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ItI SUM1l N 

Streptornyees er`threus h'.T. I3h1-21 -115 produce el rtn-

tihiótico erit.romíeina A, en la fase tardía de su crecimiento. 

Se encontró que 1)-glucosa, sacarosa, I:)-mnnosa y t;l icerol ejer-

cen  un efecto dual al estimular el crecimiento de S. erythreus 

y al inhibir la formación específica del antibiótico entre un 

10 a 60% en comparación con un control. 	La m(xima supresión 

específica de eritronticina se observó con 1)-glucosa. 	Un an. lo 

go (le este carbohidrato (2 deoxi U glucosa) tamhícn suprimió 

la formación del antibiótico. 	El efecto de la glucosa se ob- 

servó sc;lo cuando fu ó adicionada al cultivo antes de la etapa 

de producción del antibiótico. 	Dichas observaciones nos lle- 

van a concluir que glucosa causa un efecto represivo transito-

rio en la formación (le eritromicina. 

1 



1,NTRc)nuCC 1 oN 

Existen más de 3000 antibi6t.icos c:ortoc idos , de los 

cuales algunos son producidos por hongos y arriba de 2000 son 

producidos por actirlomicotos ( 4, ?3, d•1 ). Aunque no todos 

tienen importancia terapéutica, muchos de ellos pueden ser cm-

pleados como suplerner►to en la alimentación animal, en la pre-

servación de al imcntos y,  como una herramienta en el campo de 

la investigación ( 22, 23, 27, 91 

Los antibióticos han sido clasificados corno produc-

tos del inc tabo1 isrno secundario y presentan las siguientes. ca- 

ract.crísticas ( 22, 23, 34 I , 

- No son esenciales para el microorganismo que los produce, 

porque pueden dejar de producirlo y vivir en cond1ciones 

normales, aunque se piensa que puedan tener alguna función 

en la diferenciación. 

- 	Su distribución está restringida a ciertos grupos taxonómi- 

cos. 

- Su estructura química es poco frecuente. 

- Generalmente son producidos cuando la célula ha dejado de 

crecer (idiofase). 

- Su biosíntesis la llevan a cabo sintetasas del metabolismo 

secundario .o como ramificaciones de las vías metabólicas 

del rnetabo1 isino primario. 

1)e forma sinli 1ar al nietabo1 isrno primario, el metabo - 



1ismo secundario es regu¡ado por tina Serie pie me ca si í smos que 

controlan la síntesis::, como son la incluccitíti y la represi6ti o 

bien que con tro1an la aetividad en irlát.ii:a como la actiVaeiórl, 

inllibición, etc... ( .'.-1, 15, -1o, h•),  

Numcerosas invest it,rteiones han res u1t.aclo en e 	corio- 

cimiento de varias de las vías metabólicas involucradas en la 

sintesiS de nrctabo1itos secundarios de interés pr:ict ¡co , sin 

emha rpo se desconoce mucho sobre los mecanismos que regulan su 

producción y,  sobre todo de la maquinaria en: imitica involucra- 

da en la hio5írl tos is de estos ( Ztl, 2I, 11, 71, 74 1. 



GENERALIDADES 11f: FRI•I'ROMIC:1N,1 

Las eritromícinas son antibióticos macró1idos no pol 1  

Hicos ( 9 ), .sintetizados por celas de Stre ,tomvices ervthreus 

( 77 ) y por algunas especies del género _lrthrohactcr ( 30, - 

S5 ), 	Su descubrimiento fui: reportacto por-  M1c Gui.re y col s 

en 1952 ( 58 ) , 

Existen cinco tipos de erit.romicinas asociarlas metabó 

l .icamente ( 83 ) , las cuales son anipl icrmente tit. i 1 izadas en la 

industria farmacéutica, la eritromicina A y la eritromieina E 

destacan por su actividad :rntimicrobiana, el eritronól ido 13 

generalmente es ut111 zado como agente 11i poco les te rol émico y 

el micarosi 1 -11idroxi-eritronól irlo 13 es lit il i: ado corno .¡gente 

antipirético ( 72, 77 ), 

La eritromicina ;1 es generalmente utilizada en la c1.í-

nica para el tratamiento ele infecciones ele las vías respirato 

ri,rs. 	Es un ant:ih.i6tico activo contra hact:erias Gram- positi -

vas y m.icopl asuras ( tabla 1 ) , presenta bala actividad contra 

microorganismos Gram-negaritos y no presenta activiciad contra 

có1ulas eucariciticr.+s intactas o en extractos .1.ibres de célu -

las, pero sí bloquea la síntesis ele proteínas en r íbosomas de 

clorop.lnstos y Mit00011drias ( 77, 8(1 ) . 	Es loco tóxico y,  no 

provoca efectos co.1aterales en el organismo scrlyyo muy raros 

casos de alergias a nivel hepitico ( 72, 77 1 
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I S'I'Itll(:'I 1112 \ QI1 I M I C;\ I)1 	LAS I:It I'FROM I CI Rr\S 

En base a la estructura química que presentan las en i -

1:ronlicmas se les ha clasificado como antibióticos macró1idos 

no hol icnicos ( 9 ) . 	listos se caract.eri:an por Presentar un 

anillo lactónico poli funcional que es l lanado tarnh1 n ac;l ico-

ma, altamente substituido, ya que posee grupos ac i 1 , tnetox i o 

meti.l y generalmente pueden presentarde uno rt dos esqueletos 

tic azúcares unidos a la aglicona por medio clo enlaces glicosí - 

d.icos (Figura lA) . 	Los azúcares son generalmente b- desoxihe - 

xosas uno de ellos es un anlitioa.Cícar (desasatnina) y el otro un 

azúcar neutro \ -tneti.lacio o con grupos O-metil o (:-metil ya sea 

c.ladinosa o mica rasa (Figura 113). 	En la posición del carhono 

12 el grupo i R1 1cal es variable ( 	1, 53, 104 ). 

Los cinco tipos de eritromicinas existentes se conocen 

como eritromicina A, 13, C, 1) y,  E (Figura 2). 	Las eritroinici- 

nas A y C presentan un hidroxilo mas en la posición del carpo 

no 1?, mientras que las eritromicintts 1) y 13 no lo presentan; 

el 	azúcar eti 1 s ( 1 itrornic inas A y 13 es eladinos 1 r en las 

ciitromic.inls (. y D es niicctrosa (carece de un grupo metilo en 

el carbono 3). 	La eritromieina E, producto de biotransforrna - 

ción de eritroinici.na A, sólo presenta un cambio en la unión 

de 	1. t c.ladinos i, 1  cual se encuentra 1 ic id  a un éster en ho 

sición orto en el anillo lactónico ( "7, 83, 102 ) 
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F I G U R A 2 	TIPOS DE r R I T R O M 1 C I N A S 

ERITROMICINA RADICALES ESTRUCTURA OUIMICA 

Eritromicina A R1 Desosamina  

R2 Cladinosa M` 
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PROI' I liDAl) ES F 1 SI (.:.\S Y Q11 1l I CAS 1)1: ER 1'I'RO?11 (' 1 NA 

la eritrotnicina A tiene tin nexo molecular de 733.9 I¥a1 

t.ons , su formula condensada es C 31}1 0 .,( 1 -,N ( 1 7 , 100 ) ; se 	-

presentrt en forma de cristales hidratados; su punto de fusión 

es de 135° a 110°C. Is una suf?stancia bisica poco soluble en 

aloa (2.1 mg/m1 R.T.) y, es soluble en solventes no polares co 

mo etanol, metano 1, benccno, acetato de etilo, cloroformo 	- 

( 17, 101 ). 	Es lábil en medio acido, posee ten pK,i de 8.6 

loor el grupo amíno de la desosamina) , razón por la cual en .la 

ciín.ica cuando se adrninistra en forma oral se presenta en for 

ma de ésteres capaces de resistir la acidez estomacal ( 77 ). 

Tiene una rotación específica de í-c) 	-73.5 (CI13011) Y- (_ •c l 

h¥'-78° (61.99- ETOII) ( 10 ). 

