a continuacién se mencionan, en -

loa subsecuentes experimentos dc este estudio se decldi6 utili-

zar el medio complejo III.

- Permite un buen crecimiento y produceci6n de eritro-

micina.

- Los resultados obtenidos pueden ser aplicados en la

optimizaci6tn del medio de cultivo a nivel de produccibn del an-
tibibtico,

- Los estudios en un medio complejo de fermentacibdn,-
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v

de alguna manera ayudan a dilucidar la presencia de fenftmenos -
de requlacién en la blosintesis del antibibtico; como lo mues--

tran los estudios realizados en otros antibibticos (Martin y Mg

Daniel 1974).

3.2. Efecto del fosfato inorganico sobre el crecimien

to y producciftn de eritromcina por S. erythreus.

para estudiar este efecto se realizaron dos experimen
tos. EN el primero se afiadi6 el fosfato junto con los otros --
componentes del medio de cultivo: obteniendose concentraciones-
finales de O, 4, 10 y 20 mM. Los resultados se discuten a conti
nuacibn:

La tabla 3.2.1, muestra los resultadon para el con- -
trol cuando no se adiciona fosfato al medio; en ella se advier-
te que durante las 72 horas posteriores a la inoculacibn existe
una disminuci6n continua de pH, volviendose a incrementar a un-
valor final aproximado de 8. De acuerdo a lo reportado en la 1li
teratura este incremento se cree es originado por la desapari--
ci6n de azGcares y la subsecuente utilizaci6n de acidos organi-

cos intermediarios; asi como también a la aparicién de compues-

tos nitrogenados que surgen de la 1isis celular (Corum, et al -

1952; Stark y Smith 1961; Gros, et al

1978). E1 ascenso en pH

corresponde al periodo de la producci6u de eritromicina, a su -

vez se observa que 6sta ci paralela &l consumo de carbohidratos.
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El 4nalisis de los datos de la tabla 3.2.2, indica -
que el PMV nou resulto ser un buen método para cuantificar el =~
crecimiento micelial en las condiciones de prueba, por las li-
mitaciones que presenta cuando se usa un medio liquido con par
ticulas s6lidas en suspensién que interfieren con su determina

ciébn. Sin embargo, es probable que exista crecimiento micelial

puesto gque hay disminucion de pH y azGcares totales durante --

las primeras 72 horas de fermentaci6tn. La comparacién de es--

tos resultados con los de la tabla anterior seflala una disminu
ci6tn de azGcares y produccidn de eritromicina; en cambio en el
pH se encuentra el mismo comportamiento, a pesar de la diferen

cia inicial.

Los valores de la tabla 3.2.3. son los resultados de

los parametros de la fermentacitn al afiadir una concentracibn-
inicial 10 mM de fosfato inorgdnico. A diferencia de los datos
de la tabla anterior el nivel de azGcares totales a las 96 ho-
ras posteriores a la inoculaci6bn e¢s ligeramente menor. Y al --
igual gque en los datos de las otras tablas se registra una dis
minucién de pH durante las primeras horas de crecimiento. En-
la produccién de eritromicina hay un descenso muy marcado en -

relacidn al control.

Los resgultados obtenidos al afladir una concentracién

20 mM de founfato inorghnico se encuentran reprosontados en la-

tabla 3.2.4. Al examinar los datos se encuentra lo siguiente:-



la produccién de eritromicina sigue un curso similar a los valo

reps de la tabla anterior; en tanto que en el consumo de azGca--

res es mas parecido al control. En el PMV ge observa una dismi-

nucién de un valor de 42% a las 48 horag, a 27.5% a las 96 ho--

rags de haber inoculado. La variacién de pill es muy semejuante a -
la de los resultados de las tablas anteriores, siendo el pH ini
cial igual al del control.

1.a adicién de fosfato inorgédnico en concentraciones -
crecientes mostré un efecto negativo sobre la produccién de eri
tromicina. Este decremento puede ser originado por el cambio -
en pH o por la presencia de fosfatos en el medio. La discusibn-
de los resultados suglere que la disminucitn es debida a esto -

Gltimo. El pH inicial a las concentraciones de fosfatos O y 20-

mM fue de 8; en tanto que para las concentraciones de 4 y 10 mM

fue de 6.8 y (.9 respectivamente; lo cudl quiere decir que si -

el pH inicial fucra el factor principal aen el decremento de la-
producecibn del antibibtico, égte deberin manifestarse tanto en-
lag concentraciones de O como en las de 20 mM, ésto no sucede -
de esa manera. Ademis en todos los casoun gse observa una tenden-
cia a la disminucién de este pardmetro v en el momento en gue -
expresa al efecto (aproximadamente a lun 72 horas), el pH se ep
cuentra dentro de un rango muy estrecho 6.6-6.9 (figura 3.2.1.):
1o que raanfirma que el descenso en la produceibn de eritromici-

na es debido a la prescncia de fosfaton en el medio. Dicho efeg
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to se hace mas patente al final de la fermentacién (figura - .-
3.2.2.), en donde se observa una disminucién con respecto al -~
control de 29.1, 39.4 y 37.5% para las concentraciones de 4, 10
y 20 mM respectivamente. En la figura 3.2.l. se advierte que la
presencia de fosfatos en el medio de cultivo; simultaneamento -
causa un efecto negativo en la produccién de eritromicina, esti
mula la velocidad de consumo de azGcares como se interpreta en-
1n disminuciébn de la concentraci6bn de éstos (figura 3.2.3.). --
I.os resultados de este experimento concuerdan con los estudios-
reportados en la literatura al respecto, donde el fosfato inor-
ghnico es un efector negativo de la biosintesis de muchos anti--
bidticos. Los macrb6lidos son especialmente sensibles a este - -
efecto. La adici6bn de fosfatos 4l medio de crecimiento del orga
nismo productor de la nistatina, incrementa la velocidad de uti
lizacién de los carbohidratos y suprime la sintesis del antibip
tico. La ayfactina es inhibida en altas concentraciones de fos-
fatos y simultaneamente se incrementa la utilizacibébn de almidén.
En las fermentaciones de nistatina se encontr6 que el fosfato -~
extracelular disminuye durante la fase de crecimiento y permane
ce en concentraciones bajas durante la fase de produccidn (para
referencias ver Martin, 1977). En la usintesis de nistatina (Liu,
et al 1975) y turimicina (Gersch, et al 1979), se encontrb6 que-
la adicién de fosfato inorgénico estimula ol crecimiento mice--

lial (peso seco) y disminuyo la producci6tn de antibiético.
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En el segundo experimento el fosfato inorgénico se -
afladi6 a las 48 y 96 horas de haber iniciado la fermentacibn;-

las concentraciones adicionadas fueron de 0,4 y 20 mM. En la -

tabla 3.2.5. se resume el efecto del fosfato inorgénico (afia-

dido a los tiempos indicados) sobre el pH, PMV y concentracibn
de eritromicina. Al igual que en al experimento anterior ue ob
serva un comportamiento similar en pH; es decir disminuyo du--

rante las primeras horas de la fermentacién volviendose a in--

crementar al final de la misma. En el PMV se encuentran varia-

ciones dificiles de interpretar, lo cual confirma que este mé-

todo no es apropiado para cuantificar crecimiento micelial en-

las condiciones probadas.

En estudios realizados por Gersch, et al (1979) sobre

la biosintesis de la turimicina por Streptomyces hygroscopicus

se encontr6 que la adicibn de fosfato inorganico después de --
cierto tiempo de haberse iniciado el crecimiento no ocasiona -
ningn efecto sobre la produccibn de este antibibtico. Estos -
resultados no coinciden con los reportados en este trabajo. —--
Pero sin embargo al compararlos con los obtenidos por Liu, etal
(1975) y Martin, et al (1977), en donde se encontrd que la adi-
ci6n de fosfato a una concentracibn arriba de 5 mM a las célu*~—
las en fase de produccibén de candicina, origina un incremento -
en la captaci6bn de oxigeno y la sintanis del antibibtico es - -

inhibida. Estos cambios se acompafian por un aumento en el peso-
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seco y velocidad de utilizaci6tn de glucosa.

