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1 • III'rRODUGCIOH 

1.1 Objetivo. 

El objetivo fundamental de este trabajo~ consiste en la -

formulación, desarrollo y optimización de un medio de cultivo -

soluble, para la producci6n de eri tro::-,icina, utilizando una ce

pa de Streptomyces erythreus. 

Demostrar las ventajas que representa el enplear métodos 

estadísticos, tanto para la selección de variables, como para 

la optimizaci6n de las mis~as durante la fermentaci6n. 
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1.2 Crecimiento microbiano. 

1.2.1 Cinética de crecimiento. 

Para llevar a cabo una experimentación microbiológica, es 

necesario poseer un conocimiento adecuado del microorganismo en 

estudio, teniendo siempre presente que se trata de organismos -

vivos y cambiantes, capaces de responder a los diversos facto-

res del medio que los rodea. 

El metabolismo microbiano es la suma total de las reaccio

nes que tienen lugar en la célula, entendiéndose como una acti

vidad muy coordinada, en la que participan numerosos conjuntos 

de sistemas enzimáticos, mutuamente relacionados, intercambian

do materia y energía entre la célula y su entorno. 

Una consecuencia del metabolismo es el crecimiento celular 

el cual se define como el incremento ordenado del número de com 

ponentes de una célula viva, reflejándose en la magnitud de la 

población total. 

Unn de los principales índices de que se dispone, para el 

estudio de los microorganismos es la observaci6n de su comport~ 

miento cin~tico de crecimiento, abarcando la medici6n o estima

ci6n de las velocidades de síntesis celular y formaci6n de pro

ductos y los efectos que el medio ambiente ejerce sobre ellas. 

El crecimiento generalmente se mide con la masa celular, -

de esta manera, en una curva de creciniento se observan diferen 

tes fases: 

Fig.1.2.1.l Curva de cre~imiento en ~edio no renovado. 
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l. Fase de latencia 2. Fase de crecimiento acelerado. 

Ambas etapas consituyen la Fase lag, son inmediatas al in6 

culo, se tiene una etapa de adapataci6n, con s!ntesis o repre-

sión de enzimas o de componentes estructurales de la célula. 

Pueden eliminarse, pero en caso de que se presenten, serán pro

porcionales a la edad del in6culo, a una adaptación enzimática, 

o bien, al volumen del in6culo. 

3. Fase log o exponencial: La velo~idad de crecimiento es cons 

tante y máxima. La población es casi uniforme en lo que se re

fiere a la composición química celular, actividad metabólica y 

otros caracteres fisiol6gicos. 

4. Fase de crecimiento retardado: Corresponde al período en el 

cual el sustrato limitante está a punto de agotarse. 

S. Fase estacionaria: La velocidad de crecimiento es nula, tal 

vez porgue las células ya no se dividen, o bien las células via 

bles est~n en proporción equivalente con las que mueren. Posi

blemente se agota el nutriente esencial y/o se acumulan produc

tos inhibitorios del crecimiento. 

En cultivo sumergido, de organismos filamentosos ( hongos 

y Actinomycetos ) se pueden distinguir la trofofase y la idio

fase, la primera es una etapa de nutrici6n y la segunda una eta 

Fª de diversificaci6n. ( Bu•lock, J.D., 1965 ). 

6. Fase de declive: La F~blaci6n dec=ece, teniéndose una tasa 

Je crecimient.e> negativa. 
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Se ha asumido por regla general que el crecimiento sigue u 
na curva exponencial y en el caso de que se aparte de ella, se 
debe a limitaciones en la disponibilidad del sustrato necesario 

para el crecimiento o por inhibici6n de los mecanismos de crecí 
miento. 

Se conocen 2 excepciones al modelo de crecimiento exponen

cial: 

l. Cuando se utilizan varias fuentes de carbono ej: Glucosa 

y lactosa, se obtendrá una curva de tipo diáuxico. 

Al ser la glucosa una fuente de carbono más fácilmente asi 
milable, es utilizada primero, además ejerce represi6n catab6 

lica sobre la utilizaci6n de lactosa. 

En un medio complejo, en el cual se tiene toda una varie-
dad de compuestos, como aminoácidos, nucle6tidos, vitaminas y 

otros intermediarios del metabolismo, además de " mültiples -
fuentes de carbono • se puede esperar este tipo de comporta-

miento. 

Fig.1.2.1.2 Curva de crecimiento diáuxica. 

ln X r X 

s2 

t 

2. Cuando se presenta formación de ~sf'érulas las cuales siguen 
un crecimiento de tipo 11 raíz cúbica " 

Los hongos en cultivos homogéneos generalmente presentan -
este tipo de crecimiento. 
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Se ha demostrado ( ?irt, 1960 ) que el crecimiento es expo

ner:cial hasta ique la esférula excede cierto diárnetl:'os al llegar 

a este puntot los sustratos no lop,ran difundirse hacia el inte-

rior con la velocidad suficiente, para mantener un crecimiento -

exponencial en la masa total de la esférula, de esta manera, su 

interior puede estar muerto o lisado ( Camici, Serr.ionti & Chain, 

1952 ). 

Esto es aceptado ya que la masa de la esf'érula es proporci,5! 

nal al cubo de su radio, mientras que la superficie de crecimie!! 

to periférica se incrementa solo con el cuadrado del radio. De 

esta m6lilera puede llegar a tenerse un cultivo fisiológicamente 

heterogéneo. 

Las esférulas se forman por aproximaci6n de las ramificaci~ 

nes de las hifas y el número de ramificaciones es directamente -

proporcional al incremento de la velocidad de crecimiento, aum:ea 

tando así la probabilidad de su formaci6n, ésto se observ6 en Pe 

nicillium chrysogenum. 

Otros factores que influyen en la :formación de esf'érulas -

son: pH, concentraci6n de iones metálicos y si el medio es ccni

plejo o sintético ( Pirt, s.J. & Callow, D.S., 1959 ). 

Este tipo de crecimiento produce una mayor viscosidad en el 

caldo de cultivo, di:ficul t~""'do la trans:ferencia de oxígeno. 

1.2.2 Cinética de :fermentaciones. 

Una vez que se tiene una cepa pura del microorganismo, se -

lleva a cabo la fermentación, tomando en cuenta para su control 

diversos índices. 

En cultivo en lote, el crecimiento celular se encuentra li

mitado por la concentraci6n inicial de sustrato y se expresa en 

términos de la concentraci6n celular (X)~ de la concentrac16n de 

sustrato limitante y la de un inhibidor. 

En 1942, Monod estableci6 el siguiente modelo de crecimien-
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to celular: s 

K : Cte. de saturaci6n: Concentración de sustrato cuando µ -s 
equivale a ~B - rmáx. 

de forma que: dX 
dt- µX 

~~- Velocidad de crecimiento celular: Número de di~isíones por 

unidad de tiempo, en un intervalo dado. 

11= Velocidad específica de crecimiento. Su valor n.u.nca podrá 
predecirse, siempre deberá calcularse empíricamente. 

Laµ está relacionada con el tiempo de duplicaci6n (td)' -

el cual es el tiempo necesario para que la concentraci6n de cé

lulas sea el doble de la poblaci6n original. 

ne: 
Integrando la ecuaci6n dX n.v en los límites X y 2X se ti~ 

dt - r-· 

ln2 
t ---d- µ -

0.693 

f1 

Para el caso particular de crecimiento en forma deesférula 

( Righelato, R.C., 1975 ) , el modelo de crecimiento de tipo 

" raíz c1ibica " es; ~ ~ 
X =X+ Kt 

En cuanto a la formaci6n de producto, éste puede estimarse 

como: 

Producci6n: g de producto formado en la unidad de tiempo. 

Productividad: g de producto formado por volumen de fermenta

dor, durante el. tiempo total de fermentaci6n. 

Productividad específica: g de producto formado por volumen -

de fermentadort por g de célula, durante el tiempo total de -

fermentaci6n. 

Para explicar el comportamiento de sistemas simples, 



se ha.--:; propuesto varios modelos de producci6n de diversos meta
boli tos: 

l. Modelo asociado al creciniento: El sustrato se convierte -

estequiom€tricarnente en un solo producto, por lo que su tasa 

de formaci6n está directamente relacionada con la velocidad -

de crecimiento. 

2. Y..odelo no ascciado al crecimiento: La formaci6n de produc

to es independiente de la velocidad de crecimiento. 

3. Modelo combinado: Es el resultado de la acci6n conjunta de 

los casos anteriores. 

1.2.3 Generalidades sobre Streptomyces erythreus. 

Streptomyces erythreus es un microorganismo perteneciente 

al Orden VI. Actinomycetales : Familia III. Streptomycetaceae ; 

G~nero Streptomyces (*). 

Los Actinom_vcetales son c~lulas que forman un micelio más 

o menos bien diferenciado, por lo que se asemejan a los hongos 

inferiores, aunque se distin~.:i.en de ~stos por la estructura pr_Q. 

oari6tica de sus c~lulas y por la composici6n química de su pa

red celular, la cual es de tipo bacteriano y a diferencia de -

los vegetales inferiores no contienequitina, ni celulosa. Son 

Gram (+}. 

El g~nero Streptomyces posee un micelio vegetativo aéreo 

muy ramificado, con c~lulas reproductoras especializadas ( con! 

diosporas, esporangiosporas }, de forma esférica, dispuestas en 

cadenas. Al germinar estas células, las hifas crecen hacia a-

fuera y toman una forma alargada, dando la apariencia de ramas. 

MS,s tarde se desarrolla un sustrato miceliar con una capa de hi 

fas aéreas, las cuales se fragmentan en la punta, formando coni 

( *) Clasificaci6n segt1n la 8 .si edici6n { 197 4) del Bergey 1 s Manual 

of Determinative Bacteriology. 
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diasporas, que al madurar se desprenden y se desplazan por me

dio del aire, dando lugar a nuevas colonias miceliares. 

Los Streptornyces suelen vivir en el suelo, son mes6filos 

( T6p 25-40ºC ). Aerobios estrictos. Pocas especies son pará 
sitas. Son aproximadamente 150 especies, muchas de las cuales 
producen antibi6ticos. 

1.2.4 Condiciones tr6ficas y fisio16gicas para el crecimiento 
de los microorganismos. 

Entre los microorganismos, existe una gran diversidad de 
tipos fisiol6gicos, que se diferencian entre sí por la natura

leza de los factores nutritivos que les son necesarios, así e~ 
mo por las condiciones fisicoquímicas co~patibles con su vida, 

resultando decisivas: 

l. Fuentes de energía. 

La síntesis de materia viva es un proceso ender96nico, que 
necesita de una fuente de energía, la cual puede ser: Ener

gía radiant~para organismos fot6trofos ¡ Eqergía por oxida

ci6n de compuestos qu!micos,para organismos quimi6trofos. 