11 



111:CAN 1 Ss1U DE ACC 1ON 

La eritromicina es un antibiótico de acción hac ter ios-

t:5tica, es decir inhibe sint.esis de proteírl.►s a nivel de elon 

gación ( 4, 77, S0, 103 ). 

Muchos estuclios realizarlos en sistemas '' in vivo '' e 

" in vitro " han demostrado que la eritrom¡ci¡la se une a la 

subunidad SOS de los ribosomas hacterianos provocando dicho e 

fecto ( 77, 8t) ). 	Se ha suc;erido que las diferencias en sen -
sihilidad se deben a que la enitromicina se une Con ma or afi 

nidad a los ribosonitts de bacterias Gratis- positivas que a los 

ele bacterias Gram - negat.ivas ( 72 ), 	i:.l sitio específico ele 

acción fijé determinado utilizando cepas mutantes de E. coli, 

13. subtillís y 13. cereus resistentes a critrorticina, les cua-

les presentan alteraciones ribosoniales que les confieren esta 

resistencia al antibiótico. Estas han sido localizadas en la 

denominada "región de estreptomicina', aparentemente en el si 

tio L,1 	Los cambios en esta proteína ribosonlct1 en cepas re-

sis lentes afectan la conformación de ..13 suhtulidad SOS; esta 

alteración no sd.lo afecta la unión del antibiótico al riboso-

ma sino también el centro de 1,t hehticli1-transferasa ( SO ), 

Otros autores sugieren que existen tres sitios que determinan 

la resistencia a este antibiótico, (los de los cuales (1.1  y' 

ARN 23S) al ser alterados por mutación s61.o causan una dismi- 



noción en la afinidad ele el' it ron icina por la suhunidad SOS; 

las mutaciones en 1;l prot:e í na I.. , (suhun idad SOS) son las que 

confiaren esta resistencia, sin afectar la afinidad del anti - 

hiót ico I>0 	el rihosomn ( 103 ) . 

Si bien la. eritromicina no inhibe la formación del en-

1nce pept ícfico (a pesar ele que toda 1  prueba experimental -

muestra que el sitio de acción (le las ag1iconas en el riboso-

ma se htl1la superpuesto), es capa. ele inhibir la formación de 

c; randes pépt. idos , lo que hace suponer que su acc ión i nh ib i to-

ría se mani fiesta porque cuando el residuo pept ídico riel peh- 

ti 	ji-A1¥\ t alcanza cierta longitud v el antilbiótiCo es t5 pro - 

viamcnte unido al ribosoma afecta la velocidad de la reacción 

en: im,itica a causa de un impedimento estérico que no permite 

el movimiento del peptidi1-AR:N t fuera del sitio A ( 91), 103 ) 

Por otro lado existe evidencia expei imenta1 de clue tanto la a 

glicona corlo los azúcares unidos a ésta se requieren rara que 

la molécula tenga actividad antinierobiana ( 2, 102 ) (figu- 

ra 3). 



FIGURA 3 DETALLE DE LA INHIBICION 
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traslocación; reacción inhibida nor 

Eritromicina A (+ ). 

Tomada de Haselkorn (1973). 
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B1OS1NT Sis ni LA ERITROMlC1NI\ 

La hiosiu tes is de erit ruin icina se inicia con una molécti 

la de prop:ioni1-CoA y continúa con la condensación sucesiva de 

( moléculas de 2-metil-malonil-Co:\ ( 31 ) (figura 4); dando lu 

s;ar a la formación del núcleo de la inol.Ecula de eritromici.na, 

que es el eritronól irlo. 	A continuación se describen cada uno 

de los pasos (le la formación (le este antibiótico. 

l:ormación de Acil -Co:\ y de Z metil malonil 

Dos reacciones consecutivas dan lugar a la formación de 

ésteres cíe CoA (figura •1). 	La primera catalizuda por la en:i 	- 

ma propionil-cinasa (,\`1'I' foslot.ransfet'asa), la cual fosforila 

una molócula de fosfo-propionato, que posteriormente es trans-

formada a propion.i1-COA mediante una segunda cadí lisi.s por la 

enzima ac1l-CoA-fosfotransferasa. 	Por medio de una carboxila 

ción de propioni1-CoA tiene lugar la formación de 2-metil-ma-

lonil-Co,\; esta reacción es ca tal izada no l' una liropionil - Cor\ - 

carboxilasa, la cual requiere ATI', f`11 *+ 	y CO., para efectuar 

la carboxilación. 

Existen otras posibles vías de formación de los deriva-

dos de CoA, que pueden ser ramificaciones de la biosíntesis de 

los aminoácidos. Algunas evidencias en otros macról idos por 

13 



ejemplo, sugieren que propioni 1 -Co.\ puede ser formado a través 

de 	la vía (le 1)1osíntest5 cl c i sol ene irru e mctioninv; 1)rohion;►to, 

.► t.ravt:s de la alami na  e Z mee i 1-inrr Ion 11-CoA 	ele v,rl 1 n e iso- 

l euc i.na o por racem i zac i ón ele s;;tcc in i 1 -C:oA ( 35 , 9 	1 (fi };tr ra 

5). 	üXist-e otra vin a1ternat.1va en .1 a forrnac1ón ele 2-meti1-

rnnlorti1-Cor1, loor medio (ie un sistema de tratisear-!)oxi1ac1ón, u-

t i 1 i --anclo oxra baceta tu corno donador ele grupos ca rbox i lo; sin 

embargo, esta reacción tiene un papel secundario en la sínte -

s.is del antibiótico, (101) ido ;1 que sólo se presenta en la tro -

fofase, cuando el oxa1oacetato es abundan te y no en la etapa 1 

de síntesis ( idjofase) , siendo la vía pr'itic¡pal de formación 

la carboxi.1aeión mediada por 1)rol,io11i1-CoA-earboxilasa ( S,1 ) 

Los niveles intr►cciniares (le derivados (te aei1-Co:1 son 

regulados flor la acción ele t.i oeste rasas que cata1izan 1  ruptu 

r,r ele moléculas de ac i 1. -(;oil y prop¡oni l - CoA a acetatos y pro - 

pionatos 1 iteres, los ciul les pueden t ami) i¿11 ser canal i'-aclo 	ha - 

cia la síntesis de 5ci.dos grasos (prohioni l C:o;1) o el prohiona 

t o ser translor'm,tdo a succini 1 -t'o1\ e integrarse al ciclo ele -

K rehs ( 99 ) (f .i gura 5) . 

Síntesis del G I)coxi.i ri t rc?ncíl irlo. 

La biosíntesis del eritronólido se iniciar con una mo-

fécula de prop ion il-Co¥1 y seis moléculas ele 2-metil-ma Ion il- 

CoA por medio del complejo multienzimiít.ic.o Eritromicina Sinte 
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tasa , dando .1 ligar :1 la formas ibit cli () íleo ;ict'itronó1 ido ; coste 

,il ser tliclroxi1ado por acción (le tuna hiclroxi1:Isrl, da .1ugar ,l 

la 	formación del critrotltí1ido il. 	f:s1e critron61ido es cli 	co- 

s 1 dado al incorporarse una Ino16cula (le mi ca rosa aire es el pri 

raer a úc;r que se incorpora a 1;1 molécula, dando lugar a 3-K- 

1.-micarosilcrit.rontílido B (por accion Je una.  m¡ Caro,; i 1 asa) . 

Se le incorpora otra molccula de n:tíc:ar, una desosamina, con 

1 	iutcrvcnciün de una de sosa mi¡li1.tsa y cuyo producto es la 

erit. ron icina 1), la que se tm:TT)slor171 postor iornlente en el'1tro 

micina C por med ¡o de una bid roxi.lac ititl (11idroxil asa ). 	b1 

grupo IJ-rneti1 de la L-ntiC.Irosa unida .1 eritromicína C es eli- 

minarlo pol-  medio de una en:.irna clenoalinada S-a(le¡loSi1-n)et ion i-

11a - eritrom¡c¡Tia-(,-O-TT1 til - trans erasa o erltronlicin, trantillle-

t.i1asa, la cual eonvierte espeeíficamente ccitl'ornicina C en 

0ritromiei.na A en presencia de S-adenosi1-met.ionina como dona 

dora del Uf!- ( 12, (?1 1. 	I:stc es el últ imito producto d0 la 

vía de biosíntesis y es específico e irreversible ( 1(i, 35, - 

72 1. 