Los experimentos de este trabajo no determinan a que-
nivel molecular es ejercidoel control negativo por fosfato, ya que
puede ser considerado como una represi6én de las enzimas del me-
tabolismo secundario o inhibici6bn de las enzimas preformadas. -

Una inhibicién es sugerida en la sfintesis de la candicidina - -

(Martin, et al 1977).

Como se mencion6 en la introducci6bn, se-

han propuesto varios mecanismos para explicar el efecto del fos
fato inorgdnico; no obstante la diferencia entre ellos se pien-
sa que sea posible la existencia de un mediador com@Gn, tal como
ei nivel de ATP o la carga energética por adenilato, el cual re
gularia la expresi6tn del (o los) gene (s) relacionado con la --

sintesis del antibi6tico (Martin y McDaniel 1977).




Tabla 3.2.1.

0o sobre el crecimiento y produccidn de eritromcina

Efecto de la adicién inicial de fosfato inorgani~

tivo III. Esta tabla muestra los resultados de los par8metros indicados =~

on el primer renglon, cuando no e adiciond fosfato inorg&nico.

Tiempo pH PMV AzGcares Eritromici-
(horas) (%) totales (%) na (ug/mil)
Y 8.0 - -
48 7.8 38.5 6.76 302
72 6.9 31.5 5.18 903
96 7.5 31.0 3.03 1589
168 7.9 + 2.40 3202

-No se determind

+No se determind por falta de volumen.

en ¢l medio fermenta

19




Tabla 3.2.2. Efecto de la adicidn de fosfato inorgdnico so-
bre el crecimiento y produccidn de eritromicina en el medio fermentativo
It1. Estn tabla muestra los valores de los parametros indicados, para --

unha adicibébn inicial de una concentracidén 4 mM de fosfato inorganico.

Tiempo pH PMV Azdcares Eritromi-
{horas) (%) totales (%) cina (pg/ml)
0 6.9 -
48 6.55 25,0 5,51 365
72 6.60 33.0 2.48 776
96 7.85 26.5 2.24 1498
168 7.8 4 1.35 2270

-No se determind

+No se determind por falta de

volumen.

Z9




Tabla 3.2.3. Efecto de la adicidn inicial de fosfato inorgéni

co sobre el crecimiento y produccidn de eritromicina en el medio fermenta

tivo III. Esta tabla muestra los valores de los parfimetros indicados, pa-

ra la adicién inicial 10 mM de fosfato inorgénico.

Tiempo pH PMV Azficares Eritromici-
(horas) (%) totales (%) na {yg/ml)
0 6.8 - - -
48 6.1 28.5 5.26 311
72 6.6 25,0 2,58 596
96 8.0 32.0 1.80 1169
168 7.9 + 1.04 1942

~No se determind

+No se determind por falta de -

volutnen.

£9




Tabla 3.2.4. Efecto de la adicién inicial ge fosfato inorgdnt

Co Bobre gl crecimiento Y Produccidgn de eritromicinag

on el medio fermenta
tivo 17171,

Esta tabla muestra log valores de losg parimotros indicadog para

la adiciédn inicial de una concontracién 20 mpM de fosfato inorganico.

Tiempo pH PMY Azlcares Eritromicina
(horas) (%) totales (%) ﬁpg/ml)
o] 8.0 - -
48 6.7 42,0 6.05 is8
72 6,9 28.0 5.00 604
96 6.9 27.5 2.84 1159
168 7.9 + 2.40 2002

~No se determing

+No se determing por falta de

volumen.



S. erythreus. se afiadié un vo-

lumen de 2 m} do una Bolucién de fosfato inorg&nic

O para alcanzar una con-
centracién final de 4 Yy 20 mM en los matraces,

afnadid 2 m1

al control Unicamente se le

de agua destilada estéril,

Tiempo Tiempo de Concentracidn de pH PMV Eritromi
(horas) adicidén del fosfato adicionado (%) cina ﬁyq/ml)
fosfato (horas) al medio (mM)

[0} + + 8.0 * "
48 4 + 7.1 40 380
72 + + 7.0 36 1620
120 96 0 7.6 25 2050
120 96 4 7.8 30 1960
120 96 20 7.8 20 1848
144 96 0 7.4 21 2600
144 96 4 7.9 25 2350
144 96 20 8.0 26 2234
168 48 0 8.0 20 3200
168 48 4 7.9 18 2943
168 a8 20 7.8 22 2815

+No adicién do forfato inorginico
*No se determing

S9
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100 Figura 3.2.2. Efecto de¢ la concentracidn
de fosfatos sobre la produceidn de ceritromicina=-
por S.

erythreus.
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3.3. Efecto de la fuente de carbono sobre el creci- -~

miento y produccién de ecritromicina por S. erythreus.

En esta etapa se estudi6t el efecto de la fuente de ~-
carbono sobre el crecimiento y produccitn de eritromicina por -
§. erythreus. Se utilizarbén como fuente de carbono; sacarosa -
y glucosa en el medio complejo de fermentacié4n III; en donde ne

variaron las concentraciones iniciales y en ocasiones se hiclaw

ron adiciones a diferentes tiempos, con diferentes concentracig

nes.

cuando se utilizdé glucosa como fuente de carbono, és-
ta se adiciond® junto con los otros componentes del medio al ini
cio de la fermentacibdn en concentraciones de 0, 0.05, 0.1, 0.4,

0.6 M. Los resultados se discuten a continuacidn:

En el control se encontr6 una disminucibn gradual en-

la concentracliftn de azficares totales, llegando a un valor final

de 1.65 %. El pl inicial fue de 7.8; a partir de este punto hag
ta las 72 horas hay un decremento volvi6ndose ligeramente &Gcido
Este periodo coincide con el incremento en la produccibén de eri
tromicina y disminucién del PMV (tabla 3.3.1.). Al final de la-~
fermentacibn se observo un incremento en pH.

La presencia de glucosa en el medio de cultivo a un -
nivel de 0.0% M originé un aumento ¢n el crecimiento (PMV) du--

rante laag primcras 48 horas de la fermentacibn; en las siguien-

tes 24 horas hubo descenso an este parmetro estabilizéndose en
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las subsecuentes. La fermentacibén se inici6 con un pH de 7.9 -
cay6 a 7.2 y se elevd al final a un valor cercano a 8. Obser--
vandose en esta fase un ligero ascenso en la produccibn de eri
tromicina y una alta concentracibn de azGcares totales (tabla~-
3.3.2.).

Al incrementar la glucosa en ¢l medio de cultivo a -

un nivel de 0.1 M (tabla 3.3.3.), se pudo ver un cfecto estimu

latorio en el PMV con respecto al control. Este efecto lo mis

mo que el consumo de azicares fue muy parecido al descrito en-

la tabla anterior; sin embargo los datos de esta tabla mueg- -

tran que la produccién de eritromicina fue menor a las 96 ho-~
ras posteriores a la inoculacibn; ésto quizd se dibi6é al pH -~
elevado.