2. Necesidades de oxígeno. 

El oxígeno molecular ejerce una influencia primordial en la 
selecci6n de microorganismos viables en el medio, así como e~ 

los productos metab6licos. Según su co~portamiento frente al 

oxígeno, los microorganismos se clasifican en: 

a) Aerobios estrictos: Necesitan oxígeno libre en el medio. 
Fermentación aer6bica. Aproximadamente el 50% del carbono 

del medio lo utilizan como energético. 

b} Anaerobios estrictos: Solo crecen en ausencia de oxígeno 

molecular. 

e) Anaerobios facultativos: Crecen en cualquiera de las con

diciones anteriores. 



- 11 -

3. pH 

El pH influye en los productos finales del metabolisrao. 

Un cambio de pH en el medio, puede alterar su composición, a 

sí como la naturaleza de la superficie microbiana, además al 

disociarse ácidos y bases en algunos casos resulta afectada 

la floculaci6n de biomasa o su adhesión al vidrio. 

Para un pH establecido, la velocidad oáx:L~a de crecinien

to varía en un rango de 1 a 1.5 unidades de pH. 

pH6p: 3-5 hongos, mohos, levaduras ; 6-8 bacterias. 

Algunos microorganismos se desarrollan en los casos extre 

mos de pH. 

4. Temperatura. 

Determina el índice y magnitud total del crecimiento,ade

más del metabolismo del microorganismo. Seg(in su comporta-

miento frente a la temperatura, los microorganismos pueden -

ser: 

T6P de crecimiento (ºC) 

5 - 15 

25 - 40 

45 - 60 

Algunos hasta 94 

l?sicr6fil.os 

Mes6f ilos 

Termófilos 

Ciertos microorganismos pueden desarrollarse en rangos i_!! 

termedios. Cada microorganisI!lO tiene una temperatura óptima 

de crecimiento, que no necesariamente es igual a la 6ptima -

para producción. 

5. Concentración i6nica. 

Generalmente las bacterias toleran las variaciones de con 

centraci6n i6nica mejor que las c~lulas de organismos supe-

riores. El crecimiento en la mayoría de las especies bacte

rianas se inhibe total o parcialmente cuando la concentraci6n 

de NaCl en el medio,. es superior al 2%, sufriendo plas~6lisis 
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a co~centraciones elevadas de sal. 

1.2.5 Componentes necesarios en un medio de cultivo. 

El crecimiento microbiano es el mejor índice de que el me 

dio de cultivo contiene todas las sustancias requeridas para -

la síntesis del material celular y para la generaci6n de ener

gía. Estas sustancias se conocen como nutrientes. 

Un medio de cultivo deberá contener estos nutrientes en -

la cantidad necesaria y balanceada para satisfacer los requer! 

mientas celulares. El diseño del medio de cultivo se basará -

en los principios de nutrici6n y observando la composici6n de 

la c~lula. 

Es necesario considerar que algunos nutrientes al superar 

cierta concentraci6n pueden ser inhibitorios del crecimiento o 

bien ser t6xicos al microorganismo. Cuando se tiene un medio 

concentrado, las actividades rnetab6licas pueden verse altera-

das o incluso ser letal al microorganismo. 

El punto de partida para preparar un medio son los com -

puestos mineral base, con los cuales se tienenlos nutrientes i 

norgá.nicos. 

Deberá tenerse presente que la capacidad de crecimiento y 

de síntesis de productos en un determinado medio, están dadas 

por las características gen~ticas del microorganismo. 

l.2.5.1 Fuente de Carbono. 

Según el tipo de aporte de Carbono que requieran, los mi-

croorganisrnos son: 

a) ;.,ut6trofos: La energ!a para el desarrollo del microorganis

no se obtiene en ausencia de toda materia orgánica preformad~ 

a partir de co2 y co; 

b) Heter6trofos: Necesitan el aporte de compuestos orgánicos 
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que sirvan como fuente de energía y de Carbono. 

El Carb~~o es el elenento más abundante en las células 

microbianas, constituyendo aproximadamente el 50% del peso 

seco de las nismas. 

El principal sustrato en las fermentaciones son los -

carbohidratos, siendo la fuente mas común para suministrar 

tCarbono. 

Las materias primas nás utilizadas son: 

Glucosa {pura ( monohidratada ), jarabe de glucosa), 

sacarosa ( az6car de mesa, azúcar morena o melazas), almi

dón de maíz o de papa, harina de maíz, extracto de malta -

(contiene maltosa y dextrinas), licor de maíz, lactosa, -

cebada, sorgo, líquido sulfitado de papelería. 

También se pueden utilizar compuestos orgánicos como: 

Acidos grasos ( acetato, propionato, butirato, isovale 

riato ) ; osas y polioles ( xilosa, ribosa, arabinosa, fru~ 

tosa } ; ácidos dicarboxílicos ( succinato, fumarato, glut~ 

rato ) ; ácidos, alcoholes y cetonas { citrato, piruvato ) 

ácidos aminados ( alanina, serina, treonina ); compuestos~ 

romáticos no nitrogenados { benzoato, fenal, quinato ) ; -

compuestos nitrogenados ( butil~amina, benzilamina) ; hi

drocarburos (metano, parafinas de cl2 - c20 ;. 

1.2.5.2 Fuente de Nitr6geno. 

El Nitrógeno constituye alrededor del 15% del peso se

co de las c~lulas. 

Todos los microorganismos utilizan Nitr6geno mineral -

ya sea como amoniaco o sales amoniacales. Pocas especies -

son capaces de asimilar nitrato o nitrito o de fijar el Ni

tr6~~no atmosférico, pero en tal caso lo han de convertir -

primero a amoníaco mediante procesos enzimáticos de reduc-

ci6n. < 

.. 
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Algunos microorganismos son inca~aces de sintetizar com-

puestos nitrogenados indispensables. siendo así aux6trofos pa

ra aminoácidosf bases púricas o piri~ídicas, etc. 

Las fuentes de Nitrógeno más em~leadas son: 

Licor de maíz ( contiene nitrógeno aminado, además nucleó 

sidos y vitaminas ) ; urea ; extracte de levadura ; peptona 

grado bacteriol6gico } harina de soya desgrasada ; residuos so 

lubles de destilación ( producidos a partir de maiz y cebada } 

Pharmamedia y Proflo ( derivados de la semilla de algod6n ). 

1.2.5.3 Factores de crecimiento. 

Son metabolitos esenciales, que ciertos microorganismos -

son incapaces de sintetizar. Se dice que son aux6trofos pa~a 
-o 

di~~8s factores que se producen en baja concentraci6n ( 10 a 

10 M ) • 

Estos factores de crecimiento intervienen en reacciones 

enzimáticas, ya que constituyen parte de la estructura de di-

versas enzimas. Ej: vitaminas. 

Generalmente son aportados al medio con la fuente de Car

bono y Nitr6geno ( en el extracto de levadura, extracto de hí

gado, residuos de destilaci6n ), por lo que resulta más econ6-

mico agregarlos con otros nutrientes, que en forma pura. 

Una concentraci6n elevada de estos factores ej: 25 pg/l 

puede resultar perjudicial ej: la biotina afecta la perffieabi

lidad celular. 

1.2.5.4 Sales ~inerales. 

La mayoría de los elementos químicos forman parte de la -

célula viva y son indispensables para el crecimiento. Sin e~

bar~c solo el Azufre y el Fósforo representan una fracci6n im
portante del peso de la célula, debido a su participaci6n en -

la estructura de los ácidos nucleicos '7J. las proteínas. 



El Azufre y el F6sforc generalmente son asimilq.dos como -

sulfatos y fosfatos, en cantidades relativamente importantes, -

del orden de O. 5 gr /l. 

Los otros elementos oinerales se necesitan en concentraci~ 
+ ++ ++ ++ nes mucho menores, siendo oligoelementos: K , Mg , Mn , Fe -( se añade de 0.03 a 0.3 gr/l } Po¡ , so4 ( en concentraciones 

de mg/1 }. 

zn, Mo, Co, Cu generalnente están como impurezas del agua 

o de los demás ingredientes del medio de cultivo, es tan baja 

su concentraci6n que puede resultar difícil demostrar que son e 

senciales. 

1.2.6 Rutas metab6licas más utilizadas por los microorganismos 

La explotaci6n industrial de los microorganismos constitu

ye la industria de las fermentaciones. 

La palabra f ermentaci6n viene del latín • Fervere " que -

significa " hervir " y abarca todas las reacciones sucesivas de 

oxidorreducci6n, en las cuales los compuestos orgánicos, fuente 

de Carbono y energía, sirven como donadores y aceptares de elec 

trones. Dichos compuestos constituyen los productos de la fer

mentaci6n que se acumulan en el medio, son numerosos y provie-

nen principalmente de la fermentaci6n de glacidos. 

En el esquema que se muestra a continuación, se presentan 

las principales rutas metabólicas utilizadas por los microorga

nismos: 
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Fig. 1.2.6.:'l Principales rutas metat:ólicas utilizadas por los microorganismos 

Gluc6geno. 3lmid6n 

Gl~sa-1-P Glu~aa 

--- --- ~Glu!;tp A'.i.~1> Fructosa-6-P JJFruc;tosa-I, 6-di-P 
1,-MDP• 

NAO?~· +9NADPH2 

.h. • T-' Di idroxiacetona-P 

Ac,-6-P-~cgnioo + 
Gliceraldehídc-3-~ A::.2-ceto-3deso:xi-3-P-glucdnico .----

pirúvico 
Acetalde'ht:do 
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1.3 Metabolitos secundarios. Antibióticos. 

Además de los metabolitos primariosonormales, los cuales 

corresponden a estructuras esenciales y funciones celulares e~ 

pecíficas, se han aislado una gran cantidad de compuestos, los 
cuales tienen una restringida distribuci6n taxon6mica, se pro

ducen en la fase estacionaria del ciclo de crecimiento y no -
son indispensables para la célula, estas especies químicas se 
conocen con el nombre de Metabolitos Secundarios, de los cua-

les los m~s estudiados son los antibi6ticos. 

Se define ~como antibiótico a 11 toda sustancia químicamen
te definida, producida por microorganismos y que aún a muy ba

jas concentraciones ejerce una acci6n inftibitoria del crecí -
miento o bien la destrucci6n de bacterias u otros microorgani~ 
mos in vivo o in vitro" { Simon, P., Meunier, R., 1970 ). 

A partir del descubrimiento de la penicilina, por A. Fle

ming ( 1928 ), se han encontrado alrededor de 2000 antibi6ti-

cos, muchos de los cuales provienen de hongos y bacterias 
{ 1500 producidos por Actinomycetos ) y otros sintetizados ar
tificialmente. Se descubren cada año de SO a 100 nuevos anti

bióticos. 