Existe una vía alternativa en la forrn;Tción de eritromi 

cir1.1 A, en .1cl cual a partir de erit.rorlicina 1) por medio de Gula 

liletil:tción (liletllasa) se Cornea la critl•ommieina 13 y- por una pos 

tcrior hidroxilación (11idrox11asa) t lene lugar la formación (le 

ccit ron ieinn A. 	Fst.e paso no es muy común pues se ha observa 

do que 1,I ccit ron ieina 13 no excede el '_' en hrol1oreión a la 

formación de cmitrornieina 11 durante el ¡]rocoso de biosíntesis 
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( 	78, 79 ) 	(figuras 	4 	y 	S). 

Cuando se 	adieioua 	er¡t. ron ieina A 	a 	los 	CI11(los 	de 	cul - 

tiyo, se obtiene 	erit ron i(.ina 	1:, 	pero 	es generalmente 	un pro - 

ducto (le bioeonversióii 	y 	no 	de 	 síntesis ( 	t¥5, 	83 	) ; 	esta. es- 

tructtira presenta 	una 	unión 	orto-  ós ter adicional 	entre 	la 	e.la 

di nos a y, el 	eritronó1 ido 	( 	66 	) . 

Formacitln y Origen cíe los ,\:.iícares. 

La secuencia de unión de los azúcares ciesosamina, cla- 

dinosa y micarosa, en la biosíntesis de este antibiótico po- 

see una gran relevancia. 	Estos son generalmente sintetizados 

a partir de glucosa, lo cual ha sido corroborado empleando 

glucosa radioactiva y los azúcares del eritronólido presentan 

al final ele la síntesis, la marca originalmente adicionada 

( 1, 13 ). 

Experimentos de hioconvers ión " in vivo " indican que 

la gl.icosiclación tiene lugar en la membrana plasntfit.ica, no 

así 	la formar. ión de la a1; 1 icorta ( 69, 72 ) 

Regulación de las Enzimas. 

A pesar de que se conoce la vía de biosíntesis, es po-

co lo que se conoce sobre las enzimas involucradas y la regu-

lación de las mismas. Existen evidencias que sugieren que el 
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sistema 111111 ti enzÍiná tic o denominado eritt'omiciti.► s¡titetasa de 

S. erythreus se deriva cíe la sintetasa de ícidos grasos, la 

cual 	es m(is parecida n 1 a s ¡ti te ta sas de 5ciclos grasos de 

los hongos que a la de las bacterias ( i2, 81) ) . 	Se car:rcte - 

riza por ser un complejo no disoc. iab e y por se r• activado por 

f1avin-tnononuc1eót ido . 	Sintet1Za ;ici(les grasos de cadena ini- 

par a partir de propioni1-CoA v (le acetil-Co1 y malonil -C:oA 

( IS ). 

Se ha puríficatio parci;llmente un complejo macr61 ido -

sinte tasa , el cual incorpora tanto prop ion i l -CoA corno 2-metil 

-mal oni1-CoA radioactivos en un intermediario tio 'olati1, apa 

ren temen te sinii1ar al b-deoxieritronó1 ido ; 6s te es parcialnten 

te convertido en el eritron6lido R poi' mice1io intacto de S. 

er threus ( 14, 15 ). 

El requerimiento de cofactores reductores como el fos-

fato de nicotin.anida-adema-cíinucleótido (NA1)1'II) es menor en 

la síntesis del antibiótico que en la síntesis de ácidos gra- 

sos. 	lin este ú1 tinto caso cada taso en la elc)nl;aci6n involtr- 

crn caos reacciones de reducción. 	Iin el caso de la eritr'omici 

na la mayoría de las funciones policarhonílicas se encuentra 

sin reducir ( 68 ). 

Se ha observarlo que la regeneración de cofactores por 

deshidroc;enctsas clepenclientes de NADPP no es un factor 1iniitan-

te en la biosíntesis del antibiótico ( 9 
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FIGURA 5 REGULACION DE LA DIOS IN'T'E.'.SIS DE LA E:RTTRO!IICIN.b 
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ltli(.UI.ACIOto ltl: LA BIr!SI.N ESIS DE 1:12ITROM1ClN1\ 

Al igual que en muchos :►ntihicít.icos, la rel;t.►lación cíe 

1,► vía de biosíntesis de erit:romicina tic► sido muy poco estu -

tilada, dentro de la escasa 1 iterat.ura existente, en muchos ca 

sos solo son comentarios sobre algunas observaciones ( 72 ). 

F. st.imu1ac:ión 1)or Propano 1 . 

El propano 	y,  cn menor grada el l rotiiotiato, estimulan 

1.► 1)rodtieeión de eritromieina. 	Se ha demostrado que cl ¡propa 

nol, cuando es adicionado a ferinent.aciones industriales, prociu 

ce un fuerte efecto estimulatorio, incrementando la produc- 

ción hasta un 100.'. 	Sin embargo, si se adiciona al inicio de 

la 	fe rlile ti ta c¡ ón interfiere con el crecimiento del mieroorga - 

nisino disminuyendo incluso la producción ( 42 ). 	Además de 

su efecto como precursor, induce la actividad de la propioni 1 

-CoA-carboxilasa de S. ervt:hreus. Este efecto estimulatorio 

parece tener lugar a nivel ele transcripción 1 84 ) . 

RcgulaciÓn por el Producto 1 ina1. 

La biosíntesis (le muchos antibióticos es inhibida por 

la acumulación de su producto final ( 74 ) (tabla 2) . 



En la mayoría de los casos, el inecanisnlo (le ret.rorregtt 

lación se desconoce. 	fin antibióticos macról idos, particular- 

mente en e r i tromic1na, se ha observado que esta es t inlula su 

propia proclttcci6n. 	la adici51 de altas eoncentrac.iones del 

antibiótico (2 1111; 1111 f ) a las células de S. crvthreus, al 

cuarto día de la fermentación, aumenta casi en un SO ̂„ lit velo 

cidad de síntesis ele la erit ron icina. 	Este efecto, no se 01)- 

serva si las adiciones se practican al inicio de la ferinenta- 

ci6n, o dos días después. 	Se desconoce el rnecanisino por el 

cual se lleva a cabo la estimulac.1ón ( S(, 

A nivel enzima tico, se ha estudiado el efecto cíe la e-

ritromicina A, producto final de la vía, sobre la propionil -

CoA-carboxilasa y la eritromicina transrnet.ilasa en 5. c:ry- 

threus. 	La primera encima, involt►crada en la síntesis de 2-

me!: i 1 -ma Ion i. 1 - CoA no es alterada " in vitro " con conccntra -

ciones de eritromicina equivalentes a las producidas en for- 

ma natural ( $4 ). 	la segunda enzima es inhibida " in vitro 

por el producto de su reacción, eritromicina ;\ ( lo ), 	lis 

factible que este efecto regu1atorio tenga importancia a un 

nivel fisiológico. 

Ret;ulaci6n por fuente deiitrógeno 

La síntesis de estos metabolitos también esta regulada 

por la concentración de nitrógeno presente en el medio de cu.l 
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tivo ( 3, 6, 37, 92 ). 

lin el caso de eritroniiuina, trabajos recientes han ele-

mostrado que amonio en una concentración ele 100 mM adicionado 

al inicio de la fermentación inhibe completamente 1;► procluc -

ción del antibiótico; y cuando es adicionado una vez que se 

ha producido provoca una pérdida de la actividad hasta de un 

100u, dependiendo de la concentración de eritrornicina ya sin 

tetizada; la adición posterior de critrornicina comercial en 

el caldo de fermentación no logra revertir este efecto ( 29 ). 