En la tabla 3.3.4., se describen los resultados obte
nidos al afladir una concentraci6tn 0.4 M glucosa. A lo largo de
la fermentaci6n se obtuvo crecimiento micelial elevado, en tan
to que la concentraci6n final de azGecares totales fue muy simi
lar a la que se observ6 en el control a las 48 horas post-ino-
culacién. A diferencia de los resultados de las tablas anterio
res se encontrdé una disminucién muy marcada en el pH durante -
las primeras 96 horas de fermentacién, aumentando ligeramente-
al £inal a un valor de 6.5. La produccifn de eritromicina as--
cendi6 fucrtemente en las Gltimas horas de la fermentacibn: al

canzdndoge aproximadamente un 34 % més on relaciébn al control.
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En la tabla 3.3.5., se encuentran los datos de los

lores obtenidos al afiadir una concentraci6n inicial 0.6 M de
glucosa. El andlisis de los resultados muestra lo siguiante:

la presencia de glucosa a este nivel ocasion6 una elevacitn de-

casi el doble en la produccib6tn de exitromicina en relacibn al-

control. E1l PMV se mantuvo en un valor de 98 % al través de la-

fermentacién, no asi el pH el cual so inici6 en 7.2 disminuyo -
a 5.9 en las siguientes 48 horas y partir de aqui oscilo entre-
6.6~-6.8. L2 concentracid6n de azGcares fue alta durante las pri-

meras horas, registrdndose un valor fipnal similar al de la ta--

bla anterior.

1a adicién inicial de glucosa en concentraciones cre-

cientes provocH un efecto estimulatorio debido al aumento de --

biomasa (PMV), figura 3.3.1l.); este efecto al parecer también -

se manifesto a nivel de produccibn de eritromicina (figura 3.3.
2.). La estimulacibn de la producciédin de eritromicina pudo bien
haberse debido a la presencia de glucosa, disminuciébn de pH o -~
estimulaci6tn del crecimiento micelial. E1 examen de los resulta
dos muestra que cuando se adiciona glucosa en pequeflas concen--
traciones la disminucién de pH no fue muy marcada; sin embargo-

hubo un efecto de estimulaciétn en la produccibn de eritromicina

al final de la fermentacibn (figura 3.3.1.). Los resultados an-

teriores sugieren que para obtener un buen crecimiento micelial

y producci6n de eritromicina es indisponsable mantener los azG-
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cares a un nivel alto.

En estudios realizddos con otros antibibticos usando-

la glucosa como fuente de carbono, se ha encontrado un efecto =~

de regulacibn catabblica sobre su biosintesis; actinomicina (Ga

1llo y Katz 1972), estreptomicina (Demain e Inanine 1970), baci~

tracina (Haavik, 1974), siomicina (Kimura, 1967). En las fermen
taciones de estreptomicina y actinomicina, estd presente la re-
presidn catab6lica y la inhibici6n de las enzimas preformadas -
Miontras que en la biosintesis de la siomicina Gnicamente se ob
serva esta Gltima. Sin embargo hay diferencia significativa en-
tre la regulacibédn catabSlica de la biosintenis de estos antibif
ticos y el efect6 de la glucosa sobre la biosintesis de macr6li
dos. Por ejemplo la formacibn de actinomicina ocurre Gnicamente
después de que la glucosa se ha términado en el medio de culti-
vo, en tanto que en la sintesis de macrb6lidos é&sta es indispen-
sable para su formacib6dn. La produccién de candicidina se detie-
ne al terminarse la glucosa {(Martin y McDaniel 1975).

Las evidencias existentes sobre la regulacién catab6-
lica de la biosintesis de macrflidos por glucosa son poco cla--
ras debido a ésta es requerida para la pintesis del producto.

En un segundo experimento para probar el efecto de la
fuente de carbono sobre el crecimiento y producci6étn de eritromi
cina por 8. erythreus; se hicieron adiciones de sacarosa al me-

dio complejo fermentativo III. Estas se efectuaron a las 96 --
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horas de haber iniciado la fermentacién utilizando un volumen -

de 2 ml de concentraciones de sacarosa a 0.05 y 0.1 M; al con--

trol se le adicionaron 2 ml de agua destilada estéril.

Los datos de la tabla 3.3.2.1l., muestran los rauulta-

dos obtenidos para el control. En forma similar a los countroles
de los experimentos anteriores se manlfiesta una disminucién de
pH durante las primeras horas de la farmentacién incrementando-
se al final de la misma. La produccit6n de eritromicina se ini--~
ci6 a las 72 horas posteriores a la inoculacién; cste periodo -
coincide con la elevacib6tn de pH y maximo crecimicnto micelial -
(PMV) . Siendo interesante notar que el conzumo de azGcares fue-
paralelo a la formacibn del antibibtico. Al final de la fermen-
tacién el pH fue de 8 mientras que los azlGeares decayeron a un-

nivel bajo. La elevacibn en pH se puede atribuir a la autolisis

del micelio, lo cuidl es evidente que ocurre ya gue hay una dis-

minucién en el crecimiento (PMV).

De los resultados obtenidons se observe que la adiciOn
sacarosa a una concentracibn de 0.0% M tiene un efecto estimula

torio sobre la produccibn de eritromicins como se deduce de las

determinaciones (tabla 3.3.2.2.). En esta tabla se encuentra --

que mientrar hay una disminuciébn en li concentracién final de -
azGcares d¢ aproximadamente ¢l doble con respecto al control, -

en el PMV no se obscrva tal variacibn, lo cudl indica que los -

azGcares son utilizados en la biosintesis del producto. La adi--
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cién de sacarosa al medio mantiene el pH a un nivel inferior ad.

En la tabla 3.3.2.3. Se describen los valores obteni-
dos al adicionar sacarosa a una concentraci6tn 0.1 M. Al igual -
que los datos de la tabla anterior la comparacibm con el con- -
trol manifiesta un decremcento de casi ¢l 40% en la concentra- -
cibn final .de azGcares totales; sin emhargo en la producci6n de
eritromicina solamante se observa un puguefio incremento. El1 pH-

a partir de lan 96 horas se mantuvo en 7.5 en tanto que el PMV-

aumentd ligeramente.

et al (1954) usando sacarosa como Gnica fuente

de carbono en un medio sintetico encontraron que ésta se rompe-

en glucosa y fructuosa y sc utiliza a una velocidad tal que per

mite un buen crecimiento y produccib6n de eritromicina.

La producci6bn de eritromicina por S. erythreus en un-

medioc complejo s¢ inicia casi al f£inal de la fase de crecimien-
to y continGa por un cierto tiempo, el cudl depende la presen--
cia de aztcares on cantidades significativas; infiriéndose que-
en el proceso de¢ crecimiento el microorganismo consume la mayor

parte de azGcares (Smith, et al 1962; Gros, et al 1978). Al --

alimentar sacarosa en el f£inal del ciclo de fermentacibn se pue

de controlar la biosintesis de la eritromicina; 1) incrementan-

do los precurnorces intracclulares del ecritron6lido (proplonato-

y 2-metil malonato, 2) retardando el ticmpo en la degencracién-

del cultivo durante el procesn de la blosintesis del antibibti-
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co, como es sugerido por los estudios de cultivo semicontinGo ~
y cinética de crecimiento en la fase de produccibn de eritromi-

cina por S. erythreus (Bosnjak, et al 1976 y 1977).




Tabla 3.3.1 Efecto do la adicién de glucosa sgobre et crecimientqg
Y Produccibn da eritromicina en el medio complejo 11T,

Esta tabla mMuestra los rew
sultados obtenidog bara el control,

es decir sin adiciégn de glucosa.

|
l
Tiempo PH PMY Az(lcares Eritromicina ‘
|
(horas) (%) totales (%) ( /ml)
) 7.8 - - - i
48 7.5 60 6,20 410
~
72 6.9 40 5.60 1025 o
96 7.3 32 J.so 2325
168 7.9 30 1.65 2684

= No se determing



Tabla 3.3,2,. Efecto de la adicidn dae glucona fsobre el crecimiento-
Y produccidén de eritromiclina en el medio complejo III. La 9lucosa a una concentry -
cién 0.05 M se adiciond junto con los otros componentes del medio.