~.-1. trabajar con antibi6ticos se tiene el inconveniente de 

que existen microorganismos que les son resistentes, ya sea de 
manera natural ( no poseen el sistema biol6gico sobre el que -

actúa el antibi6tico ) o adquirida ( sufren una rnodificaci6n -

estructural del sistema biol6gico sensible al antibiótico ; -
producen una nueva enzima que les permite usar otra ruta meta

b6lica o que destruye ,._1 antibi6tico ) • 

1.3.1 Biogénesis de los antibióticos. 

Por qué se producen los antibi6ticos?. 
Esta es una pregunta acerca de la cual se ha especulado -

mucho, sin embargo no se ha llegado a ninguna conclusi6n definí 



- 18 -

tiva. Al~unos motivos pueden ser: 

l. Son productos de rutas alternativas, dentro de las cuales 

las rutas normales fueron modificauc=.s bajo circunstancias e~ 

peciales. Tal. sería el caso de la necesidad de disponer de 

sustratos diferentes ; por cambios genéticos en la ruta bi.f: 

sintética ( en la síntesis de ácidos grasos, para la produc

ción de antibióticos macrólidos ) ; por defectos en el trans 

porte de oxíaeno, favoreciéndose la formaci6n de compuestos 

específicos .. ( Wiley, P.F. et al., 1957 ). 

2. Se cree que algunos antibióticos contienen en su molécula 

productos de desecho. ( Foster, J.W., 1949 ). 

3.. Ciertos antibióticos aparecen como componentes celulares, 

tal es el caso de la bacitracina, que se encuentra en la uni 

dad estz>uctural primaria de la espora de Bacillus lichenif'or 

1.3.2 Regulac16n genética de la biosíntesis de antibi6ticos. 

La producci6n de metabolitos secundarios está sometida a 

regulaoi6n de las vías rnetab6licas, puede darse a diferentes 
niveles: 

l. Mecanismos involucrados en las vías biosintéticasespec!:fí 

cas para la :formaci6n de meta.bolitas secundarios: Retroinh.! 

bici6n. Se ha podido demostrar en el caso del cloram:t'enicol 

( Martin, J .F .. , 1978 ) , en el cual la primera enzima de la -

ruta biosintética ( a.rila.mina sintetasa ) que cataliza la -

conversi6n del ácido cor!smico a p-aminof'enllalanina, es re
primida por el cloram:fenicol mismo. 

2. Mecanismos que controlan la f'ormaci6n de precursores in~ 

termediarios ae los antibi6ticos: La regulaci6n por retro~

alimentación de la síntesis de antibióticos por metabolitos 
primarios es un ejemplo de estos mecanismos. Tal es el caso 

de la bios!ntesis de penicilina, inhibida al tenerse L-lis!, 



na, ya que no permite la síntesis de aminoadipato, precursor -

intermediario de la bencilpenicilina. ( Martin, J.F., 1978 }. 

Al añadir o<.-a.minoadipato al medio de fermentaci6n, el efec 
to de la lisina es reversible ( Demain, A.L. and Masurekar, -
P.S., 1974 ). 

3. Mecanismos que regulan el metabolismo energético de la célu 

la: En este caso la represi6n catab61ica juega un papel muy 

importante. Se ha demostrado en presencia de fuentes de car
bono fácilmente asimilables, como glucosa o citrato. La glu

cosa puede inhibir la formaci6n d ~-galactosidasa, aún en -
presencia de lactosa, asimilándose así primero ; puede repri
mir ciertas enzimas de la respiraci6n y transporte electr6ni

co, obligando a la célula a seguir la vía glucol!tica ; afec

ta a nivel AMP
0

• 

Este tipo de represi6n se ha comprobado en la biosíntesis -

de penicilina, actinomicinas. (Gallo, M. and Katz, E., 1972 ) 

1.3.3 Características del proceso en fermentaciones de antibi6 
ticos. 

Las principales diferencias de la producci6n. de antibi6ti
cos, con respecto al proceso de producci6n de biomasa e metabo

litos primarios, son: 

l. En la primera fase del crecimiento se generan energía y me

tabolitos, por el metabolismo primario, utiliz!ndose para el 

crecimiento, no se forma producto. En la segunda fase, cuan
do el crecimiento es lento o prácticamente se detiene, se ob

tiene la máxima velocidad de producci6n del antibi6tico. 

2. Los organismos utilizados, son en su mayoría Streptomyces y 
hongos, cada uno sufre cambios morfol6gicos más o menos nota
bles en el transcurso de la fermentaci6n. Ej: La morfología 

micelial en la fase de alta productividad de eritromicina, -

cambia de filamentos delgados a hifas gruesas y ramificadas, 
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que forman anillos y espirales ¡ la producci6n de eritromici 

na disminuye abruptamente cuando se inicia la aut6lisis. -

Bonsjak, et al., 1976 ). 

Deberá tomarse en cuenta la posible presencia de mutantes, 

los cuales dan mayor viscosidad al medio. Se cree de todos 

modos, que la.viscosidad del medio aumenta en cierta etapa -

del proceso. 

3. Comparado con bacterias y levaduras, las velocidades de me 

tabolismo de Streptomyces y hongos son m§s lentas. Pueden -

variar con las condiciones ambientales y según la forma y es 

tructura celular. 

4. Control e interrelaci6n de variables. En el caso de m.etabo 

litas secundarios, la interrelaci6n de las variables es rna-

yor que para metabolitos primarios y aún después de conocer 

los mecanismos reguladores de la biosíntesis, éstos datos -

pueden resultar insuficientes para identificar cada factor -

limitante de la producción, de manera individual. 

5. La producci6n del medio es compleja y se dificulta el rne~

dir crecimiento y producci6n cuando hay s6lidos. Debido a -

la naturaleza del producto final resulta difícil medir en lí 

nea. 

1.4 Revisi6n bibliográfica sobre eritro~icina. 

1.4.1 Estructura química de las eritrornici~as. 

Las eritromicinas, son un grupo de a=~ibi6ticos nacr61i-
dos, no poliénicos, producidos por Streptc~yces erythreus, es

tructuralmente presentan como característica común la parte a

glieona o eritron6lido ( anillo lactona macrocíclico, altamente 

sustituido, que contiene un oxígeno y 13 átomos de e}. ( Wi

ley et al., 1957 ). 

~ns azúcares que se unen al anillo :2~tona, mediante enla 



- 21 -

Fig. 1.4.1.1.Estructura de las eritromicinas. 

Eritromicina E 

L-Cladinosa D-Desosamina L-Micarosa 

Rl R2 R3 

Eritromicina A desosm:.."'Tlina cladinosa OH 
E:ri troi"Jicirta B desosar::ina cladinosa H 
Eritromicina e desosanina mi caros a OH 
Eritromicina D desosaI:dna mi caros a :g 
Eritromicina E desosa!'Jina cladinosa Gü 

( unida --
por enlace 
éster ) 



ces gl~cosídicos, p~eden ser: Neutrales ( cladinosa o ~icaro

sa ) se unen al C-3 ; aminados ( desosamina ) se unen al C-5 • 

En la naturaleza se presentan 4 tipos de eritromici~a: A, 

B, C, u. Reciente~ente se aisl6 la eritromicina E, que =epre

senta a..~ estado tardío de la ruta biosintética de este antibi6 

tico. Martín, J.F., et al., 1975 ). Fig. 1.4.1.1 

La eritromicina A es la única que certifica la FDA, además 

es la forma más co~ú..~ y con mayor actividad antibi6tica. 

1.4.2 Propiedades fisicoquímicas de las eritromicinas. 

Eritromicina A B e 
pf (ºC) 136-140 191-195 ( 202-203 ) 121-125 

Peso molecular 733 717 717 

F6rmula empíri C37H670l3N C37H67012N C36H630l3N 
ca 
[~J25 

D 
Me OH -73.5° 

La eritromicina se detecta en el ultraviol.eta a .Í\278nm. 

Debido al grupo amino de la desosamina, es básica ( pK' 8.6 ). a 
Ligeramente soluble en agua y lábil en medio ácido, por lo que 

para suministrarla en forma oral, se utilizan ésteres de la ba 

se, capaces de resistir la acidez gástrica ej: Ilotycin, etil

succinato { Oleinick, N.L., 1975 }. 

1.4.3 Forma de acción y espectro antimicrobiano. 

Las eritromicinas inhiben la síntesis de proteínas de 

ciertas bacterias ( Herrel, W.E., 1958 ; Martín, W.J. and Wel 

lman, w.w5, 1967 ), resultando altamente efectivas contra orga 

nisrnos Gréh~ (+) y algunos Gram (-} ( Mao, J.C.H. and Putterman 

M., 1968 ). Se utilizan principalmente contra infecciones ca!!_ 

sadas por estafilococos, pneumococos y estreptococos ( grupo -

A beta-hemolítico). 

Los bacilos coliformes Gram (-),bacilos entéricos, ~ico-
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bacterias y hongos patógenos, así coc~ levaduras, protozoarios 

y células de a=imales superiores, so= altamente resistentes a 

estos antibi6ticos. Algunos mutantes resistentes acumulan ex

tracelularmente a la eritromicina, formando un complejo de baja 

estabilidad antibi6tico-ribosoma, más no la destruyen. ( Taub

man, S.B. et al., 1963 }. 

Para que la eritromicina sea activa, necesita un pH del -

medio de 5.5-8.5 Además la actividad inhibitoria solo se 

tiene cuando los 2 azúcares están unidos al eritron6lido. 

( Wilhelm, J .M. et aL, 1968 ) • 

La inhibición de la síntesis de proteínas se efectúa me-

diante el enlace de la molécula de eritromicina a la subunidad 

SOs de los ribosomas de las bacterias sensibles, llegando a la 

saturaci6n. Esta inhibici6n ocurre después de la activación -

de los aminoácidos y la transferencia de éstos al tRNA ( blo-

quea el movimiento de los ribosornas a lo largo del rnRNA]( Tan~ 

ka, s. et al., 1973 ). Se sugiere existe una acci6n compleja 

{ Oleinick, N.L., 1975 ). 

La eritromicina no es activa sobre ribosomas de mamíferos 

( Firkin, F.C. et al., 1969 ). 

1.4.4 Bios!ntesis de eritromicina. 

Como se mencion6 anteriormente, la molécula de las eritro 

micinas está constitu!da por 2 partes: el eritron6lido ( ani

llo lact6nico} y los azúcares (neutral y aminoazúcar ). 

se ha visto que el mecanismo básico de polimerización de 

ácidos grasos y los anillos lact6nicos de antibióticos macr6li 

dos es virtualmente el mismo.. A pesar de todo, se tienen mar

cadas diferencias estructurales entre los ácidos grasos ( pal

mítico, etc ) y el eritron6lido de las eritromicinas ( Corco-

ran, J.W., 1974 ). 