Regulación por Iosfato Inorgánico. 

Un elector ele la biosíntesis de muchos icliolitos, es cl 

fosfato inorgánico (tabla 4). Los antibióticos se sintetizan 

únicamente en concentraciones ele fosfato i.norg pico subópt.i- 

mas para el crecimiento del microorganismo. 	La mínima concen 

traci.6n inhibitoria (le fosfato inorgánico se encuentra entre 

1 Y 50 ►n,\l para los diferentes ,antibióticos. 	Con concen tre►cio 

nes superiores, la producción del antibiótico se inhibe o se 

suprime totalmente, mientras que el crecimiento se estimula 

con concentraciones superiores a 500 mil ( 70, 71 ). 	Concen -

tracioties mayores a --1 mM inhiben la producción ele erit. ron ic.i.-

na ( S8 ) . 

liegulac i.ón por la Fuente ele Carbono 
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La regulación por la fuente de carbono es un mecanismo 

invo1ucrrtclo en 1  1)iosíntes1s de un gran número de ant.ibióti - 

cos. 	list.i bien es tal) 1ccido que la hiosíntesis (le estos idio-

1itos es inhibida o reprimida por fuentes de carbono faci1- 

mente cataholizahles, corno la glucosa o el e 1 t rato ( 24, 25, 

46, 73, 74 ) , sin embargo el mecanismo molecular de tal regu-

lación se desconoce (tabla 3). 



Tabla 2 REGULACION POR EL PRODUCTO FINAL EN LA E3ICSINTESIS DE ANTIBIOTICOS. • 

REFERENCIA 

Jorres y Westlake, 1974 

Korinek, 1975 a, b 

Muth y Nash, 1975 

Ltu y cols., 1975 

Gordee y Day, 1972 

Revilla y Martín, 1977 

Egorov y cols. , 1971 

Yanagimoto y Te►vi, 1971 

Sankaran y Pogel l , 1975 

Spizek y cots., 1965 

Martin y Mc Daniel, 1974 

I •  Adaptada a partir de Martín y Demain (1980) . 



TABLA 3 REGULACION POR CARBONO EN LA F3IOSINTESIS DE ANTIBICyFICOS 

ANTII3IOTICO 	FUENTE INHIBITORIA 	FUENTE NO INHIC3ITORIA 	REFERENCIA 

• Cultivos alimentados con bajas concentraciones de glucosa. 

• ldaptada a partir de Martín y Demain (1980). 

Penicilina 

Actinomicina 

Estreptomicina 

Siamicina 

Indolmicina 

L3acitr.acina 

Cefalospor.ina C 

Cloranfenicol 

Vi.olacelna 

Prodigiosina 

Mitomicina 

Neomicina 

Kanamicina 

atina 

Purom£cina 

Novobiocina 

Ca n(1 idina 

Canditicxina 

nutirosina 

Cefamicina  

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

G 1 ucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

CitraLo 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glicerol  

Lactosa 

Galactosa 

Mananas, Glucosa• 

Maltosa 

Fructosa 

Citrato 

Sacarosa 

Glicerol 

Maltosa 

Galactosa 

Glucosa• 

Maltosa 

Galactosa 

lactosa 

Ci1 ice rol 

Glucosa 

Glucosa•  

Glucosa•  

Glicerol 

Asparagina, Almidón  

Johnson,1953 

Gallo, 1972 

Demain, 1970 

Kimura, 1967 

liurley, 1974 

Haavik, 1974a,b 

Demain, 1963 

Smith, 1963 

De Moss, 1967 

Ramsey, 1973 

Kirsch, 1967 

Majundar, 1971 

Basak, 1973 

Audhya, 1975 

Sankaran, 1975 

Kominek, 1972 

Martín, 1974 

martín, 1974 

t(owe11s, 1972 

Aha ronow i t z, 1 11 7 9 



Tabla 4 CONTROL DE LA SINTESIS DE ANTIEIOTICOS POR-

FOSFATO INORGANICO (Mart(n, 1977) . 

Antibt6tico 	Cepa Productora 	Rango de ortofosfato - 
inorgánico que permi—
te la producción de an 
ttbt6ticos (mM) . 

Estreptomicina S. gríseus 1. 5- 1 5 
Novobiocina 5. niveus 9-40 
Monamicina S. jamaicensis 0 . 2-0 . 4 
Neomicina 5. fradiae 
Clortetraciclina S. aureofaciens 1 - 5 
Oxitetracicl ina 5. rimosus 2- 1 0 
Vancomicina S. ortentalis 1 -7 
Vio►nicina S. sp. 1 - 8 
Eacitracina S. licheniforrnls 0. 1 - 1 
Ristornicina P. fructiferi 0. 2-5 
Actino►nicina S . antlbioticus 1 . 4 - 1 7 
Polímiina _B. polymyxa 
Tetracicl ina 5. aureofaciens 0. 14-0.  2 
Kanamicina S. kanarnyceticus 2.2-5 . 7 
Cictohexirnida S. grtseus 0. 0 5-0. 5 
A-9 1 4 5 5. griseolus 0. 28-2 •  2 4 
Piocianina P. aeruginosa 0. t a 
Prodigiosina 5.  marcescens 0.05-0.2 
Butirosina 6.  circulans <5.6 
Corineicinas C. sp. 2. 24a 
Oleandomi cina S. antibioticus 0. 5a 
Gramicidinas B. brevis 10-60 
Gramicidinas _B. brevis 50a 
Cefarnicina S. clawligerus 25 
Amfotericina B 5. nodusus 1 .5-2.2 
Aifactina S. aureofactens 1 - 1 7 
Candicidina 5. r¥ iseus 0. 5-5 
Candidina S. vtridoflavus 0.5-5 
Levorina 5. levoris 0.3-4 
Micohepttna 5. mycoheptinicum 3 . 5 a 
N'tstatina 5. novrsei 1 . 6-2  . 2 
Ristomicina P. fructiferi var 

ristomycin < 2. 8 
Eritromicina S. erythreus < 4 . O 

a Concentración óptima de fosfato p 	 para la producción de antibió- 
tico. 

m 
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o 13 J t T 1 V O: 

Conocer el efecto de la fuente de carbono en la formación de 

eritromicina en Streptom ,ces ervthreus W.T. 13M-21-115. 
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PUND1lh1liNi'0 1)E1. PR(1YE(:TO 

Regulación Catab6lica por Fuente de Carbono 

La regulación cataból ica por fuente de carbono es un 

mecanismo en el cual la síntesis de algunas enzimas catabóli-

cas es reprimida o inhibida por el producto del cat.;rbolismo 

de fuentes de carbono que son rápidamente utilizables, tales 

como glucosa o citratos ( 59, 00 ). 

liste fenómeno ha sido descrito también para la biosín-

tesis de metabolitos secundarios ( 24, 25, 46, 64 ). 

Se ha encontrado que determinadas concentraciones de 

la fuente de carbono traen como consecuencia una baja en la 

producción específica del antibiótico. As.r..,i.smo, se ha encon 

trado en el caso del antibiótico actinomicina, producido por 

Streptomyces antib.ioticus, que la producción de la enzima fe-

notasinona sintetasa, involucrada en la biosíntesis del mismo 

es fuertemente reprimida por glucosa, lo cual implica Que no 

haya síntesis del antibiótico ( 3,1 ); ejemplos similares son 

el de los antibióticos kanamicina ( 95 ), cuya síntesis tam-

bién es reprimida por fructosa, lactosa, manosa y maltosa a-

demás de glucosa y de puromicina ( 82 ). 

Se conoce muy poco sobre este tipo de regulación para 

la biosíntesis de eritromicina; no hay reportes al respecto 
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y es muy posible que este mecanismo de regulación 	esté 	tan 

bién involucrado en la 	síntesis de este antibiótico. 
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Microorganismos: 

El modelo biológico pura el presente estudio fi jé el ac 

t.inomiceto Streptomvcess ervthreus W.T. lid( 21 115, perteneciera 

te a la colección del. Instituto de Investigaciones lliomédicas 

(le la 1.I.N.A.M., y el microor¥;inismo de prueba Barcina tutea - 

NRIU.-11-1015, obtenida dei At;ricultural Research Service Cultu 

re Coll.ection y conservado por el Northern Regional Research 

Laho rato ry, en Peoría, 1L.. 