Tiempo pH PMV Azdcarcs Eritromicina
_(horas) (%) totales (%) (yq/ml)
0 7.9
48 7.2 98 7.52 618
72 7.5 c6 6.40 1100
96 3,0 65 5.80 2288
168 7.9__ 54 . %.30 2989

- No sa doetermind

LL



Tabla 3.3.3.

Y produccidn de eritromicina en el medio complaijo. Euta

dos obtenidos al afadir

una concentracién 0.1 M de glucosa.

Efecto de la adicidn de glucona sobre el crecimient;y,

tabla muestra 1los resultn -~

Tiempo pH PMV AzGcares Eritromicin;~_
(horas) (%) totales (%) (pg/m1l)
0 7.9 - -
48 7.0 96 7.5 607
72 7.7 81 6.5 1800
96 7.6 50 5.8 2962
168 8.0 48 5.0 2867
-~ No g determind

8L



Tabla 3.3.4, Efecto de la adicién de glucosa sobre e1l crecimiento-

Yy produccidn de eritromicina en el medio complejo III. La glucosa a una concentra

cidn de 0.4 M se adiciond junto con los otros componentes del medio de cultivo.

Tiempo pH PMV AzGcares Eritromicina
(horas) (%) totales (%) (g /ml)
0 7.5 - -
48 6,2 98 11.13 545
72 6,2 95 B.4 1377
96 6.2 90 7.2 2093
__leB 6.5 85 5.9 . 3599

- No se dcetermind

6L




Tabla 3.3.5

Efecto de la adicién de glucosa sobre la produccidn

de eritromicina en el medio complejo IIT,

lL.a glucosa a una concentracidn-

de 0.6 M se adiciond junto con los otros componentes del medio de cultivo.

Tiempo pH PMV Azlicares Eritromicina
(horas) (%) totales (%) wg/ml)
0 7.2 - -
48 5.9 98 13.5 436
72 6.7 98 12.0 1232
96 6.8 98 9.0 2650
164 6,6 98 6.0 4179

No se determind.,

08
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Figura 3.3.2 Efccto de la voncentracidn
inicial sobre la produccidn de

100

por Streptomycen crythreus,

e} ftromicina
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Tabla 3.3.1.1. Efecto de la adlcidn de sacarosa nobre el crecimliuan

to y produccidn de eritromicina por S. erythreus. Loa datos presentados en la

tabla muestran los resultados obtenidos sin adicidn de sacarosa.

Tiempo pH PMV nzlcares Eritromicina
(horas) (%) totales (%) (pg/ml)
0 8.0 - -
48 6.5 18 6.80 0
[¢1]
0
72 7.2 31 5.50 1867
96 7.5 25 3.30 960
168 7.5 23 2.73 2798

- No sc¢ determind.




Tabla

to y produccidn
tados obtenidos

cidén ne efectlo

3.3.1.2 Efecto de la adicidn de sacarosa sobre el crecimiap

de eritromicina por S. erythreus. La tabla muestra los repy]

al afiadir 2 ml de una solucidn de sacarosa 0.05 M, la adi .-

a las 96 horas de haber iniciado la fermentaci6n.

Tiempo pli PMyV Azlicares Eritromicina
(horas) {%) totales (%) sy /ml)
0 8.0 - - -
48 6.5 18 6.8 0
72 7.2 N 5.5 187
Y6 7.5 25 1.3 neo
168 7.5 22 1.2 3379

- No se determind.

t8




Tabla 3.3.1.3. Efecto de la adicidn de sacarosa sobre el crecimlen

to y produccidn de eritromicina por S§. erythreus. Los datos de la tabla mucn-

tran los resultados obtenidos al adicionar 2 ml de una solucidn de sacarosa

0.1 M, la adicidn se¢ efeclo a las 96 horas de haber iniciado la fermentacidn.
Tiempo pH PHV Azdcares Eritromicina
(horas) (%) totales (%) (y19/m1l)

0] 8.0 - - -
48 6,5 18 6.8 0
72 7.2 3° 5.5 187
96 7.5 25 3.3 960

168 7.5 24 1.7 2887

- No gpe detorminé,

S8
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3.4. Efecto de la fuente de nitrbgeno sobre el creci-

miento y produccién de eritromicina por S. erythreus.

como fuente de nitrégeno se probaron el sulfato de -~

amonio (la fuente usada normalmentc en el medio de cultivo) y -

1la urea.

El sulfato de amonio se upo en concentraciones de - -

0, 0.3 v 1.2 g/1; y en todos los casos se agregaron 2 ml de una

solucién de pacarosa 0.2 M. La adicib6bn se efectubd a las 96 ho--

rap de haber iniciado la fermentaciébn. Los resultados se anali-

zan a continuacibn:

La ausencia de sulfato de amonio en el medio de culti

vo di6 como resultado un ascenso en la produccidén de eritromici

na (tabla 3.4.1.). A diferencia de los resultados de los expe-

rimentos anteriores el pH se mantuvo dentro de un rango muy es-
trecho 7.5-7.88. De las 72 horas cn adelante se observ6 un fuer-

te incremento en la produccién de eritromicina; a este tiempo -

hubo una disminucibn en el PMV (ue se prolong6é hasta el final -

de la fermentaciébn. En la concentracibn de azQGcares totales se-

advirti® una disminucibn gradual alcanz@ndose un valor final de
1.5 %.

La tabla 3.4.2., muestra los valores de los pardme- -~
tros indicados al usar una concentracliétn de sulfato amonio O.3-
g/l. Claramente ge observa un desconso un la produccién de eri-

tromicina en relaciétn a los datos de lun tabla anterior. Este --
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descenso es mis notorio a las 96 horas de haber iniciado la -~
fermentacién, encontrandose que para esto periodo. la concentra
cibn de azGcares totales es ligeramente menor que en el @aso -
anterior. En el pH se advierte una cafida durante las primeras-
72 horas post-inoculacién. La adicibn de sacarosa a las 96 ho-

ras estimuld el crecimiento micelial como se ve en la determi-

nacién de PMV a las 168 horas.

Al aumentar la concentracién de sulfato de amonio a-
1.2 g/1 se observo una disminuci6én muy marcada de la produc- -

ciébn de eritromicina en relacibtn a los rasultados obtenidos en

las 2 tablas anteriores. Este decremento se manifiesta desde -

el inicié de la fermentacibdn; sin embargo es mds evidente al -

final de é&sta (tabla 3.2.3.). La disminucién en la concentra--

cién de azlcarcs totales sigue un comportamiento similar al --

descrito en lan tablas anteriores. La fermentacibn se iniciéb -

con un pH de 7.8 y a partir de aqui disminuyo a 7,0, volviéndo

se a incrementar a 8,0.

El incremento en la concentraci6én de sulfato de amo-
nio adicidn de sacarosa originé un efecto negativo en la produc
cibdn de eritromicina; en tanto que el crecimiento micelial - -
(PMV) fue estimulado.