Para comenzar la biosíntesis de los ácidos grasos, es ne-
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cesaría la activaci6n de los mon6meros de acetato y malonato -

por la coenzima A, para formar los ésteres de la misma. Poste 

riormente se tiene una secuencia de seis pasos sucesivos, cata 

lizados por seis enzimas del S.S.F.A. ( sistema sintetasa de -

los ácidos grasos), mediante reacciones de condensaci6n, re-

ducci6n y deshidrataci6n. Fig. 1.4.4.1 

Suponiendo que el sistema enzimático puede utilizar al 2-

metilmalonato en el paso catalizado por la enzima condensante 

y a partir de ahí tener una serie de reacciones similares a la 

formaci6n de ác~dos grasos, se puede plantear un modelo hipoté 

tico de la formaci6n del eritron6lido. Una diferencia notable 

en relaci6n a la s!ntesis de ácidos grasos, es que para la for 

maci6n de la molécula del eritron6lido, ninguna de las ceto-

nas es eliminada antes de la lactonizaci6n ( Corcoran, J.W .• , 

1974 }. 

En la bios!ntesis del antibi6tico el paso inicial es la -

formaci6n de la lactona, seguido por la adici6n secuencial de 

los azacares ( Corocoran, J.W., 1974 ) siendo esta altima la e 

tapa limitante de la velocidad de síntesis. 

Fig. l. 4. 4. 2 

Mediante estudios con trazadores# se llegó a las siguien

tes conclusiones sobre la biosíntesis del eritron6lido: 

El anillo lact6nico se forma a partir de condensaciones 

sucesivas de propionil CoA y 2-metilmalonil CoA. Una mol6cula 

de propionil CoA es utilizada para la unidad c 3 terminal y las 

otras 6 unidades son derivadas de 2-metilrnalonil CoA ( posibl~ 

mente por enlaces enzimáticos), de esta manera se obtiene el 

intermediario Ji-policet6nico, después de algunas modificacio

nes se produce el 6-desoxieritron6lido B, el cual al hidroxi-

larse en el C-6 forma el eritron6lido B ( este paso requiere -

de oxígeno· y es fuertemente inhibido en presencia de CO ( Vy-

gantas, A.M. y Corocoran, J.W., 1974 ) •• Posteriormente se --



- 25 -

Fig. 1.4.4.l Mecanismo de forrnaci6n del palmitato~ 

(1} Acetil-CoA 

+ 

Malonil-CoA 

(2) Ac-S 
JFASl 

Mal-S 

(3) . Intermediario I 

{4) Intermediario II 

(5) Intermediario III 

(6) Intermediario IV 

Ac-S 

+ [FASf t )FAS] + 2CoASH 

l·ial-S 

H-S 
)FAS] (I) 

AcetoacetiI 

2NADPH + 2H t 
-2H O 

2 
Butiril-S 

)FAS] (II) 
H-S 

Butiril-S 
---- )FAS] (III) 

H-S 

H-S, 
-oxohenoil-S.,[FASJ (IV) 

{7} Se repiten los pasos 4 , 5 y 6 
. Palrnitol-[~ASl cinco veces---- -

*[FAS}= Sistema sistetasa de ~cidos grasos. 
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6-Desoxieritron6lido B, R=ff • 
Britron6lido B, R=OH 

+ 

... i&; ,,, .. 
?.$..?.i.H3 

e 
3-o< -L-Micarosil eritron6lido B 

.j. 
e~ \lf~ ,c.-1~ 

c~ºA "'....&.c,.,a 
JI~ 

~•Qou 
llJ O<I(, 

Britrornicina D ( R1~2=H ) 

/ \. 
Eritrornicina B 

R1=H ; R2=CH3 

SAM: s. adenosilrnetionina. 
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transfiere el residuo L-micarosa de la dTDP-L-rnicarosa para -

susti tuír al grupo 3-0H de la lactona. 

La desosarnina sustituye al OH del C-5 dando eritromicina 

D. 

Más tarde la micarosa sufre una rnetilaci6n, produciéndose 

eritromicina B, o bien el C-12 se hidroxila dando la eritromi

cina C, que a su vez se metila formándose eritromicina A ( Cel 

roer, W.D., -1965 ; Grisebach, H., 1967 ) • Se ha visto que la -

concentración de eritromicina e es igual a la de erítromicina 

A al comenzar la fase de formaci6n del antibi6tico, pero dura!! 

te la fase de crecimiento tardío, la concentraci6n de eritromi 

cina C disminuye rápidamente. En mutantes dependientes de me

tionina, en presencia de pequeñas cantidades de este aminoáci

do, se favorece la producción de eritromicina c. 

A partir de la eritromicina A, algunas cepas de Streptomy 

ces erythreus producen eritromicina E, en la cual la cladinosa 

es adicionada por la vía del orto éster ( Martín, J.F. et al., 

1975 ). Esta eritromicina es la que posee menor actividad an

tibi6tica. 

Con estudios traza se ha demostrado que los grupos metilo 

provienen de metionina. 

1.5 Planeaci6n y .an~lisis de experimentos mediante métodos -
estadísticos. 

El objetivo más importante en un proceso, es trabajar ba

jo condiciones 6ptimas, para así obten@run máximo rendimiento 

y mejor calidad del producto, en un mínimo de tiempo, al menor 

costo posible. 

El proceso 
que se tenga en 

los matemáticos: 

de optimizaci6n, depende del 

estudio, pudiéndose utilizar 

( Kafarov, 1976 ). 

tipo de sistema -

diferentes mode--



Métodos de 
optimizaci6n 
usados en --
Química e --
Ing. Química 

l 
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l.a Optimizaci6n por bú~queda dire~ 
ta del extremo. 

l.b Método de múltiplos de Lagran--
1. Métodos gian. 

Analíticos l.c Cálculo de variaciones. 

l.d Principio de Maximidad de Pon-
tryagin. 

Programa Geométrico. 
,' 2. f"ª Programa 

Matemático 2 ·b Programa Lineal. 

2.c Programa Dinfunico. 

Métodos de {3. a 3. Todas las formas. 
Gradiente 

4. Optimizaci6n mediante control con t4.a Todas -
computadora y modelo de adaptaci6n las for 

mas. 

5. Optimiza--ts. a Análisis regresional .. 
ci6n esta- b 11t • • • ;!! .e dí t• S. An~lisis de correlaciun ; M~to-

s ica. do Brandon ; Método Box-Wilson; 
Método Plackett-Burman ¡ etc. 

l.a Optimizaci6n por b~squeda directa del extremo. 

Es un proceso determinístico representado por funciones 

diferenciales. Es utilizado para maximizar o minimizar una 

sola función, la cual es específicamente analítica. No se 

naneja más de una variable independiente debido a la conpl~ 

jidad del procedimiento dimensional, ej: En el análisis de 

una curva parab6lica. 

l.b M~todo de m~ltiplos de Lagrangian. 

Proceso determinístico descrito por funciones diferencia

les restringidas por desigualdades. Empleado para maximi-~ 

zar o minioizar una funci6n, mediante igualdad de ecuacio-
nes. Es un m~todo muy eficaz en los casos de prograrnaci6n 
que deben reducir el número de dimensiones involucradas ej: 



Para reducir las dimensiones de un tanque de fermentaci6n. 

1.c Cálculo de variaciones. 

M€todo basado en la solución de funciones mediante la e-

cuaci6n de Euler. Se utiliza para la optirnizaci6n de reac

tores adiabáticos multicapa ; condiciones 6ptimas de tempe

ratura para reacciones exot~rmicas irreversibles, en camas 

de flujo cerrado ; condiciones 6ptimas de temperatura para 

reactores químicos, en caso de reducci6n del rango de temp~ 

ratura. 

1.d Principio de maximidad de Pontryagin. 

Se basa en diversos teoremas y siste~as de ecuaciones dife

renciales simultáneas. Se aplica a problemas de control au 

temático { Pontryagin, L. et al., 1961; Boltyansky, v. 
1966 ). 

2.a Programa Geom~trico. 

~todo basado en la optimizaci6n de funciones algebraicas 
1 

del tipo: F{ x 1 , x 2 , ••• ,x ) =~C.P. ( x 1 , x 2 , ••• ,xn) 
n. ~~· J J 

x: son ntímeros reales C: constante positiva. 

Un ejemplo de su aplicaci6n es: para minimizar tiempos de 

filtraci6n ( Kermode, R., 1967 ). 

2.b Programa Lineal. 

M~todo mediante el cual se maximiza o minimiza una funci6n 

de tipo lineal, con variables a optimizar mayores o iguales 

a cero. 

Es muy utilizado en la manufactura de productos con los -

cuales se logra obtener una ~xima restituci6n de materias 

primas ; empleo 6ptimo del equipo ; disminución de costos -

por transporte. 

2.c Programa Din~ico. 

Programa en el cual el proceso se divide en etapas y se -
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optimiza cada una de ellas de maner.aindependien~e a las de

más. Se usa una ecuaci6n funcional de tipo: 

FN(x) = rnáxy {~ N{YN) + FN-l(x-YN) } 
N-1 

En donde: FN(x) es la funci6n a optimizar ¡ N=n~ de etapas 

restantes del proceso¡ x=variable de estado; FN_1 (x-YN) • 

funci6n objetivo para (N-1) etapas sucesivas, después de de 

cidir el valor YN. 

Aplícaci6n: en procesos rnultietapas: destilaci6n, extrac

ci6n, absorci6n. Reactores de cascada, reactores de inter

acci6n en cadena, etc. 

3.a Métodos de Gradiente. 

Método que reduce el número de valores de las variables in 

dependientes, generando as! un máximo cambio en la funci6n cb 

jetivo. Se emplea en reactores sencillo y de interacci6n en 

cascada. 

4.a Optirnizaci6n por computadora y modelo de adaptaci6n. 

Se emplean programas adaptados a computadoras. Utilizado 

en sistemas complejos de Ingeniería Química. 

5.a Optimizaci6n estadística. 

En estos métodos se elabora un modelo conceptual del fer.~

meno en estudio, mediante un determinado diseño. Generalmen 

te se basa en una variaci6n simultánea de todas las varia -

bles del proceso, permitiendo de esta manera estimar la inte.E 

acci6n de variables con un número reducido de experimentos. 

Dentro del rango de optimizaci6n estad!stica se encuentra..~ 

los análisis regresional y los de correlaci6n, los cuales a-

plicados correctamente, pueden proporcionar límites adecua¿~s 

para establecer una relac~6n entre las variables del proces~ 

y las condiciones 6ptimas. 

En estos m~todos las variables independientes se denomina~ 
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" factores " y el espacio coordinado " espacio factorial ". 
En el espacio factorial, la semblanza geométrica de las funci~ 

nes de respuesta, es la" superficie de respuesta", de esta -
manera se manejan los datos en una línea y una región 6ptimas. 
Fig. 1.5.l (a) Superficie de respuesta. 