Preservación de las Cepas: 

Streptomvices ertivthrcus W.T. BNI-21-115 fu$ preservado 

en tubos de cultivo de 16 por 150 mm. con tapón ele rosca, con 

teniendo 7 m1. de medio sólido inclinado de Agar Nutritivo a 

4°C ( 10 ). 

Medio de 1 sporulación : 

Para la esporu1ación de Streptomvices ct'vthreus W.'1'. Bit 

21-115 se utilizaron placas de medio sólido de levadura-Malta 

-Agat' ( 76 ). 	Las placas fueron inoculadas por estría y se 

incubaron a 29°C por 5 días , al término de los cuales esltoru-

1:1 perfectamente el microorganismo. 

30 



Medio de Crecimiento del Proirióctilo (1) : 

Este medio es  i basarlo en el medio descrito por Prid - 

ham y col s 	en 1957, correspondí, al medio ele Levadura-Ma1ta-

Agar ( 76 ), modificado en c1 1 ahora t.orio: 

I xt:r,ic.to de Levadura 	4 t; 

Extracto de Malta 	3 g 

pll (Na011 1\) 	 7.3 

Agua B idos t i lacia a 	1 1 

Medio de Crecimiento y I>rodur.ción ele I:ritromicina (II): 

lil medio (le crecimiento y producción de eritromicina 

está basado en el medio descrito por Ahnronow.itz y I)emain en 

1978 ( 2 ), modificado en cl laboratorio. 

lixtracto (le Levadura 41 	g 

Extracto ele Malta 3 	g 

*1,1Ot>S 	o. 1 M 1 	1 

PII 	(Na011 ION) 7.0 

*NIOP5- 	solución 	amortiguadora: iíc ido -3-(N -mor fo lino) - prol)ano - 
sulfónico. 

liste medio 	se mantuvo a lo 	largo de todos 	los 	expon i- 

montos 	sin modificaciones, 	cono control. Las 	adiciones 	de o- 

tras 	substancias 	se mencionanin en cada 	caso. 

31 
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Condiciones de Crecimiento. 

Preinóculo: 

Se preparó una Suspel, sión de esporas de S. erretis 

(aproximadamente 108 ) en 1(1 m1. de medio (lc cultivo 1, en ma-

traces lirlenme er (le 50 ml., la cual fué incubada a 29°C, con 

agitación (le 100 rhm. durante 8 horas. 

]nóculo: 

Matraces lirlenmever con capacidad de 250 ml., conte-

niendo 50 ml. de medio de cultivo 11 fueron inoculados con un 

mil.i.lit.ro  del preinócrrlo e incubados a 29°C con agitación a 

160 rhm. durante 96 horas. 

Las condiciones de Crecimiento se mantuvieron constan-

tes en todos los experimentos real i vados. Cada experimento 

se hizo por triplicado. 

ln todos los experimentos se tomaron mtrest.ras a las 0, 

12, 24, 30, 18, 60, 72, 84 y 96 horas respectivamente, y se 

determinó la variación del pli, el crecimiento 	la producción 

de erit:romici.na de la siguiente manera: 

Determinación de p11 Durante la Fermentación. 

Se determinó el pli a cada muestra en un potenciómetro 

digital. Beckmarr modelo p11 ASAR 1 



Itot.crmin;►cifn del i:reeimiento. 

l.1 crecimiento del ni  roorgnnisino fué determinado de 

dos formas: 

-Por Ilensicl;rcl Opt ir_a a 5410 nm. en un fotocolorímetro 

Baush 	1.01111) modelo SIrectroni.c 20; las muestras fueron centri 

fugadas n 10,O00 rpm. durante 10 iniu. en una cetit t- i fuga I.our - 

eles modelo AA-C, se descartó el sobrenadante, y el paquete mi 

celial fué lavado dos veces con anua destilada: posteriortncn- 

te se determinó la 	ala ::orbancia a 5,10 nrn. contra un blanco (le 

agua . 

-1,or proteína del tnice1 jo, en base al nlétoclo de Lot,wrv 

( 57 1. 	Las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rima. du- 

ran te 10 ni n. ; se descartó el sobren;tclante 	el paclucte nice- 

l ja l se lavó dos veces con agua destilada ; este último fui: re 

suspendido en 2 rnl. de acido tricloro;rccótico (1 .3M v congelado 

durante 24 lloras 

Posteriormente fué centri fugado a 10,000 rptn. por lo 
tnin. y el precipitado fué resus1)endido en Na011 0.SN, en un yo 

lumen proporcional al precipitado; las nuestras fueron calen-

tadas en un baño maría a ebullición durante 1 hora. De la so 

loción resultante sc tomaron alícuotas para determinar prote-

ína siguiendo el método de l.owrv y cols ( 57 ) 

Este método ticnc como base la formación de un comple-

jo colorido entre el grupo fenólico (o el grupo arotnatico, en 

el caso de triptofiuo, histidina y,  fenilr.tl;tnina) de la tirosi 

a 
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rr;.► de las pro teToas y el íicido fosfo-r:o1 Cano -mol íhclico (color 

oro) que oxida al grupo hiciroxi10 de la ti ros ina en eonclicio -

nes alcalinas, dando un color azul intenso que se puede medir 

a 595 nm. 

Se utili. za como est.ndar una solución (le albúmina séri 

ca bovina y se realiza el siguiente cálculo: 

1' ro teín.►(pg)= iistá ncfa_EL por 1).0. 5c15 problema 

I).0. 5 ¥ 5 est nd;tr 

Se prepara una solución de: 

Solución A: 

-Solución de proteínas 	Na,CO3 2 en NaOfl 0. 1N 

- Solución (le tartrato 

de sodio y potasio 	 1`o en agua destilada. 

-Solución de CuSO4 . 5I10 	0.5 en agur destilada 

en una proporción (le 10:0.1:0.1 (en el orden presentado). 

Solución 13: 

-Reacti.vo de Fol.in- Cicalteau diluído en agua 1:3 

(fenol :agua) 

Las alícuotas de las muestras y del estándar son lleva 

das a un volumen final de 1 ml. con agua des ti. lada . Se les 

adi.ci.onan 5 m1 de la solución A agitando r1pidamente; se de- 

ja reposar durante 10 min. y se agregan 0.5 m1 de la solución 
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11, se agita rr:l¡-)iclarnente y después (le dejar reaccionar la mez-

cla duran te 30 mi.n. se leen las ¡nuest.ras en un fotoco1orime-

t ro a una 1).0. de 595 nm. , con t ra un b 1 tinco que, ha 1 1 evado el 

iniSnio tratamiento que las muestras. 

Do te ritú nací ó ti de E rit ron icina. 

La eritromicina fuF. determinada por medio (le un m£toclo 

biológico utilizando 1n técnica de Pi fusión en Ac*,ar, teniendo 

a Sareina 1trtea NRRL-13-1 (II 8 corno microorganismo cíe prueba ( 2, 

8, 51 ). 

La tócnica de Pi fusión en Agar se basa en la ineelición 

relativa de la respuesta del microorganismo al antibiótico, 

comparada a la que presenta ante un estándar ( 51 ), observa- 

da corno una zona clara de no crecimiento, en el cual el diáme 

tro de la zona (le inhibición es proporcional al logaritmo de 

la concentración del antibiótico ( 8, 51 ). 

Preparación del microorganismo de prueba: 

Sarcina l u tea NRIU.- 13- 1 0 1 5 fué crecida en un medio sól i. 

do de Agar Nutritivo por un lapso de 48 horas a 37°C, se hizo 

urca suspensión del microorganismo en 10 ml. de solución de -

NaC1 0.85";, estéril, con una 1).0. i,l() de aproximadamente 2. 

Se prepararon placas de medio de antil)i.osis l.)ifco no. 