Bl control de la utilizaci6bn de las fuentes de nitrd

geno por la célula en el metabolismo primnrio es un fenOmeno -~

ampliamente estudiado en algunos microorganismos. La actividad
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especifica de la enzima glutamino sintetasa de Neuros ora cras-—

sa, varia en relacién a la fuente de nitr6geno usada en el cre-
cimiento del organismo; en una fuente de nitrégeno pobre tal co

mo el glutamato, la actividad especifi

ca de la enzima es alredg

dor de 10 veces mayor que 1a encontrada en una fuente de nitro-

geno mds rica como 1a glutamina o el amoniaco. Estas diferen- -
cias en actividad corresponden 2a diferenclas en concentracibn -

de la enzima; esta Gltima es explicada por diferencias en la ve

jocidad relativa de sintesis de la enzima (Quinto, et al 1977).
El quimioautétrofo facqultativo Thiobacillus novellus, elabora -

dos especies de enzimas glutamato deshidrogenasa; una especifi-

ca para NADP ¥ 1a otra para NAD; cuando ecste organismo s€ crece

en glutamato O en nutrientes gque generan glutamato (histidina y
arginina), 1a glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP se -

reprime, en tanto gue ia enzima dependiente de NAD se derrepri-

me (LeJohn, et al 1968) . En Neurospora,

el glutamato es degrada
do y usado como fuente de energia cn una reac

cibn catélizada —

por la glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD, la cual es-
guimicamente distinta de la enzima dependiente de NADP Y bajo -
el control de diferentes jocus genéticos. El glutamato derrepri
me la enzima dependiente de NADP (citado por Shapiro y Stadman-

1970) . El amonio reprime 12 formaci6tn de muchas enzimas involu-

cradas en l1a utilizaci6bn de otras fuentes de nitrbgeno; tales-
como la ornitina transaminasa 1la nitrito reductasa, la arginasa,
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la treonina deshidratasa, acetoamidasa, nitrato reductasa, etc.

la represi6bn por amonio requicre ademds del ion NH4, 2-oxogluta
rato y una enzima glutamato deshidrogenasa activa (especifica -

para NADP) (Dubois, et al 1974).

Estudios especificos de regulaci6n catabblica por ni-

trégeno en la produccién de antibi6éticos, no han sido reporta--
dos; sin embargo en la literatura se cncuentran reportes que su
gicren la presencia de un control a través de este mecanismo .-
Smith et _al (1962), encontr6 que la adicibn de sacarosa a un me
dio complejo de fermentacibn motivaba una renovaci6tn en la sin-
tesis de eritromicina y la adicibn simultdnea de harina de soya
mds sacarosa no ocasionaba dicho cambio. Martin y Mcbaniel (1975)
encontraron resultados similares en la sintesis de candicidina-

.

al hacer adiciones repetidas de harina de soya a un medio com--

plejo para su fermentacién.

Los efectos reportados en este eastudio posiblemente -

son debido a una desviacifn del metabolismo de secundario a me-
tabolismo primario; en donde la energia y cofactores formados -
son utilizados en el proceso de crecimiento, evitandose la sin-
tesis de la eritromicina. Como se menciont en la introduccién,-
la formaciGn de¢ los intermediarios neccsarios para la biosinte-
sis de las eritromicinas dependen de la via del piruvato (cita-
do por Paca, et al 1978). Esto junto con lo encontrado en este-

trabajo, suglere que niveles bajos de nitr6geno en ¢l medio de-
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cultivo durante la sintesis del antibibtico evita que el piruva

to sea utilizado en las reacciones de crecimiento, guedando o8-
te compuesto en disponibilidad para la formaciébn de propionato-
u otros intermediarios de 1as eritromicinas. El nivel de nitr6-
geno en el medio de cultivo ha sido propuesto como uno de los -
mecanismos que controlan la formacibn de metabolitos secunda- -
rios, requiriendose diferentes grados de limitacibn de este com

puesto para disparar la sintesis de los distintos metabolitos -

secundarios (citado por Martin y McDaniel 1975) .

El mecanismo por el cual el nitrbégeno regula el cam--
bio de metabolismo (primario a secundario o viceversa), es debi
do quiza a alguna'de las siguientes caunas: a). No permitiendo-
o solo parcialmehte, 1a expresibn de los genes jnvolucrados en-
1a sintesis del metabolismo secundario; b). Inhibe las enzimas-
que participan en 1a sintesis del metabolismo gacundario; c).

controla la formacion  de intermediarios que participan en la

sintesis de metabolitos secundarios.

En el siguicnte experimento s probé el efecto de la-
urea como fuente de nitr6geno en el crecimiento vy produccibn de

eritromicina por Streptomyces erythreus,

a continuacibn se dis~

cuten lon resultados obtenidos.

A ouna concentracibn de 1.2 g/1 la urea tiene un com--
portamiento paralelo (tanto en produccibn de eritromicina como-
en crecimiento), al obhservado cuando nn usa (NH4) S04 @ una con
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cantraciébn de 2.4 g/l. En caso de exceder la concentracitn de -

urea arriba indicada se presenta un efeqto inhibitorio en ambos

parfmetros (figura 3.4.1.).

Al incrementar la concentracién de urea en el moedio -
de cultivo a un nivel de 1.2 g/1 el conpumo de azGcares su de--
tiene como'es indicado por la concentraclén de éstos, mantonien
dose constantes a partir de las 96 horas de haber iniciado la -

fermentacién (figura 3.4.2.). Esto posiblemente se deba a que -

el crecimiento micelial (PMV) cae bruscamente a valores cerca--

nos a cero (figura 3.4.3.). Sin embargo a una concentracién de-

urca de 1.2 g/l el consumo de azGcares sigue un comportamiento-
muy similar al observado cuéndo se usa sulfato de amonio a la -
concentracién del medio complejo de fermentaci6tn III. A concen-

traciones de 2.4 y 4.8 g/1 de urea la fermentacié6n se inici6 --

con un pH arriba de 8 (figura 3.4.4.), disminuyendo posterior--

mente a un nivel inferior a este valor, en tanto gque a la con--

centracién de urea 1.2 g/1 la fermentacibn se inicié con un pH-

de 8 disminuyendo a 6.5 a las 72 horas y a partir de aqui se --

volvi6 a incrementar.

como fuente de nitrbgeno la urca a concentraciones --

arriba de 1.2 g/l en las condiciones probadas tiene un efecto -

inhibitorio, que se manifiesta en la produccién de eritromicina
Este efecto quizd se deba al hajo crecimiento micelial registra

do como se¢ deduce de las determinaciones de PMV y concentraciédn
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de azdcares totales o tal vez a los pH elevados al inici6 de la
fermentacidn. No existen estudios reportados en donde se haya -
usado la urea como fuente de nitrbgeno para la produccibn de --

eritromicina; por lo cual no se pueden hacer comparacionaes con-

los resultados obtenidos en este trabajo.



Tabla 3.4.1, Efecto de la fuentae de nitr6geno sobre el creci=~

miento y Produccién de eritromicina bor S. erythreus. at medio complejo de -

fermentacién 1171 sin (NHd)st4 5€¢ le adicionaron 2 ml de una solucidn de ga-

carosa 0.2 M. La adicién Be efectdo a las 96 horas de haber iniciado 1a fep-

mentacién.
Tiempo, pH PMV Azlcares Eritromicina
(horas) (%) totales (%) fpg/m1)
o] 7.7 - - -
48 7.8 44 5.5 564
72 7.6 27 4.9 1610
96 7.5 23.5 1.4 2683
168 7.6 10 1.5 3974

= No se determing.

€6




Tabla 3,4,2,. Efecto de 1la fuente de nitrﬁgopo sobre el creci-

miento y produccién de eritrdm!cina Por S. erythreus. A1l medio complejo de
fermentacifn I1I, conteniendo 0.3 g/l de (NH4)25

04, 8e lo adicionaron 2 ml
de una solucién de sacarosa 0.2 M. La adici8n ge efectGo a lag 96 horas de

haber iniciado 1a fermentacidn.

Tiempo PH l PMV AzGcares Eritromicina
(horas) (%) totales (%) ¢ /ml)
0 7.8 - -
48 7.7 44 5.6 403
72 6,5 34 4.4 1062
96 7.4 27 2,4 2043
68 7.6 32 1.5 3402

~ No ne detrmind

v6



Tabla 3,4.3 Efecto de

la fuente de nitrdgeno wohre cl creci-

ina por S. erythreus. a1 medio complejo -
-2 /1 de (qu)zso

de una solucidn de 8acarosa 0,2 M,

mionto y produccidn de eritromic

de fermentacidn conteniendo 1

4' 5S¢ le adicionaron 2 ml~-

La adicién ge cefectlo a lan 9¢ horas -
de haber iniciado 1a fermentacign.