(b) Representaci6n del contorno de superficie. 

respuesta 

\ c~~;~rno de 
~uesta 

{a) (b) 

Para simplificar el trabajo, es necesario seleccionar una 

funci6n simple, desde el punto de vista matemático, para después 

de una forma progresiva hacerla más compleja y asimilar las re

laciones del sistema real. El modelo más sencillo de que se -

dispone es el de tipo " lineal " siendo, en este caso, muy útil 
la ecuaci6n de regresi6n, en la que se encuentran condensados -

todos los datos que contiene una rnatríz inicial y expresa la -

contribuci6n de cada factor o variable del proceso a la respue~ 
ta. 

IC k " 2 
Y'=b + ~ b .X • + S b . X X • + g b .. X . + ••• 

O J:I J J ~j:1 UJ U J j:f ]] J 

b: coeficiente de regresi6n 

b
0

: término independiente 

términos lineales 

t~rminos cuadráticos 
interacci6n de t~rminos 
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El coeficiente de regresi6n es una variaci6n que experi-

menta la respuesta, debido a una variaci6n unitaria variable. 

Se calculan por el método de mínimos cuadrados. 

Pueden presentarse diversos casos particulares: 

- Regresi6n lineal con una variable: y=b
0

+ b 1x los coeficien

tes se calculan por medio de determinantes. 

- Regresi6n parab6lica: y~b0+ b 1x + b 2x 2 Al tenerse una ecua

ci6n de regresi6n polinomial de cualquier orden, en el método 

de mínimos cuadrados, se buscará resolver el sistema de ecua

ciones lineales, mediante un sistema de ecuaciones normales. 

- " Análisis de correlaci6n " La dependencia de una variable -
independiente ( el experimentador puede ajustarla al nivel -

que desee } con una dependiente { es la respuesta )~e denomi

na correlaci6n. 

- Método de correlaci6n mrtltiple: y=b
0
+ h 1x1 + b 2x2 + ••• +bkxk 

Se resuelve mediante un sistema de ecuaciones normales. En -

muchos casos es necesario el auxilio de una computadora. 

- Análisis regresional en forma de matrices: Se elabora una -
matríz en donde las variables independientes deber~n ser li-

nealmente independientes. Se utiliza la variable duinmy=x
0

=1 

Nalimov, v. et al., 1965 ). 

'Y=boxo + blxl + b2x2 + •.• + bkxk 

- Desarrollo de ecuaci6n de regresión múltiple por el método -
....... 

de Brandon: y=af1 Cx1 )f2 (x2 ) ••• fj(xj) ••• fk(xk) en donde 

f.(x.) es funci6n de xJ. ( Brandon, D., 1959 ). 
J J 

En el diseño experimental se busca una estrategia con la 

cual se obtenga un modelo adecuado, con un mínimo de experime~ 

tos. Los diseños factoriales son los más ind.icados, debido a 

que son los que más se acercan al diseño ideal y se pueden gr~ 
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ficar fácilmente. ( Box, G. et al., l97d ). 

En un diseño factorial se fija un cierto número de valo-

res o niveles para cada factor, el cual varía lentamente de un 

experimento a otro. Si todas las combinaciones posibles de 

factores, son usadas, el experimento es un diseño factorial 

completo. 

Dentro de los diseños factoriales, los más importantes -

son los de 2 niveles 1 debido al ahorro de experimentos que re

presentan ej: Para un diseño factorial de 2x3x5 se necesitan 

30 experimentos ( se deben variar los factores uno a uno y no 

sé observan:. las interacciones ) , si en cambio se utilizan 2 -

niveles ser§.: 2x2x2 =2 3 = 8 experimentos. 

En este tipo de diseño, se tiene un punto central, o nivel 

base, un nivel superior (+l) y un nivel inferior (-1), con lo 

cual se obtiene un modelo ortogonal. 

Geom~tricamente, el diseño se puede interpretar como un -

cubo, en el que cada esquina representa uno de los 8 experime~ 

tos. 

Fig. 1.5.2 Representaci6n geom€trica de un diseño factorial -
con 2 niveles. 

Todas las combinaciones posibles en 2 niveles, quedan re

presentadas en una matríz, la cual se elabora mediante la ecu~ 
ci6n N=2k en donde: N=n~ de experimentos ; K=n~ de varia -

bles. Para que se cumpla la ortogonalidad, todas las columnas 

de vectores deberán sumar cero, con esto se reduce la dificul

tad para calcular los coeficientes de regresi6n, pues al ser -
diagonal el número de experimentos, en la matr!z inversa los 



coeficientes de regresi6n ser~n independientes. 

Ecuací6n de regresi6n: 

Con la ecuací6n de regresi6n, la cual se obtiene al fina

lizar los experimentos, se pue=en estimar las interacciones en 

tre las variables, así como sus efectos, todo ello sinplifica

do por el Algoritmo de Yates, cuyo procedimiento se basa en u

na secuencia de sumas y diferencias de los resultados obteni-

dos en los experimentos. 

Ventajas de los experimen~os factoriales: 

l. Son los diseños experimentales más perfectos de que se dis 

pone. 

2. Fáciles de planear y calcular. 

3. Al ser balanceados, cualquier error de experimentaci6n, -

sistemático tiende a eliminarse. 

4. Los ejes de regresi6n ( columna de niveles de cada factor ) 

son perfectamente ortogonales, o sea, se calculará que todas 

las variables t~J'lgan un grado de influencia similar, para que 

de esta forma se refleje en la respuesta su acci6n verdadera 

y no opaque a otras variables. 

S. Se ahorra tiempo y se redGce el costo de experimentaci6n. 

Desventajas: 

l. Puede darse el caso de que se trabaje fuera de la región de 

inter~s~ 

2. Si los niveles superior e inferior no se eligen correctamen 

te, pueden tenerse 2 inconvenientes: Si el rango de trabajo 

es nuy pequeño, el error ex~e=imental puede dominar los resul 

tados ; si el rango es muy a.":'.plio el modelo lineal no se cum-
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p.le. 

Existen varios m€todos que por sus características de ef i 

ciencia y fácil estructura 1 pueden aplicarse al diseño y opti
mizaci6n de procesos. 

M~todo Plackett-Burman. ( Fabila, C .G., 1980 ) • 

Este m~todo se basa en un diseño factorial completo, ela

borlindose una matríz, mediante combinaciones maestras de nive 
les~ Con estas combinaciones maestras pueden llegar a obser

varse hasta 100 factores de manera simultánea, las más comunes 
son: 

N= 8 + + + + 
N= 12 + + - + + + + 
N= 16 + + + + - + + + - + -
N= 20 + + + + + + - + - + + + 
N= 24 + + + + + - + - + + - + + - + + 
N= nA de experimentos. 

Cada diseño se emplea para estudiar N-1 variables. Pue-

den utilizarse dummies para completar la matriz, en el caso -

de contar con un número reducido de variables, pero nunca se 

deben usar m~s de 3. 

La matríz obtenida debe ser ortogonal y responde a un ba
lance de bloques, por lo que permite estimar los efectos de -
los factores principales al analizar la ecuaci6n de regresi6n 

Ejemplos de bloques de variables son: A , B, AB., e, AC,etc 

Debido a esta ventaja es utilizado para " evaluar ,el grado 

de influencia de las diferentes variables consideradas " y a
sí emplearlas en la posterior optimización del proceso en cue~ 
ti6n. 

Este m§todo permite utilizar un número elevado de varia-

bles ( ej: 11 ) de mane.ra simultánea, por lo que tiene aplica
ci6n a nivel laboratorio. Es rápido y se elabora con un mi:ni 



me ~ . .... ae experirr:e:n._.:J)s. 

Presenta la des~entaja de los m~todos factoriales, además de -

que deberá conocerse ampliru::ente el prc=eso con el cual se va 

a trabajar. 

Método Box-~i:son. (Rose. L.M., 1981 ). 

Corresponde a un diseño factorial co~?leto, en el cual se de 

berá diseñar una matríz con N-2 experi~entos y cuya estructura 

como en el m€todo anterior, corresponde a combinaciones rnaes-

tras y presenta ortogonalidad. 

Para elaborar la matríz puede usarse un número elevado de 

variables, aunque por razones prácticas, es aconsejable no va

riar simultáneamente más de 4 6 5 variables con 2 niveles. 

Para elegir los niveles superior (+1) e inferior (-1) de 

los factores, se parte de que se tiene una regi6n local para 

experimentaci6n, en vecindad con un punte central. 

Posterior a la experimentaci6n, los resultados se ajustan 

a un modelo lineal, mediante la ecuación de regresi6n corres--

pondiente, siendo posible de esta manera, determinar los valo-

res de los efectos de los factores, taftto solos, como en in --

teracci6n con otras variables. 

En este tl.ltimo paso es de gran utilidad el análisis resi--

dual, mediante el cual es :;::osible conccer las deficiencias del 

:w.odelo y su e~entual mejora. Si los residuos ( todo aquello -
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no considerado en la regresión ) son cero, puede tenerse la -

seguridad de que el modelo matemático está reflejando la reali 
dad. 

Este método permite encontrar " los niveles 6ptimos de va 

riaci6n de los factores considerados 11
• 

El método Box-Wilson es de muy importante aplicaci6n en -

la optirnizaci6n de procesos. 

Ventajas: -
A pesar de ser un modelo lineal, puede llegar a ajustarse -

para revelar el modelo real. 

Es rápido y preciso. 

Al permitir el uso de nW':lerosas variables, de manera simul 

tánea, puede aplicarse a investigaciones de laboratorio. 

Siempre se obtiene una mejora en el proceso. 

Es un algoritmo sistemático, lo cual es de gran valor en u 

na situaci6n compleja. 

No se ha demostrado otra alternativa válida. 

Desventajas:. 

Desventajas de los m~todos factoriales. 

Si las variables elegidas no son las adecuadas puede traba 

jarse en otra regi6n experimental. 

Es primordial la intuición personal y la experiencia del -

investigador. 

Fig. 1.5.3 Representaci6n geométrica de las interacciones en
tre factores, para un diseño factorial con 2 nive
les., 
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Fig. 1.5.3 Representaci6n c;eométrica ::;e las interacciones, p~ 
ra un diseño factorial ce~ 2 niveles. 

(a) Factores princiFales 

' ., 

TxC ~xK • CxK ~ 
(b) Interacci6n entre 2 factores 

' 

:2 
TxCxK 

(e) Interacci6n -
entre 3 factores 

M~todo de Operaci6n Evolucionaria ( EVOP ). 

Con la técnica EVOP, el proceso en estudio se divide en una 

serie de fases consistentes en un ciclo repetitivor Cada ci-

clo puede comprender un diseño factorial completo o fracciona

do. Al terminar cada etapa, se separa el punto con mayor prc

ducci6n y se emplea como centro experi~ental de la fase si 

guiente. ( Box, G. et al., 1978 ) .• 

Para pasar de una fase a otra, las modificaciones deberán -

ser mínimas, para que de esta manera ~uedan detectarse difereE::; 

cias muy pequeñas con respecto al prcceso normal, adem&s de -

que el error experimental queda prácticamente eliminado. 