5, virtiendo 15 mi. en cada caja de Petri. 	Una vez que ha so 

1 icl i f i.cado se colocan discos de papel 1¥'atman tipo AA de 6 aun. 



de diámetro, impregnados con ?D pl de caldo de ícrmentación 

libro (le cólu.las. 	Se dejan difundir las, muestras durante 

horas a temperatura ambiente y se procede a hacer sobre las 

placas ocia aspersión, con la suspensión del microorganismo de 

prueba previamente preparada. 

Las placas se incuban loor 36 horas a 37 °C; tras- lo que 

se miden las zonas de inhihici6n del crecimiento con un medi - 

olor de ha los "C:ra ft'' . 	Al mismo tiempo se corre tina curva es-

tindar con concentraciónes conocidas de eritromieina. 

l'ara hacerlo se utilizó critromicina base obtenida tic 

los Laboratorios Abhot.. 

Se cuantificó la producción tic eritromicina por mil ili 

tro (te medio de cultivo. 

Se deterininó producción específica del antibiótico por 

miligramo de proteína ele La siguiente forma: 

Produce ión eshec.ífica=- rv de antibiótico nig ce proteína 

Fuentes de Carbono titi 1 izadas . 

Las fuentes de carbono utii.1zadas fueron obtenidas de 

casas comerciales como Di feo y Sigma; y fueron las siguientes: 

l)-fructosa 

D-galactosa 

36 



1)••g1ucüsa 

C1 iCero1 

Lict.osa 

1)-ma nos a 

Sorbosa 

• y un ancilogo: 

2-dc:oxi-1)-glucosa 

En cada caso, éstas fueron disuel tas en 5 nil . de solu-

ción amortiguadora MOPS 0.IA1 pil 7.0, se rectificó el pil y,  en 

.los casos en que hubo variación se ajustó a 7.0 con Na0ll 1`'. 

Se esterilizaron por separado y fueron adicionadas posterior-

mente al medio de col tivo, de la forma que se mencionar; para 

cada condición experimental . A los controles se les adiciona 

ron 5 ml. de solución amortiguadora MOPS 0.IM pil 7.0 para a- -

justar el volumen. 

Identificación de liritromicin.a A como Producto del Mctabolis -

mo Secundario de la Cepa de St reptomvices ervthreus W.T. BN1-21 

115. 

Además de 1as pruebas biológicas ya referidas, se (le -

terminó que el. anti.bi6t.ico producido por la cepa de S. e _--

threus efectivamente fuese er•itromicina A, por medio (le cro-

matografía en capa fina comparando con un est; nclar de eritro-

micina, obtenido de los Laboratorios Abbot, México, D.P., de 

los Laboratorios 1crmic, S.A. di C.V., 'léxico, D.1 . y de Sig- 

37 
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m;a ChenliCa1 Co., S. Lou is, NIO.. 

Se creció al nii croo rgan1sino de la marlera ya (.¡escrita, 

a 29°C: con agitación de 1(d) rl>m., durante 48 horas, al t€rmi-

no de las cuales se separó el micelio del medio (le cultivo 

por centrifugación a 10,000 rpm. durante 10 rnin.. 	Se ajust.6 

cl pü del sobrenadan t.e, donde se e11corltaba el antibiótico a 

9.8 y se hicieron dos extracciones con cloroformo (v/v). 	La 

mezcla solvente-antil).iótic.o se lavó tina vez- con agua destila-

da y se evaporó al vacío, casi a sequedad, mediante el uso de 

un rotavapor marca ".101)1 ing''. 

La muestra se corrió junto cort un est 1ndar de eritromi 

cina A en urea placa de silica - gel 60 (Mterck), de 0.25 mm. ele 

espesor, mediante un sistema de disolventes constituido por 

diclorotnetano-metanol-hodróxido de arnonio (90/10/1 - v/v/v) 

( 65 ) y se reveló loor aspersión con una mezcla de etanol -p - a 

nisaldeh.ído- icido sulfirrico concentrado (9/1/1 - v/v/v), pos-

teriormente se calentó en una estufa '3.M. Ortíz 'para laborato 

rio, a 100 °C durante 5 nlin. ( 02 

Estabilidad de la lritromicina en el Medio de Cultivo 11. 

En tubos de ensaye de 10 por 150 rmn. se  incubó medio 

de cultivo 1:1 conteniendo 50 rn de eritromicina A proveniente 

de los Laboratorios Abbot, con diferentes valores de p11 (4, 

4.5, 5, 5.5, i,, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5 y 9); se mantuvo durante 

13 días a 29° C. 	Se determinó la estabilidad del antibiótico 



por medio de 1)ioensayos real izarlos con muestras tomadas cada 

24 horas, como se describió anteriormente. 

Efecto de Diferentes Fuentes de Carbono en la Formación de E - 

ritromic.ina. 

(Selección de la Fuente de Carbono). 

El microorganismo fué crecido en el medio de cultivo 

11, conteniendo diferentes fuentes (le carbono, en una concen-

tración de 10 mg m.l -1 . Estas fueron adicionadas a tiempo ce- 

ro. 	Se utilizó como cont rol al microorganismo crecido en au-

senci.a de fuente de carbono. 

Se tornaron muestras cada 1? horas hasta las 96 lloras y 

se determinó crecimiento, producción del antibiótico y pil (le 

la manera en que ya se mencionó. 

Efecto de Glucosa en la Producción Específica cde Eritrornici tia . 

Se creció al 	microorganismo en el 	medio (le 	cultivo 	II, 

como se describió anteriormente y 	se adicionó glucosa en una 

concentración de 10 mg ml -1 	desde 	el inicio 	del crecimiento. 

Se ut:i1izaron corno control medios ele cultivo con el microorga 

ni sino crecido en ausencia ele, glucosa, en las mismas condicio-

nes. 

A las muestras se les determinó crecimiento, 1)11 v pro-

ducción de antibiótico. 

1) 



Efecto (le 1)i ferent:es Concentrac iones de Glucosa en la Produc-

ción Específica de Eri.tromicina. 

El microorganismo fui crecido en presencia de las si -

guient.es coticen traciones de g,  1 tic os a 

0.05 mg m1 1  

0.10 mgml 1  

().SO mg ¡a .1 	1  

1 .00 nlg 1111 	1  

5.00 mgml 1  

1 0. 00 mg in l 	1  

20.00 mg m1 -1  

La adición del carbohidrato se hizo a tiempo cero y 

las condiciones de crecimiento y los controles se mantuvieron 

constantes congo se mencionó anteriormente. De igual forma se 

determinó pli, crecimiento y producción del antibiótico. 

Caracterización del Efecto de Glucosa en la Producción de liri 

tromicina. 

El Análogo de glucosa 2-deoxi-D-glucosa en una concen- 

tración de 20 ), 50 mg ml 	y glucosa 20 mg ml- 1  , fueron adi- 

cionados al inicio del crecimiento del microorganismo; de la 

misma manera en que se describió, se excluyó el carbohidrato 

en el control y,  se determinó p11, crecimiento y producción del 

antibiótico de la misma forma. 
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Caracterización del Fenómeno. 

Efecto de Glucosa Adicionarla a Diferentes Eiemhos del Creci- 

miento de Streptomyces ervthreus en la Producción de Eritromi 

cinc. 

Glucosa en una concentración de 20 mg ml -1 fué adic jo. 

e 	¥ 	de '¥: 	l' 	ti.c.m o5 	1 a cultivos dcl microorganismo a ¥ tfcrentc.. nada  i 

crec.itniento: 

0 hrs. 

2i hrs. 

48 hrs. 

00 hrs 

Se utilizaron controles sin glucosa y también fué de- 

terminado el crecimiento, los cambios de pH y la producción 

del antibiótico. 



Identificación (le liritrom.ícina A como Producto del 'let.abolis-

¡no Secundario de la Cepa de Streptomvices er¥t.hreus W.T. BM-21 

-115. 