Tiempo pH PMV Azlicares E;T;romLcina
(horas) (%) totales (%) . (pg/m1) b
0 7.8 - -
48 7.6 44 5.5 317
72 7.2 33 4.4 1154
96 7.0 23 2.8 1958
168 8.0 35 1.5 2843

- No se¢ determing
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Figqura 3.3.4. Curaou del pH ¢n la fermentacidn de

eritromicina por S. erythreuus, usando urea y sulfato de

amonio como fuente de nitrdgeno.
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Evaporacién del medio de cultivo fermentativo IIXX.

Se noto que la evaporacién en experimentos de este ti
po (7 dfas a 34 °C), es una variable importante por la cual de-
ben corregirse los resultados. Para cllo se realizé un expori--
mento en matraces erlenmeyer de 500 ml conteniendo 40 ml de ma-
dio de cultivo fermentativo III, sin inocular. Los matraces fue
ron incubados en las condiciones indicadas en la seccibn de ma-

teriales y métodos; retirandose a diferentes tiempo con el fin-

de cuantificar el cambio en volumen. Los resultados se encuen--

tran graficados en la figura 3.5.1. Esta figura muestra que la-
pérdida de agua por evaporacién es hastante considerable, alcan

zadndose en ocasiones hasta un 40 % en la fase final de la fer—-—

mentacibn.

El cambio en volumen por evaporacién en matraces agi-
tados ya ha sido descrit6 conanterioridad (Solomons, 1969) ; gin-
embargo, se le ha prestado poca atencién no obstante la impor--
tancia que presenta; ya que ésto puede causar diferencias en la

interpretacitn de los resultados, en las fermentaciones con ma-

traces agitados.

Wang,H (1979), encontré que la pérdida de agua debida
a la evaporacibn en matraces agitados, amtd influenciada por el
tipo de tap6bn usado, asi como por la temperatura de incubacién-

y velocidad de agitaci6n, siendo independiente del volumen ini-

cial del medio de cultivo.
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LOs experimentos realizddos en este trabajo fueron co
rregidos por evaporacifin mediante un factor de correccibn el --
cual fue obtenido de los resultados graficados en la figura -~ -
3.5.1., al dividir el volumen cncontrado a determinado tiempo -
entre el volumen inicial. Este factor se uso para corregir los-
resultados de concentraci6tn de azGcares totales y eritromicina,

multiplicandose por el valor del pardmetro a corregir.
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Fiqura 3.5.1. Fvaporacion del medio fermenta

tivo III.

Tiempo (horas) coclente factnr de correccién
0 36 1.00
REH
24 34 0.94
36
48 11 G.H8
306
72 29 0.80
36
96 26 0.72
36
168 ?__21 0. &1
36
0 24 Y] 72 E1N 120 144 16K

Tl emp o (horan}
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CONCLUSIONES.

4.1. De los medios de cultivo probados el medio fer-

mentativo III, resultd ser el mads apropiado tanto para el cra-
cimiento como para la produccién de eritromicina, alcanzandone

valores de 2555 mg/ml en 96 horas de fermentacibn.

4.2. Los fosfatos inorgénicos muestran que a concen-

traciones iniclales bajas de 4 mM o adiciones a diferentes ~ -
tiempos (48 y 96 horas) durante la fermentaci6tn se presenta un

efecto negativo en la produccién de eritromicina.

4.3. Cuando se usa glucosa como fuente de carbono se

ohsgerva que a concentraciones mayores do N.05 M, parece haber-
un efecto estimulatorio, debido al aumento de biomasa (PMV). -
El nivel de azficares en el medio debe ser alto para mantener -

el crecimiento y producci6n del antibiltico.

4.4. I adicidn de sacarona al final de la fase de -

fermentacit6n al parecer restablece la producci6tn de eritromici

na ya que se observa un incremento en la concentracién de ésta

a las 168 horas posteriores a la inoculacibn.

4.5. La limitacibn de una de las fuentes de nitrbge-

no como e€8 ol sulfato de amonio y adlcibn de sacarosa al final

de la fermentacibn, favorece la producci6n de eritromicina.
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4.6. Como fuente do nitrfgeno la urea es adecuada en
concentraciones menores a 1.2 g/l. En capo de exceder este va-
lor y en las concentraciones probadas existe un efecto inhibi-

torio en el crecimiento y producci6bn de eritromicina.

4.7. Cu&ndo no se mantiene la humedad relativa cons-

tante, en las condiciones probadas; es necesario corregir lou-
resultados debido al cambio de volumen del medio de cultivo --

que ocurre en el transcurso de la fermentaci6n.
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APENDICE A,

5.1. Tratamiento de las muestras para la determina- -

cibtn de los pardmetros de la fermentaci®n.

5.1.1. Determinaci6bn de eritromicina en el caldo de fer

mentacién.

Reactivos.

a.- Acido sulfGrico 27 N. Adicionar 750 ml de -
4cido sulf(Grico grado reactivo (gravedad especifica 1.84) a 250
ml de agua destilada; lentamente, agitando'y enfriando.

b) .- Buffer de carbonatos, pH 9 (0.1 M). Disol--
ver 7.47 gramos dc bicarbonato de potasio monobduico y 6.84 gra
mos de fosfato de potasio dib&sico trihidratado en aqua destila
da, llevarlos a 500 ml.

¢).- HCl 0.1 N.

Preparaciétn de las muestras.

Remover el aire del caldo de fermentaci6tn dejan-
do agitar 15 minutos, tomar 1 ml de caldo con una pipeta colo--
carlo en un matraz de 100 ml: lavar la pipeta con buffer pH 9 =
(el lavado se agrega al matraz). Posteriormente aforar con el -
mismo buffer.

A continuaci6tn adicionar a un embudo de separacitn 20

ml de acetato de imobutilo y 20 ml de la muestra diluida, agi--
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tar vigorosamente por 30 segundos.

Del sobrenadante tomar 10 ml y vaciar en otro embudo
de separacitn que contenga 10 ml de HCL O.1 N, agitar vigorosa
mente por 30 sequndos. La parte inferior vaciarla en un tubo -

de ensaye y de éste tomar una alicuota de 5 ml al (ue se le --

agregan 5 ml de H,804 27 N.

Después de 30 minutos se lee la absorbancia a 485 nm,

usando como blanco agua destilada.

Curva estandard.,

ver figura 5.1.1.1.

5.1.2. Determinaci6tn de azQGcares totales en el caldo -

de fermentacibn.

Reactivosg.

a) .~ Reactivo de antrona. Adiciomr a un matraz
de 2000 ml: 330 ml de agua destilada (fria 4°C), agitar y adi-
cionar 760 ml de H;SO4. Posteriormente adicionar 1 g de antro-

na agitar hasta disolver (el coler de la solucibn debe ser ama

rillo paja).

b) .~ Acido clorhidrico concentrado

Determinacibn.

Tomar 5 ml de caldo de fermentacién y colocar--
los en un matraz aforado de 100 ml lavando la pipata con agua-
destilada, aforar con la misma y agltar vigorosamonte. De este

matraz tomar una alicuota de 5 ml y llevarla a un tubo de cnsa
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ye; 2 continuacién adicionarle 1 ml de HCl coricentrado.

Colocar

al tubo en un baflo de agua a ebullicibn durante 22 minutos; adi
cionar 20 ml de agua destilada para enfriar. La solucién se £i1
tra en papel filtro nGmero 615 y sc recibe en un matraz aforan-
dose con agua destilada, agitar vigorosamente.

De la solucién preparada arriba, tomar 2 ml en un tu-
bo de ensaye, a la cual se le adicionan 10 ml de reactive de an
trona, agitando posteriormente por 10 sequndos:; al mismo tiempo
se prepara un blanco, poniendo 2 ml de agua destilada y 10 ml -
de reactivo de antrona. El blanco y muestra se colocan en un ba
flo de agua a ebullici6n durante 12 minutos; desputs de los cua-
les se enfrian en hielo. Leer absorbancia a 622 nm. Ia curva es

tandard se prepara a partir de una solucién patrén de 1 mg/ml -
ver figura 5.1.2.1.