Al llegar al 6ptimo deseado, los resultados se ajustan a ur. 

modelo lineal, mediante la ecuaci6n de regresi6n correspondie~ 
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Gráficamente el procedimiento es de la forma siguiente: 

Box, G., 1957 ). Fig. 1.5.4. 

G>U ,,.o T·~ T"C. ,.·c. IJuev~s co1'\d16~ 

o.<IS::Z O.M' • • .:z¡qi 4100 30 • • .3S 
.!O • • 'U·S' o.'lt.-. .30 

• ~s isOI %~ • • ~s 
o.~o @&don~ 

~f.s u.:. '"" 2%3'- "· .;;it. revi~ra • • ~ • • 2' • • ~o 

:vi J.o " 'J.'I .J.o ~ ~.~ .J.o V ~·" .a.• 3,.t.. 4.:t " 1.2. fase experimental 

(a) Rendimiento del producto ( %) • 

{b) Producci6n por d!a. 

{c} Costo por unidad de producto. 

(d) Diseño de la 2A fase. 

Variables independientes: Temperatura de reacción, velocica~. 

Variables dependientes: 
e a optimizar ) 

Rendimiento, producci6n, costos. 

Cada ciclo se trabaj6 con un diseño factorial completo, ~a=a 

2 variables (22) con un centro experimental. 

( Lowe, G., 1964; Lipovchak, M., 1964 ; Carpenter, B. et al 

1965 }. 

Ventajas: 

Es un m~todo con el cual sa detectan variaciones minimas. 

Tiene aplicaci6n a nivel planta piloto y escala industria:~ 

ya que si se utilizaran métodos en los cuales se detecten e~ 

bios fuertes, las condiciones de operaci6n podr!an resulta= -

peligrosas o de costo muy elevado. 

Desventajas: 

Se deben variar pocos factores ( ej:3 } ya que de otra fc:==-..a 

resultar!a complicado detectar interacciones. 

- No es atil a nivel laboratorio. 
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Método EVOP SIMPLEX. ( Kafarov, V. 1976 }. 

Es una variaci6n del método EVOP, ya que también es repeti

tivo,en este caso se elabora una figura geométrica, definida 

por un número de puntes equivalente al número de factores más 

uno. Los puntos son equidistantes en el espacio dimensional, 

por lo que cumplen con la propiedad de ortogonalidad. Ej: 

Para un solo factor se tendrá una línea { 2 puntos ) ; para 2 

factoresr se tendrá un triángulo { 3 puntos ) ¡ etc. 

Es aconsejable no manejar más de 4 variables simultáneamen

te, pues su diseño geométrico será difícil de visualizar. 

Diseño para 2 factores: 

' 

~ ~ 
Después de obtener el diseño del primer experimento, se --

busca el punto con rendimiento menor y en su cara opuesta, 

se plantea ei nuevo S!MPLEX. Se continüa de la misma manera 

hasta llegar a la región 6ptima deseada. 

Este método se utiliza en la optimizaci6n de procesos en -

planta piloto y laboratorio, aun.que resulta m¿is lento que los 

m§todos anteriores. 

Ventajas: 

Se considera que al tenerse un movimiento rápido de los fac

tores, no es necesario reducir experimentalmente el error pa

ra cada punto. 

Desventajas: 
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- Es un ~€todo lento~ 

- Restringido a un nusero reducido de variables. 

- No proporciona la retroalimentación científica del EVOP. 

Método EVOP ROTATORIO. ( Fabila~ C ."G., 1980 ) • 

Este método está representado por una ecuación cuadrática, 

debido a que este tipo de ecuaci6n no puede ser ortogonal, se 

ide6 un método mediante el cual la ecuaci6n de regresi6n con

serve su precisi6n, aGn cuando se tengan rotaciones de los e

i¡es coordenados, durante la optimizaci6n. Esto es que posea 

la propiedad de rotabilidad o girabilidad. 

El procedimiento es el siguiente: 

A un determinado diseño factorial ( ej: Con experimentos 

l, 2, 3, 4 ) se le añaden experimentos sobre los ejes ( ej: 

5, 6, 7, 8 ) y a una distancia del origen o centro experimen

tal, que sea proporcional a la esfera que envuelve el facto-

rial ( ej: 2 ). Con el objeto de disminuír correlaciones en

tre los coeficientes de regresi6n, se añade un número deterrni 

nado de experimentos centrales {ej: 9 1 10, 11, 12, 13 } que -

permiten adicionalmente~ calcular el error experimental. Los 

experimentos girables pueden constar hasta de 7 factores, un 

n1írnero m~s elevado de ellos, traería consigo un exceso de ex

perimentos. ( Box, G. and Wilson, K. ). 

Componentes para diseños centrales. Compuestos girables -

de z.si. orden: 

Ko. fac Nos de puntos -tores. Factorial en estrella Centro Total Vector de of 

2 4 4 5 10 l. 4142 
3 8 6 6 20 1.6818 
4 16 8 7 31 2.0000 
5 16 10 6 32 2.3784 
6 32 12 9 53 2.8282 .., 

64 14 10 88 3.3636 , 

El número de experimentos necesarios se calcula mediante 

la ecuaci6n: 
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.n 
NEXP=2-:i + 2q + EXP

0 

q: n~ de factores. Hasta q=4 se usa el factorial completo ; -

de q=S en adelante medio factorial confundido por su interac-
ci6n superior. El n~ de experimentos centrales ( EXP ) decen o • -
de de cada diseño. o(. es el valor de la distancia de la estre 

~/.¡ <~-·~ -
lla en unidades experime~tales: ot=2 hasta q=4 y e/..=2 pa-
ra q) 4. 

La matr!z planteada es de la siguiente forma: 

N XO 
1 +1 
2 +1 
3 +1 
4 +1 
5 +1 
6 +l 
f +1 
8 +1 
9 +1 

Representaci6n de 
dos. 

3 

t.. 

' 

xl x2 
+l +l 
+1 -1 
-1 -1 
-1 +l 
+..< o 
-e( o 

o +~ 
o -e( 

o o 

las variables, sobre los ejes coordena
X1 

,• ' ., 
d 

4,, ... .,,z, 1) í 

lt 

11 

Finalmente se puede obtener una ecuaci6n de regresi6n, -

q~e presente ortogonalidad. 

Ventajas: 

Es un m~todo rápido. 

Desventajas: 

Se debe trabajar con un ntímero reducido de variables. 

Es un m~todo laborioso tanto en el diseño de experimentos~ 

como en cál~ulos. 



2. EXPERIMENTACION Y DISCUSIO~ DE RESULTADOS. 

2.1 Objetivos. 

La fase experimental de este trabajo se dividi6 en 3 eta-

pas, abordando en cada una de ellas objetivos bien definidos: 

r. Utilizando una cepa de Streptomyces erythreus elaborar un 

medio de cultivo soluble, para la producción de eritromici 

na, con el fin de una pos~erior aplicaci6n en cultivos con 

tinuos. 

a) Determinar que parámetros fisicoqufmicos pueden influ

ir en la producción del antlbiótico. 

bl Probar diversas fuentes de e y N para seleccionar y e~ 

tandarizar un medio que proporcione el máximo de produc

ci6n. 

II. Estudiar la cinética de crecimiento del Streptomyces ery

threus en el medio de cultivo standard. 

III. Por med!o de los métodos estadísticos Plackett-Burman y -

Box-Wilson, optimizar las condiciones de producción de eri 

tromicina en el medio elegido. 
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2.2 T€cnicas de medici6n dE' los diversos parámetros en la fer 
mentaci6n. 

Durante la ferrnentaci6n se midieron los siguiente·s parám.!= 

tros: 

l. Concentración de eritromicina en el caldo de fermentación. 

Método de Bioensayo. 

2. Concentración de carbohidratos totales en el caldo de fer

mentaci6n. Método de Antrona. 

3. pH.en el medio de cultivo. Se utiliz6 un potenci6rnetro e

quipado con electrodo de vidrio. 

4. Deterninaci6n de la concentraci6n celular: 

a) Densidad óptica (D.O ) 

b) Peso seco ( p.s } 

e) Paquete micelial ( P.M.V ) 



2 3 Determinaci6n de los parámet~os fisicoguímicos que iPflu
yen en la producci6n del a~tibi6tico. 

En base a los estudios reportados en la literatura, se -

consideraron las principales variables que pueden afecta= la -

producci6n de eritro~icina, tales com9: 

l. Temperatura. 

2. Variaci6n del pH durante la fermentaci6n. 

3. Evaporaci6n del nedio de cultivo. 

4. Concentración de oxígeno disuelto. 

5. Presencia de inductores. 

Con este fin se utilizó un medio de cultivo comple]o, con 

la siguiente formulación: 

Glucosa 10 g (NH4}2so4 6 g 

Melazas 10 g NaCl 2.5 g 

Ca(C0
3

) 8 g H
2

0 cbp 1000 rnl 

pH antes de esterilizar 7.6 

2.3.1 Influencia de la temperatura. 

Se trabaj6 a 37ºC y 34ºC observ~ndose que la mejor tempe

ratura, tanto para el creciroiento del micelio, como para la -

producci6n de eritromicina es de 37°C. 

2.3.2 Variaci6n del pH durante la fermentaci6n. 

Durante las primeras horas, se observ6 un aumento en el -

pH, a las 72 horas comenz6 a descender, para finalmente a las 

120 horas aumentar de nuevo hasta un pH de 8. 

Se ha comprobado que en casi todos los medios, el pE pre

senta este tipo de variaci6n. Se supone es originada por la 

desaparici6n de azúcares del medio y subsecuente utilización 

de ácidos orgánicos intermediarios, sumado a la aparici6n de -

compuestos nitrogenados, resultantes de la lisis celular ~ Stark 

W.M. & Srnith, R.L., 1961; Gros, I. et al., 1978 ). El a:.:::en-
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VARIACION DEL pH DURANTE LA 
F,.gID{ENTACION 

~ pH v.s. t ) 
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::. :;.:iras 
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to de p3 corresponde al período de producción del antibiótico, 

a su vez dicha producci6n es paralela al consumo de car3ohidra 

tos. 

Es muy importante tomar en cuenta la variación del prl con 

la esterilizaci6n, para así evitar que salga de los rangos de 

producci6n o de estabilidad de la eritromicina. Fig. 2.3.2.l 

2.3.3 Evaporación del medio de cultivo. 

Este es un punto muy importante, ya que si la eva¡:oraci6n 

alcanza límites considerables, pueden tenerse errores en la i~ 

terpretación de resultados, así como problemas de transferen-

cia de raasa. 