S. ervthreus W.T. BM-21.115 produce principalmente en•t 

t ron ieina A 	lo cual puede o1)sc'rvarse eti la f i5,ura 6. 	Se co- 

rr.ieron dos estándares de eritromiclna, de los cuales uno se 

mezcló con el extracto del medio de cultivo para desechar la 

posibilidad de que algún componente interfiriese con el natrón 

cromatografico. Como se puede observar, los patrones son uni - 

formes en los ti-es casos. 	La mancha principal corresponde a 

er.itromicina A; tambión se pueden observar los intermediarios 

del antibiótico, los cuales tienen un Rf menor que eritromici 

na A y corresponden a las manchas inferiores erg la cromatogra 

f ía 

Gstahilidad de Eritromici.na A en el Medio (le Cultivo 11. 

Este antibiótico es estable en solución a 29°C en un 

rango de pl! de 6 a 9, como se puede observar en la figura S. 

1:1 antibiótico se mantuvo en el medio de cultivo II con la 

finalidad de conocer su estahilidad en estas condiciones . En 

la figura se puede observar que sólo en valores de pli menores 

de 6 el antibiótico empieza a degradarse, pero esto es sólo 

hasta los 13 días (le incubación; mientras que en condiciones 

alcalinas se mantiene estable v los halos de inhibición corres 
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ponden con los del control , cn c1 cual la muestra fui: tornncl,1 

al momento de adicionar el antibiótico (0 horas) . 
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1 	2 	3 

Fig. 6 Cromatografía en capa fina de eritromicina A 

producidaporcepa  la 	de S.  er  threus BM-21-115 (1), P 	Y 
comparada con un estándar de eritromicina de Sigma 

Chemical Co. (2); mezcla de la muestra obtenida del 

cultivo y el estándar (3). Los cultivos y la cromato 

grafía fueron realizados como se describió en mate -

rial y métodos. 
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Fig. 7 Ensayo microbiológico de la actividad antibi6tica de la eritrorritclna. c:e i 
ci6n existente entre la concentraci6n de erítromícina ( e ) y el halo de anhhtohlb -
observado ( h), mediante la técnica de difusión en altar, " m ", valor de la pen--
diente de la recta y " eo  " valor de la ordenada en el origen, Coeficiente de co--
rrelaci6n de los valores experimentales: 0.97. 





R U. S U I, 1' A 1) (i S 

Efecto de Diferentes Fuentes de Carbono en la Formación de Eri 

tromicina. 

como se puede observar en la figura SA, en estas concli -

ciones de crecimiento el microorganismo empieza a producir el 

antibiótico a las 36 lrrs. de incubación y con t.intiin lineal du-

rante 50 hrs, aproximadamente (control); sin embargo cuando es 

crecido en presencia (le U- glucosa, sacarosa, D-manosa y glice-

rol se observa una estimulación en el crecimiento, no así en 

la producción dei antibiótico (tabla 5), ya que la producción 

específica de este es suprimida entre un 20 a 600 corno se pue-

de observar, y se presenta un retardo en la producción con res 

pecto al control (figura 9). 

Lactosa y sorbosa no tienen influencia sobre esta rela-

ción pues el crecimiento y la producción son similares al con-

trol; D- fructosa y 1)-galactosa muestran una acción intermedia. 
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FIGURA 8A. CINETICA DE CRECIMIENTO DE S. iYTNREUS EN EL 

MEDIO DE CULTIVO II Y PRODUCCION DE ERITROMICINA, 

Los CULTIVOS FUERON CRECIDOS COMO SE DESCRIBIO 
EN MATERIAL Y METODOS. 
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EFECTO DE LA FUENTE. DE: CARBONO SOBRE El. CRECIMIENTO Y FORMAC1ON DE ERiTROMti- 

CINA EN S. ervthrcu l') 

FUENTE DE CARBONO ( b) CREE 1 ti1 I ü1'I'tl 	--^^ 

mg 	PROTEINA 	nil -' 

 }iR 1'1'12O `11 C I,ti'.\ 

u 	ml'' u); 	(mg 	PROTEi1NA) 	' 

Control  (C)  --¥ 	1.7  58  34. 1 ¥¥ 

D-Fructosa 3.2 48 15.0 

1)-Galactosa 3.3 63 19.0 

1)-Glucosa  4 . ? ci 3 15.0 

G1i.cerol 3.8 63 16.5 

Lactosa 2.1 58 27.6 

D-hlanosa 3.4 1 	68 20 . 0 

Sorbosa 1.7 32 18.8 

Sacarosa 4. 	1 78 19.0 

(a) Las células fueron crecidas en medio CM durante 6011 a 29°C con agitación 
tal como se describió en Materiales y Métodos. 

(b) La concentración de la fuente de carbono fue 10 mg m1 - ' 

(c)El control contenía sólo medio CM 
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CRECIMIENTO ►+G PROTEIpA (M0-' 

FIGURA 9. EFECTO DI: DIFERENTES FUENTES DE CARBONO SOBRE LA FORMACION DE 

ERITROblICINA. LOS CULTIVOS FUERON CRECIDOS EN EL MEDIO I1, SU 

PLEMENTADO O NO CON Eil. CARBOHIDRATO (10 •R •1 -1 ). LOS AZUCARES 

UTILIZADOS FUERON LACTOSA (¥ , SORBOSA t0) E) FRUCTOSA (¥) U-

GALACTOSA (¥, 1)-GLUCOSA (4), SACAROSA (&), D-MANOSA ()• Y -

GL1CI:ROL. (4) . CONTROL (0) , SIN FUENTE DE CARBONO. 



Efecto (le I)- Glucosa en la Producción de Erit ron icina. 

D-glucosa produce la máxima supresión en la formación 

especifica del antibiótico, como se puede observar en la figi 

ra 10. 	La producción por mili 1.it_ro es un ¡loco mayor con res- 

pecto al control, no así la producción específica del antibió 

t.ico, la cual es suprimida en un 70Ú. También se puede obser 

var e  incluso, un retraso en la producción del antibiótico; en 

el. control éste se produce a las 36 horas y cuando el microor 

ganismo es crecido en presencia de glucosa empieza aproximada 

mente a las 42 horas. 
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''1°C, COMO SE DESCR1810 EN MATERIAL. Y MNTODOS, 
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(ifeeto de 1)1 fe rentes Concent raciones (le 1) -Glucosa en la Produc 

ción Específica de firitromicina. 

Corno se muestra en la figura 11, cl microorganismo fuó 

crecido en varias concentraciones de glucosa durante 84 horas; 

tanto e.l crecimiento como la producción por mililitro de eri - 

tromici.na fueron estimuladas en función de la concentración de 

glucosa, sin presentar cambios significativos en el. p11 del cul. 

t.ivo. Sin embargo, como se puede observar, la síntesis especí- 

fica (le1 antibiótico fu6 afectada riega tivamente, alcanz¥íridose 

el mfiximo efecto en una concentración de 20 mg ml - . Esta ac- 

ción negativa se empieza a observar desde una concentración de 

0.5 mg ml, 
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El 

Caracterización del Efecto de U-  Glucosa en la Producción de E-

ritromicina. 

El efecto de un análogo no metabolizable de 1)-glucosa 

sobre el crecimiento del microorganismo y la producción del an 

t.ibi6tico se puede observar en la figura 12. Il crecimiento 

del microorganismo en el medio de cultivo control y en 10 nrg. 

m1 -1  de 2-deoxi.-D-glucosa son similares. 	En presencia de con- 

centraciones mayores del análogo (20 mg ml-1 ), el crecimiento 

tampoco se modifica considerablemente, sin embargo, la produc-

ción del antibiótico en relación al control se afecta consi-

derablemente,pues en una concentración de 10 mg m1 -1  la produc 

ci6n específica presenta un fuerte decremento, y en concentra-

ciones mayores de análogo hay una supresión casi total (tabla 

6). 
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TABLA ( 

EFECTO 1)íi'Z - DEOX 1 D- GLUCOSA SOBRE EL CREC 1 MI ENTO 1)E S. ervthreus Y PORMAC ION 

DE ER ÍTROM 1 C 1 NA (a) 

2-DoxiDG1ucoi 

mg 	ml - 1 mg 	Proteína 	ml - 1 

(imiLnto 1o,m1L1óndL1r1tromLn 

ml 	1 
 Proteína-  

O 2.0 74.0 37.0 

10 2.2 45.0 20.4 

20 1.8 (.0 3.3 

(a) Las células fueron crecidas en medio CM a 29°C a 72 ti. 