Figura 5.1.1.1, Curva estandard para

critromicina
(Método qguimico; Jared,H,.F,

ft_al 1951), 485 nm.
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Figqura 5.1.2.1, Curva estandard para azdcares totales
{MZtodo de la antrona:; Keleti y Leaderer 1974) 622 nm,

a Nn,6

A0

Ho

160 200

(rag/mi)




110
BIBLIOGRAFIA,

Ragak,k. y Majumdar, S.K., (1973). Utilization of Carbon and Ni-

trogen Sources by Streptomyces Kanamyceticus for Kanamyecin -

Production. Antimicrob. Agents Chamother. 4, 6-10.

Bosnjak,M., Holjevac,M. y Johaniden,v. (1976b) . Exythromycin

Biosynthesis in Semicontinuous Culture of Streptomyces gry--
threus. J. appl. Chem. Biothechnol. 26, 333-334,

Bosnjak,M., Vrana,M. y Topolovee,V. {(l976a). Growth Kinetics of

Streptomyces erythreus During Erythromycin Biousynthesis.

ABSTRACTS: Fifth International Fermentation Symposium. Ber--

lin Secci6n 1l2. p. 219.

Bosnjak,M., Topolovec,V y Holjevac,M. (1977). Simulation of Mi-

crobial Population Differentiation During the Process of An-

tibiotic Biosynthesis. Proc lzth‘Yug, Intern. Symp. Processing

Informatica 77 (6 219). 1-4.
Bosnjak,M., Topolovec,V. y Vrana,M.

(1378). Growth Kinetics of-

Streptomyces erythreus During Erythromycin Biosynthesis.

J. appl. Chem. Biothechnol. 28, 791-798.

Brinberg,L.S., Yudina,o0.D., Grodzenskaya,S.F., Korchagin,v.B., -

Vagina,I.M. y Sapozhnikov,Y.M. (1976). Gas-Liquid Chromato--

graphy Studies on Dynamics of n-Propil alcohol Consumption by




111

Act. erythreus During Erythromycin Biosynthesis. Antibioti-

ki. 21, 27-30.

Corcoran,J.W. (1973). Genetic Considerations and Erythromycin-

Production by Streptomyces erythreus. Gentics of Industrial

Microorganisms, Actinomycetes and Fungi. Vol 2. Elscvier. -

Amstoerdam. 339-351.

Corcoran,J.W. (1974). Lipid and Macrolide Biosynthesis in

Streptomyces erythreus. Developments in Ind. Microbiology.-
15, 93-100.

Corcoran,J.W. {(1975). S.Adenosylmethionine: Erythromycin C~ 0O-

Metiltransferasa. Methods in Enzymology. 43, 487-498.

corum,C.J., Stark,W.M. y Bird,H.L. (1954). Biochemical Changes

in a Chemically Defined Medium by Submerged Cultures of - -

Streptomyces erythreus. Applied Mickobiology. 2, 326-329.

Curcie,M., Lazié,B., Bosnijak,M. y Bosnjak,N. (1976). Modelling

of Precursor Consumption Dynamics in the Process 0f Erythro

mycin Biosynthesis. Informatica 76 (Bled), 6 111, 1-5.

Demain,A.L. (1972) . Cellular and Environmental Factors Affecting

the sSynthesis and Excretion of Mcetabolites. J. appl. Chem. -
Biotach, 22, 345-~362.




112

Demain,A.L. e Inamine,E.(1970). Biochemistry and Regulation of-

Streptomycin and Mannosidostreptomycinase (of-D-Mannosidase)-

Formation. Bacteriol, Review. 34, 1-19.

Dubois,E., Grenson,M. y Wiame,J.M. {1974). The Participation of-
the Anabolic Glutamate Dehydrogenase in the Nitrogen Catabo-~

lite Represion of Arginase in Saccharomyces cerivisiae.

Eur. J. Biochem. 48, 603-616.

Ettler,P. y Votruba,Jd. (1978). Regulation of Erythromycin Fermen

tation. ABSTRACTS: Eur. Congress on Bilotechnology. Interla--

ken, Suiza. 62-64.

Faulker,D.J. (1978). Antibiotics from Marine Organisms. Topics-

in Antibiotic Chemestry. Vol. 2. John Wiley & Sons. Nueva --

York. 9-52.

Friedeman,S.M., Kaneda,T. y Corcoran,J.W. (1964) . Antibiotics --
Glycosides: A Comparation of 2-Methylmalonate and Propionate

As Precursors of the C2)1 Branched Chain Lactone in Exythromy

cin. J. Biol. Chemestry. 239, 2386-2391.

Gallo,M. y Katz,E.(1972). Regulation of Sccondary Metabolite --
Biosynthosis: Catabolite Represion of Phenoxazinone Syntetha

se and Actinomycin Formation by Glucosa. J. Bacteriol. 109,-

659-667.




113

Gersch,D., Skurk,A. y Romer,W.{L979). Phosphate Inhibition of-

Secondary Matabolism in Streptomyces hygroscopicus and its-

Reversal by Cyclic AMP. Arch. Microbiol. 121, 91-96.

Glasby,S.J. (1978). Enciclopedia de los Antibibticos. AC. Ma--

drid 306-309.

Goulden,S.A. y Chattaway,F.W. (1969). End-product Control of --

Acetohydroxyacid. Synthetase by Valine in Penicillium chry-

sogenum Q 176 and a High Penicillin-yvielding Mutant. J. Gen.

Microbiol. 59, 111l-118.

Grisebach,H. (1978). Biosynthesis of Macrolide Antibiotiecs. --

Antibiotics and Other Secondary Metabolites. Biosynthesis -

and Production. Academic Press.

San Francisco. 113-127.

Gros,I., Bosnjak,M., Johanides, V. y Topolovec,V. (1978). Auto

lysiu of Streptomyces erythreus. ABSTRACTS: First Bur. Con-

gress on Biotechnology. Interlaken, Suiza. 66-69.

Haavik,H.I.(1974). Studies on the Formation of Bacitracin by -

Bacillus licheniformis: Role of Cntabolite Represién by Glu

cosa and Organic Acids. J. Gen. Mlcrobiol. 84, 321-326.

Holjevac,M. y Vlasi€,D.(1976). Studicy on Kinetics of n-Propa--

nol Uptake and Propionate Kinase Activity in Streptomyces
erythrcus. ABSTRACTS: Fifth International Fermentation Sympo

sium. Berlin. Scceibtn 8. p. 145.




114

Hung,P.P., Marks, C.L. y Tardrew, P.L. (1965). The Biosynthesis

and Metabolism of Erythromicins by Stroptomyces erythreus.

J. Biol. Chem. 240, 1322-1326.

Jared, H.F., Prescott, G.C., Hinman, J.W. y Caron, E.L. (1953).
Colorimetric Determination of Erythromycin. Anal. Chem. 25,-

1195-1197.

Keleti, G. y Leaderer, ¥W.H. (1974). Handbook of Micromethods ~-

for the Biological Sciencies. Van Nostrand Reinhold. Toronto.

p. 73.

Kimura, A. (1967). Agr. Biol. Chem. 31, 845-452,

Kienzi, M.T. (1978). Process Desgign and Control in Antibiotic -

Fermentations. Antibiotics and Other Secondary Metabolites.-—

Biosynthesis and Production. Academic Press. San Francisco -

39-56.

Léjohn,. B. y McCrea, B.E. (1968). Evidence for Two Species of-

Glutamate Dehydrpgenases in Thiobacillus novellus. J. Bacte-

riol. 95, B87-94.