Se han reportado pérdidas de un 10-20% en volumen para m_§; 

traces agitados. ( Solomons, G.L .• , 1969 ) .. 

También se ha demostrado que el tipo de tapón tiene una -

gran influencia, ya que en parte dependerá de su volumen y ti

po de material el grado de evaporaci6n. No debe olvidarse que 

un tapón húmedo facilita la contaminaci6n. 

La temperatura de incubaci6n y la velocidad de agitaci6n 

también influyen en este caso, mas no sucede as! con el volu-

men inicial del medio de cultivo= 

Condiciones de experimentaci6n: 

Medio inoculado ; tiempo de fermentaci6n 192 horas ¡ T 37°c ; 

agi taci6n 200 rpm ; Matraces Erlen :-ieyer de 250 ml con 70 ml -

de medio. 

Posterior a la pérdida por esterilización, se observ6 una 

evaporación continua de 0.03%/hora, llegando hasta un 10% de -. 

pérdida~ lo que se utiliz6 como :factor de correcci6n en los ex 

perimentos sucesivos.. Fig. 2.3.3.l 

La evaporación del medio se calcul6 por dif'erencia de pe-

so. 
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EVAP0RACION DE:. MEDIO DE IX'L'i'IVO 
DURANTE IA FERHENTACION 

Peso del medio v.s t 

a) 
66.666_, e) 64.266_0 963 
66.666 ... 66.666 . 

b} 66.166 o 992 f) 63.133 o. 947 66.E66 • 66. 6.66 

e) 65. 733_0 986 
66.666 • g) ~~:~66-0.939 

d) 
64.733 0.971 
66.666 

Pérdida oor esterilizaci6n: 4% 
Pérdida ~or fermentaci6n: 6% 
Factor de correcci6n: 10% 
Pérdida por fermentaci6n 
por hora: 0.03% 

72 120 144 168 192 

t horas ) 



2.3.4 c~ncentraci6~ de Oxigen0 ~isuelto. 

La c0ncentraci6n de oxígen~ desuelto es sumamente impor

tante y en fermentaciones aerobias puede lleqar a ser un fac

tor limitante, por lo que deberá encontrarse en concentración 

superior a la crítica. 

En !a biosíntesis de eritro~icina, el oxígeno es necesa

rio para la descarboxilaci6n oxidativa del ácido pir~vico a á 

cido acético, el cual es un intermediario obligatorio en la -

síntesis { Pácar J. et al., 1918 ). 

Durante la fase de producción del antibi6tico, el micelio 

es m~s denso, por lo que aumenta la viscosidad del medio y se 

dificulta la transferencia de oxígeno. 

Se ha demostrado que la transferencia de oxígeno a tra-

v~s de tapones de algodón es menor conforme el tap6n es más -

denso, teni~ndose ade:rr~s un a~ento en la concentraci6n de -

co2 en el matraz. 

Considerando todo lo anterior, se fij6 un volumen de me

dio de aproximadamente un tercio del volumen del matraz. Se 

usaron tapones de algodón y gasa de volumen uniforme y una a

gi tací6n promedio de 200 rpm. 

2.3.5 Presencia de inductores. 

Se utiliz6 n-propanol con:o inductor de la bios!ntesis de 

eritromicina, ya que es un precursor del propionil-CoA, el 

cual entra a formar parte del anillo lactona. Se ha encentra 

do que las cepas de Streptomyces erythreus, con alta product_! 

vidad requieren de una e1evada actividad de la propionato ci

nasa durante la fase estacionaria de crecimiento ( aproximad.! 

mente a las 72 horas). Si el alcohol n-prop!lico se añade -

durante el primer período de fer.::entaci6n, puede suprimir la 

bios!ntesis del antibi6tico. 

Se planeó un experimento para conocer el tiempo de adi--
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ción y concentración más adecuados para el inductor. 

MEDIO DE REFERENCIA 

PRODUCCIOf~ 2000 µg/ml 

tfarina de soya 33 e (rm ) so 
( des~rasada ) 4 2 4 

Almidón de maíz 31.5 e 
Dextrina 30.4 g 

r::i antes de esteri 7.2 
lizar 

Condiciones de cultivo: 

Matraces Erlen i·Ieyer de 250 ml 

Vol. medio 50 ml 

Vol. inóculo 2 ml 

Edad dei inóculo 36 horas 

Corrección de volumen 10~ 

pH antes de esterilizar 7.2 

Temperatura de incubación 37°C 

Agitación 200 rpm 

CaC03 

H2o cbp 

Tiempo total de fermentación 200 horas 

Concentración del inductor ( n-propanol ) (%): 
o.s ; ~.o ; s.o ; 6.o ; a.o ; 12.o 
Tiempo de adición posterior al inóculo ( horas ): 

o ; 24 ; 36 ; 48 ; 72 

2.4 

7.2 

1000 

g 

g 

ml 

Como se observa en la Fib• 2.3.5.l se encontr6 que la prc

ducciór1 se f'a.vorece con bajas concentraciones de n-propanol. -

observándose que la concentración óptima de inductor es de O.S·-;, 

adicionado a las 24 horas de ~ermentación. Fig. 2.3.5.2;2.3.5.3 

Al utilizar concentraciones de inductor superiores a un ¿.~ 

la producci6n se retrasó con respecto a la concentración 6ptir-~ 

además de que se obtuvo un rendimiento menor al de los testi:;c~ 

~or lo que se considera se inhibe la biosíntesis del antibi6ti-

co. 



Fig. 2.3.5.1 'fier.•-v.:i de adici6n y concentraci6n 
del inductor ( n-propanol } ?estigos: 

ln 
3 62 • 9 6 s . 8 9 4 ind:.:.ctor . 
24?.:,:; 5.510 {r..-prop.) 

(%) ,, 

' 1 t (h::;ras) ·~' -:) ln 3.0 ln 5.0 ln 6.0 ln 8.0 ln 12.J ln 

¡) 36.S3 3.609 = ~ =-"" = = = 

! 
511.J 6.236 1 = = 1 .24 = = = 

1 

U" 257.6 5.551 9.376 2.238 7. 460 2.JoJ9 1-1 

1 
! 
-l 

l 
l: 

323.7 5. 779 11. 78 2.466 cont. 36.93 '· "º'I 46.42 3.837 26.22 3.266 
36 323 • .u 5.779 c:mt. 82 .18 4.408 32. 95 3.494 cont. 16.6 2.809 

~ 
• 

82. ~31 4. 408 13.31 4.2941 82 .18 4.408 10:::.29 4. 6371 8.364 2.123 4S 1 
cor::::. j 32 .1S 4. 40ü 1 73.:n 4.294 85.0 4.442 = 11.5.71 4.751 

1 

145. ~- = '4.980 C:J~t. 36.93 3.609 W5.0 » 323111. 7B .;! • 466 65.4 4.181) --iJ'-i 

13') ~ - 'i. 779 2Sf.?2 5. 663 46.42 3.837 cent • 9. 376 2.238 .q .... .J .. ) 
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ln Producci6n 
.... "' 

~ie~po de adic~ó~ del induct~r 

24 36 4S 

K 0.5% 
• 3.0% 
o 6.0~ 

3% 

0.5% 
6% 

t adició:: : ~1~ras 
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6 F::.g. 2. 3. 5. 3 ln Pro:luc.:;í6n 
v.s 

Tiempo de adici6r. del inductcr 

r-1 
E: ........ 

°' :i 

r:: 5% 
'IQ 
.,..¡ 
o 
u 
:::s ro 
23 
'l, 

r:: 
.-! 

8% 



Las muestras de medio de fermentación se conservaron duran 

te 2 neses 1 en tubos de vidrio, a 4°C. Al nedirse de nuevo la 

concentraci6n de eritromicina, ~ediante el =étodo de bioensayo, 

se not6 una fuerte degradaci6n « aproximadar::ente del 50% ). Pu 

do deberse a fen6menos de oxidación del antibi6tico, por lo tan 

to es aconsejable me~ir la producci6n en un lapso máximo de una 

semana. 

2.4 Variaci6n de las fuentes de e y N para seleccionar un me-
dio de producci6n adecuado. 

Se probaroIJ diferentes medios de cultivo, variando las --

fuentes de e y N con el fin de encontrar el de máxima produc -

ci6n. Se utilizaron medios reportados en la literatura o bien 

con aplicaci6n industriál en la producción de antibi6ticos, pa

ra después probar otras fuentes de e y N. 

Las condiciones de experímentaci6n fueron las mismas que -

en el experimento anterior, añadiendo n-propanol a las 24 horas 

en un 0.5%. 

Medios probados: 

{C) Licor de ma!z 4.033 ml (C,N) Harina de soya 3.3 g 
p =1.19 ( desgrasada ) 

(C} Lactosa 90.00 g .In\ Sacarosa 6.0 g \'-1 

KH2Po4 2.5 g {C) Dextrosa 3 .. 0 g 

(N} (NH4 ) 2so4 0-45 g (N) (NH4 J2so4 0.24 g 

Caco3 1.0 Caco3 7.2 g g 

H
2

0 cbp 1000 ml KH2Po4 
1.25 g 

pH antes est. 7.9 H2o cbp 100 ml 

pH ~'"ltes est. 8 



{C) Glucosa 0.15 g ~C) Glucosa 0.15 g 

(C) ~·1elazas 1.5 g [C) Melazas 1.5 g 

(N) Pharrnamedia 5.0 g un (NH
4

}
2
so

4 
0.3 g 

Caco3 0.8 g Caco3 0.8 g 

Na.Cl @.25 g NaCl 0.25 g 

H
2

0 cbp 100 ml H2o cbp lOC wl 

¡;;n antes est. 7.3 pH antes est. 7 

Adici6n de 2.3 ml de scl.O.OSM -
de sacarosa a las 96 horas. 

Estos medios tuvieron una baja produzci6n SOpg/ol. 

También se adicionaron irr~uctores me~álicos que favorecen 

la producci6n de eritromicina: 

B} Fe SO " .MgSO 4 4 

{%j 
I. (C) Glucosa 0.2 II. (C} 

(C} Melazas LO {Cj 

(N} {NH4)2S04 0.6 {:;;} 

NaCl 0.25 

Caco
3 0.8 

H2o 100 ml 

pH antes est.7.9 

pH final A} 8.3 

B} ?.8 

10 ppn a las 24 horas de fer 
mentación. 