(b) Antes de ser añadidas el análogo fue esterilizado por filtración a tra-
vés de una membrana Mill ipore tipo IIAWP 0250() , Mi 1 lipore Co. , Bedford , MA. 
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• 
Carac ten ¡zaci6n del fenómeno, Efecto de D-Glucosa Adicionada 

a Diferentes Tiempos de Crecimiento de Streptomyces erythreus 

en la Producción de Er.itromi.cina. 

Glucosa en tina concentración de 20 mg mr fué adiciona 

da a cultivos del microorganismo a las 0, 24, 48 y 60 horas de 

crecimiento, como se puede observar en la figura 13. Cuando 

la glucosa fué adicionada al inicio del cultivo (0 hrs.) y du-

rante la fase de crecimiento (24 hrs.) se observa un retardo 

en la síntesis del antibiótico, no así cuando esta es adiciona 

da a las 48 y 60 horas (una vez que ha comenzado la síntesis), 

donde prácticamente el efecto negativo no existe. También se 

puede observar que una vez que ha pasado el efecto de la adi-

ción de glucosa, se presenta un cambio en la pendiente con res 

recto a la producción del antibiótico, lo cual sugiere una pos 
tenor " activación " de la síntesis del antibiótico (0 y 24 

horas). 
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St:reptoji ces ervthreus W.F. 11`1-w1-11S en las condicio -

nes experimentales ya mencionadas empieza a producir el anti-

1)iót ico a las 36 horas de incubación y continricr lineal hasta 

las SQ horas aproximadamente. 	Sin embargo cuando éste Erró: 

crecido en presencia de diferentes carbohidratos corno princi-

pales fuentes de carbono y energía provocó cambios en esta re 

lación (le crecimiento del microorganismo y en la producción 

del metabol i te , va que como se liudo observar, entre las fuen 

tos de carbono probadas en este trabajo l)-glucosa, sacarosa, 

1)-manosa y g1 icerol rnost.raron un efecto dual en la estirnula -

ción del crecimiento y la formación del antibiótico y,  al mis-

mo tiempo disminuir la síntesis específica de eritromicina. 

In estas condiciones parece ser que las culatas utilizan 1:1 

fuente de carbono más para crecer que para producir el anti- 

biótico. 	Efectos similares han sido observados en la forma-

ción de cefalosporina en S. clavuligerus ( 2 ) utilizando gli 

cero! como fuente de carbono. Por otro lado lactosa v sorbo- 

sa no tuvieron efecto sobre esta relación y fructosa y,  galac-

tosa presentaron un efecto intermedio en la síntesis del anti. 

biótico. Como se pudo observar, estos carbohidratos lograron 

suprimir la síntesis específica del antibiótico entre un 20 y 

60U. 



lI 

lista supres ión especifica de la form;►ción del antibi6-

tico se pudo ohservar con mayor detalle cuando se adicionó 

glucosa al inicio de.] cultivo en una concent rae ión de 20 mg 

ml. -1 , ya que la síntesis específica del :►ntih.iót.ico disminuye. 

en u►► 7O y ademes hay un desfrtsamiento en 1,► producción de 

éste. 

liste carbohidrato, más que a 11;Cún producto derivado (le 

su catabolisitio, parece ser el responsable de este efecto, ya 

que un aná logo no rnet.aho1izab1e de glucosa suprimió drlstica-

mente la síntesis del anti.hiótico. 

Por otro lacio, glucosa ejerce su efecto sólo cuando es 

adicionada a los cultivos antes de que comience la fase de 

producción, lo cual sugiere que el carbohidrato esta ejercien 

do un efecto represor mis que inhibitorio o inactivador, ya 

que glucosa no ejerce efecto una ve que las sintet,►zas del 

antibiótico ya se han formarlo. 

La cinética de este efecto es muy similar al reportado 

en E. coli por Perlman y cols. en 1069 ( 81 ), donde la gluco 

sa '' per se „ provoca una represión transitoria en la sínte- 

sis de 1-galactosidasa. 	Sin embargo, los tnec,tni_stnos por los 

cuales la fuente de carbono afectan la síntesis de los metabo 

litos secundarios no se conoce ( 25 j. 

blapasanik ( 5J, 60 ) ha estudiado los efectos que ejer 

cc la glucosa en el metabolismo de lactosa, ha encontrado que 

ésta ejerce tres tipos de efectos principalmente. 	l n el pri- 



MM 

Iner caso evita la entrada del inductor a l;l célula, 1  cual 

110 permite la inducción del opertin de 1.1 lactosa, a este fenó 

memo lo denominó "Exclusión del Inductor" . 	Po e l segundo ca - 

so, ''Represión 1•ransitoria' , reprime fuerte pero tr:rns,itoria - 

mente a la enzima 	l;alae tos ida ti;►. 	Cuando este control se 

termina la síntesis cíe 1:► enzima se restablece con 1:a misma 

pendiente que en cl control. 	un el tercer caso reprime la for 

mación de la enzima C- g,a¡aetosidasrr clóhi 1 	pero de manera por 

manen te ; este efecto de glucosa no re  [eja interferencia con 

el inductor y en mutantes eonst itut ivas la síntesis de .la en-

zima es también reprimida por el carbohidrato. 

f•:n los primeros dos casos es 1:1 molécula ele glucosa 

per se 	la que provoca este efecto. 	Fu el Crlt ímo caso es 

te efecto es provocado por a 1gún iroducto del c:rt:rbolisrno de 

1:► glucosa. 

Resultados similares sobre la represión de las enzimas 

involucradas can 1.1 síntesis de otros metabolitos secundarios 

por este carbohidrato lean sido reportados, como es el caso de 

acti.nomiein:r (fenoxasinona s1ntet:rs:l) ( 34 ), puromicin;l (0- 

cliinetil j,llrolnic.ina mCt:i.l tr;rnsfer;lS:rj ( 82 ) y kanamici.na (N -

nceti.l-kanamie¡un- ami dobId rol asa ) ( 95 

Además de .la represión en la formación de eritrom1cion 

¡por glucosa, la concentración total del antibiótico se mere-

montó notablemente, lo cual sugiere que este efecto pudiera 

ser urca activación posterior causada por algún producto deri- 



vado del cataboIismo de glucosa. Posteriores experimentos 

tendr,áiu el oh jet: ivo de esc 1a rece r este fenómeno. 

63 
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En pase a la discusión (le los resultados se puede con-

cluir que: 

a) 	Glucosa eierce un efecto represivo en la síntesis del an 

tibiót.ico 	er.itromicin:+, 	ya 	que 	aun 	en 	bajas 	concentracio 

nes 	en 	el 	medio de 	cultivo 	logra suprimir 	la 	producción 

específica 	de 	este 	metabo.lito; 	este efecto 	sólo se 	pre- 

senta cuando es adicionada 	a 	las 0 	y 	24 	horas 	de 	creci- 

miento, 	momento en el 	cual 	aún no están presentes 	las 

sintetasas 	del 	antibiótico. 

b)  Es 	la molécula 	de 	glucosa 	" per se 	" 	la que provoca 	di- 

cho 	efecto. 

c)  La 	posterior 	est:im+.+lación 	de 	la formación 	del 	antibióti- 

co, 	aunado al 	incremento en 	la 	producción total, 	sugie -  

ren que se 	trata de un 	fenómeno s7.mi lar 	al 	de . Represión 

Transitoria. 

d)  C?1 	responsable 	de 	la 	activación posterior puede ser a1- 

gún 	producto del 	catabo1isino de glucosa, 	el 	cual 	pudiera 

actuar cono 	inductor del 	sistema de 	formación de 	las sin 

tetasas 	del 	antibiótico. 

64 
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