Liu, C.M., Mcbaniel, L.E. y Schaffner, C.P, (1975). Factors Af-
fecting tha Production of Candicidin. Antimicrobial Agents -

Chemotherapy. 7, 196-202.




115
Lutz, A., Grooten, O. y Hoffer, J. {(1957). Evolution et Modifi-
cations de la Resistance des Staphylocoques Pathogenes a 8ix

Antibiotiques Usueles de 1950 a 1956. L'action Comparée in -

vitro de L'erythromycine, de la Magnamycine, de la Spiramycj

ne, de la noviocine (Albanycine) et de L'oleandomycine. Ann.

Inst. Pasteur. 92, 778.

Magasanik, B. (1961). Catabolite Represidn. Cold Spring Harbour

Symp. Quant. Biol. 26, 249.

Majer, J., Martin, J.R., Egan, R.S5. y Corcoran, J.W. (1977) . An

tibiotics Glycosides. 8. Erythromycin D, a Now Macrolide An-

tibiotic. J. Am. Chem. Soc. 929, 1620-~-1622.

Mao, J.C.H. y Putterman, M. (1969). The Intermolecular Complex-

of Erythromycin and Ribosome. J. Mol. Biol. 44, 347-361.

Martin, J.F. (1977). Control of Antibiotic Synthesis by Phospha

te. Advances in Biochemical Engineering Vol. 6. Springer~ --

Verlag Nueva York, 105-125.

Martin, J.F. (1978). Manipulation of Gene Expression in Develop

ment of Antibiotic Production. Antibiotics and Other Seconda

ry Metabolits. Biosynthesis and Production. Academic Press.

San Pranclsco. 19-37.

Martin, J.F., y McDaniel, L.E. (1974). Dev. Ind. Micfgbiol. 15,~
324-337.




116

Martin, J.F. y Mchaniel. L.E. {(1975). Kinetics of Biosyntheaig-
of Polyene Macrolide antibiotics in Batch Cultures: Cell Ma-

duration Time. Biotechn. Bioengineering. 17, 925-938.

Martin J.F. y McDaniel, L.E. (1977). Production of Polyene Ma--

crolide Antibiotics. Advances in appl. Micrecbhiol. 21, 2-52.

Martin, J.R., Egan, R.S., Goldstein. A.W. y Collum. P. (1875).-
Extension of the Erythromycin Biosynthetic Pathway: Isola- -~
tion and Structure of Erythromycin E. Tetrahedron. 31, - -~ ~

1958-1989.

Martin, J.R. ¥y Goldstein, A.W. (19). Final Steps in Erythromy

cin Biosynthesis. Proaress.in Antimicrobial and Anticancer -

Chemotherapy. Vol. 2, 1112-1116.

Martin, J.R., Ferun, J.T. y Girolami, L.R. (1966)., Studies on =-
the Biosynthesis of the Lrytromycin. I. Isclation and Structu
re of an Intermecdiate Glycoside, 3~°§~L—Mycaroeylerythronoll

de B. Biochemestry. 5, 2852-2856.

Musilek, V. y Seveik, J. (196l). Effect of Acetate. Formate and
Propionate on Biosynthesi s of Erythromycin. Antibiotiki. 6,-

887-0891.

Oleinick, N.L. (1975). The Erythromycing, Antibiotics. Vol., 3,

Springer-Varlag. Nueva York. 396-419,




117

Oleinick, N.L. y Corcoran, J.vW. (1969). Two Types of Binding of

Erythromycin to Ribosomes fron Antibiotlc-Sensitive and-Realn

tant Bacillus subtilis, J. Biol. Chem.

244 727.
Oleinick, N.L., Wilhelm. J.M. y Corcoran, J.W. (1968). Noniden-
tity of the Site Action of Erythromycin A and Cloramphenicol

on Bacillus subtiles Ribosomes.

Biochem. Biophys. Acta. 155

290-292.

paca, J., Ettler. P. y Gregr, V. (1978). Oxygen Transfer Rate -

in Media Used for Erythromycin Biosynthesis, J. Ferment. Te-

chnol. 56, 144-151.

pirt, J.5. (1975). Principles of Microbe and Cell Cultivation.

Blackwell Scientific. Londres. P. 17.

Quinto, C., Mora, J., Palacios, R.

(1977). Neurospora crassa,--

Glutamine Synthetase; Role of Enzyme Synthesis and Degrada--

tion on the Regulation of Enzyme Concentration During Expongn

tial Growth. J. Biol. Chem. 252 8724-8727.

Robbers. J.E., Robertson, L.W, Hornemann, K.M., Jindra, A. y —-
Floss, H.G.

(1972) . Physiological Studies on Ergot: Futher -
studies on the Induction on Alkaloid fynthesls by Tryptophan

and Its Inhibition by Phosphate. J. Bacteriol. 112, 791-796.



118

znchez, S. y Smiley, K.L. {1975) . properties of D-Xilosa Isome

om Streptomyces albus. Applied Microbiology. 22, ~ -

rase fr
745~-1750.

¥ pogell, B.H. (1975) . Bioynthanis of Puromycin in

tion and Properties of O-Deme-

sankaran. L.

Streptomyces alboniger: Regula

tyhlpuromyein o-Methyltransferase. antimicrob. hgents Chemo~-

ther. 8, 721-732.

shapiro, B.M. ¥ stadtman, R.E. {1970) . The Regulation of Gluta-
mine synthesis in Microorganisms. Ann. Rev. Microbiol. 24, -

501-524.

simon. P. Y Meunier, R. (1970) ., Microbiolo ie Industrialle et -

Génie Biochimi ue. Masson. paris. P. 452.

smith. R.L, Bungay. H.R. y Pittenger, R.C. (1962). Growth Biosyn

thesis Relationships in Erythromycin Fermentation. Applied -

Microbioleogy. 10, 293-296.

smith, C.G. y liinman, J.W. (1963). Prog. Ind. Microbiol. 4, 137-

163.

Solomons, G.l. (1969) . Materials and Methods in Fermentationa.-

Academis Press. San Francisco.




119

Spr inkmeyer, H. y Pape, H. (1977). ABSTRACTS: Fifth Symposium -
of the Pederation of European Microbiolocal Societies. Bansaol,

Suiza.

Stainer, Y.IR,, Adalberg, E.A. y Ingraham, J. (1976). The Micro-

bial Wor)d. Prentice-Hall. Nueva Jersmoy. 845-847.

Stark, W.M. y Smith, R.L. (1961). The Erythromycin Fermentation.

Prog. Ind. Microbiol. 3, 211-229,

Tanakas, S., Otaka, T. y Kaji, A. (1973). Futher Studies on the
Mechanism of Erythromycin Action. Biochem. Biophys. Acta, --

331, 128-140.

Vygantas, A.M. y Corcoran, J.W. (1974). Fed. Proc. 33, 1213,

Wang. H.Y. (1979). Volume Change During Aerobic Fermentations,-

Biotechnol. and Bioengineerir. 2], 525-532.

Weinberg, E.D. {(1974). Dev. Ind. Microbiol. 15, 70.

Withey, F.R., Failla, M.L. y Weinberqg, E.D. (1977). pPhosphate -

Inhibition of Secondary Metabolism in Serratia marcescens. -~

Appl. Environ. Microbiol. 33, 1042-)046,

Zahner, H. (1978). 'The Search for New. Secondary Metabolites. -

Antibiotics and Other Secondary Moetabolites. Biosynthesis and

Production. Academic Presa. San Francisco. 1-17.




120

Zahner, H. y Mass, W.K. (1972) Biology of Antibiotics. Springer

Verlag. Nueva York. 34-61,




	Portada
	Contenido


	1. Introducción
	2. Materiales y Métodos


	3. Resultados y Discusión
	4. Conclusiones
	5. Apéndice
	6. Bibliografía