Glucosa &~~ 
~elazas .LO 

Urea 0.1 

NaCl C.25 

Caco3 o. 8 

H
2

0 100 ml 

pll antes est. 7.6 
pH final Aj 8.6 

E# 8.1 
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(%) ( %) 
III. (C} Sacarosa 0.1 IV. {C,N) Ha?:':.na de s:::ra 3.3 

(N} Urea 0.1 ( desgrasada ) 

NaCl 0.25 (C) ~~aizena 3.15 

.~.::-:orti.ruador de 
(C) Dextrina 3.04 

c&rbonatos pI1 7 (N) (t;-z:.;) 2so 4 0.24 

pH antes est.7.!: Ca0:3...., 
..::> 

0.72 

pH final A) 9.8 H O 
2 

100 ml 
B) 9.7 pH a:Jtes est.. 7.6 

pH final A) 6.4 

B) 6.2 

Producci6n pg/ml: 
I.A. 265 II.A 86.3 III.A 17.3 .:ZV.A 39.7 

I.B. 198.1 II.B 55.6 III.B 14.2 IY.B 30 

La mayor producci6n se obtuvo con el cedion~ I.A. siendo 

de 265 µg/ml. No se puede considerar definitiva la influen-

cia de los inductores metálicos debido a la presencia de mala 

zas, cuya composici6n no es bien conocida. 

Los pH variaron en límites elevados, :o que no permite u 

na buena producción, ni estabilidad del an:=ibi6tico. 

El medio nA I.A se tom6 como base para algunas variacio 
nes~ en la fuente de Carbono y Nitr6~eno~ 

A. Glucosa +/- 0.05% B. Melazas +/- 0.5% C. (NH
4

) __ S'.J
4 

+/- 0.3% 
.::; '% 

.......... 0.25 ....... / C:.15-....., 

1.5 0.5~ 
I \ ; ~ 

0.9 0.3 0.9 0.3 

l.5, o.s 
,, o ? / ' 0.9 •J 0.9 J.3 

(a} (b) (e) (d) (e) (f) (g) ~h} 
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El medio can mayor producci6n fué el {f): 

Glucosa 0.15% Melazas 1.5% (NH4 }2so
4 

0.3% 

Producci6n Cpg/ml): Medio (f) Medio base 

A las 96 horas de fermentaci6n 316 140.9 

A las 200 horas de fermentaci6n 410 160.1 

Los resultados muestran que la producci6n se favoreci6 al 

disminuir la concentraci6n de glucosa y sulfato de amonio y au 

mentar el contenido de melazas, obteniéndose un incremento de 

250 pg/ml con respecto al medio base. 

Todo esto parece indicar que las melazas contenían al res 

to de los componentes del medio en cantidad suficiente, o bien 

proporcionaron sales inorgánicas o compuestos que favorecen la 

producci6n. 

Finalm~nte el medio con el cual se obtuvo una mayor pro-

ducción fu~: 

(C) Extracto de malta 10 g 

(lir} Extracto de levadura 4 g 

(C) Glucosa 10 g 

H
2

0 cbp 1000 ml 

pH antes esterilizar 7.5 

La producci6n estimada fué de: 1840 µg/ml 

Este medio se eligi6 como medio standard para todos los es 

tudios restantes en este trabajo, ya que cumple con las si 

guíentes características: 

l. Permite un buen crecimiento del micelio y producci6n de e

ritromicina. 

La máxima producción a nivel industrial, utilizando cepas 

mutadas, fué reportada en Francia, con un valor de 3000 µg/ml 

con este medio se produjo aproximadamente el60% (sin cepa -

mutada) por lo que se considera un nivel aceptable. 



2. Es un medio de cultivo soluble. 

3. Los resultados obtenidos se pueden aplicar para la optimiz~ 

ci6n del medio de cultivo a nivel de producci6n del antibi6ti 

co. 

4. Se puede conocer de manera aproximada la composición del me 

dio. 

2.5 Cin~tica de crecimiento del Streptornyces erythreus en el -

medio de cultivo standard. 

Condiciones de cultivo: 

Matraces Fermbach 3 1 Temperatura (ºC) 37 

Vol. de medio std. 1 l Agitaci6n rpm 200 

Vol. de prein6culo 50 rol 

Edad del prein6culo 36 horas 

Se trabaj6 con 4 matraces que se muestrearon cada 4 horas 

siguiéndose la fermentaci6n durante un tiempo total de 108 ho-

ras. 

En el análisis de las curvas de crecimiento obtenidas, se 

observa que el Streptomyces erythreus presenta una curva de 

crecimiento diáuxica, en la que se observan fases estacionarias 

a las 36-60 horas y 84-92 horas~ Fig. 2.5.l ; 2 .. 5 .. 2 ; 2.5 .. 3. 

Aproximadamente a las 80 horas se tiene una caída en el 

.crecimiento 1 posiblemente se debe a que falta un nutriente y el 

microorganismo debe adaptarse nuevamente al medio. 

-1 Este microorganismo presenta una p~0.036 hr 

tiempo de duplicaci6n td=l0.896 hr 

El consumo de carbohidratos es constanter observándose un 

un mayor consumo cerca de las 24 y 40 horas, €sto coincide con 

la etapa de crecimiento exponencial y parte de la fase estacio

naria, por lo que tal vez utilice los carbohidratos tanto como 



fuent"° .:::e ener,...ía, co:-':o para la !'0r:::ación c.ei ""-nillo rr,acrólido 

ée manera simultánea. 

Los azúc&res restantes sor. ::;,ocos y puece ::!eberse <::. iq:i;.e -

aún no ter~in~ la fernentación, ~ bien, son =arbohiara~os que 

no asi~i:~ el ffiicroor;anismo. Fi;_:. 2.5.5 
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CUKVA Dh C1U:oCI~ILt~vJ 
Streptc~vces erytt:reus 

ln ( D.u J v.s t 

• 

0.6 ~, ................................... ~·--.............................................. .... 
o 24 48 72 96 HlS 
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Fig • 2 • :5 • 3 • CURVA DE CP-ECIMIB~"?O 
Streotomyces erythreus 

ln ( PNV ) v.s t 

48 
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CURVA DE CRECIMICNTO 
Streptomyces erythreus 

D.0 v.s p.s 

1 

3 ! s 
p.s ~/l} 
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2.6 Relaci6n de la producci6n del antibi6tico, con la ;roáuc

ci6n de biomasa. 

Condiciones: 

Matraces Erlen Meyer de 250 ml 

Vol. medio std. 50 ml 

Factor de correcci6n de vol. 10% 

Agitación 200 rpm 

T (ºC) 37 

Edad del prein6~ulo 36 horas 

Tiempo de fermentaci6n 196 horas. 

Mediante la gráfica, se concluye que la producci6n de eri 

tromicina es proporcional al crecimiento. Fig. 2.S.6 

Aún antes de comenzar la fase estacionaria se tiene una li 

gera producci6n del antibi6tico, observándose la mayor produc

ci6n a las 120 horas ( 985.9 µg/ml ) y 168 horas ( 1250.2 l1g/ml) 

Después de 72 horas de fermentaci6n hay un incremento a-

precia.ble en la producción de eritromicina, lo que coincide 

con el aumento de pH demostrado en estudios previos. 

Entre las 24 y 48 horas, comienza a au.~entar la pendiente 

de producci6n del metabolito, coincidiendo con el consu.~o ele

vado de carbohidratos. 
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3.. op·.rn:rz_t;.GIOU DE L.~2 ~Oimicro:~ES DE CULTIVO I(EDIAN'fE l·:ETO
DOS ES7A3ISTICOS. 

3.1 Diseño del método Plackett-Burman. 

El primer paso hacia una optimizaci6n definitiva del medio 

de producci6n, es determinar el grado de influencia de las prin 

cipales variables presentes en el sistema. Esto se loer& me -

dia...~te el método estadístico Plackett-Burman. 

La selecci6n de variables se basó en reportes de la litera 

tura y en los experimentos realizados con anterioridad. Se eli 

r;ieron 6 factores, por considerarlos el número máximo de 'Varia

bles que presentan influencia en la producción del antibiótico: 

Te~peratura~ pH, agitac~ón, concentración de carbono, concentr~ 

ción de nitrógeno y concentraci6n del inductor ( n-propanol }. 

Debido a que el método Plackett -Burman es un diseño f'acto 
. ·-

rial completo~ con_2 niveles, se procedió a elaborar la matriz 

correspondiente de 8 experimentos, en base a que: 

nt. ae experimentos - l. = combinaci6n ; ( 8-1=7 ) se adicion6 la 

variable (O), conocida como Dununie, cuyo valor es l y solamente 

se utiliza para completar la matriz. 

Posteriormente se establecieron los l~mites superior (+l) 
e inferior (-1) para cada variable, tomando como centro experi

mental al medio standard y cuidando que el número de unidades ~ 

dicionadas, fuera el mismo que se restó para el límite inf'erior 

l. 

Variables: 

Temperatura: (-)as•c +/-2 

Se observaron los casos extremos, tanto para crecimiento 

del mieroor-¿anismo, como pa~a la producción del antibi6tico. 

3e ha demostrado que para que se produzca el metabolito secuE 

cario$ las condiciones de crecimiento no son las 6ptimas, por 

lo tanto, se tiene crecimiento a 35°C ( -2 unidades ). 



2, 

3. 

4. 

Para el l~ite superior se aumentaron 2 unidades ( 39°C ), a 

esta temperatura aún crece el microorganismo. 

Se consider6 que si la producci6n de eritromicina es pro
porcional a la concentraci6n de biomasa, es de esperarse que 
si el microorganismo crece, se tendrá producción. 

También se torn6 en cuenta que a altas temperaturas, puede 

presentarse fragrnentaci6n del micelio, baja transferencia de 

oxígeno (disminuye su solubilidad en el medio}, decrece la 

viscosidad del medio. 

El rango de variación no fué menor, debido a que es difí
cil variar solo lºC, en las agitadoras donde se trabajó. 

Agitaci6n: (-)100 rpm std.200 rpm (+)300 rpm +/_100 

En el caso de que se tenga un número muy bajo de revolu-

ciones, la agitaci6n puede tener un efecto mínimo, por el 

contrario 1 si es muy elevado puede romperse el micelio. 

pH; (-)6.5 std.7.5 (+)8.5 +/-1 Antes de esterilizar 

La producción de eritromicina se presenta en un rango de 

pH de 6-8. La eritromicina es lábil a medios ~cidos ( 5.5 ) 

y en medios muy alcalinos no hay producci6n. 

Considerando que el pH del medio std. baja ligeramente -
con la esterilizaci6n y que durante la f ermentaci6n se tie-
nen variaciones de l a 2 unidades de pH, de nuevo se conside 

raron los casos extremos. 

Concentraci6n 
de e (-)2 gil std.4 g/l (+) 6 q/l +/-2 .. 

Fuentes de e presentes en el r::edio: Glucosa y extracto -

de malta. 

El Streptomyces ervthreus necesita un fuerte aporte de C 

para sintetizar el antibiótico y para su crecimiento. 
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Solamente se vari6 la concentraci6n de glucosa1 ya que si 

se varían simultáneamente 2 fuentes de e, no se sabrá con 
certeza de cual de las 2 proviene el mayor efecto. Se eligi6 

a la glucosa debido a que se encuentra en una forma más pura 

y se sabe exactamente cuanta se tiene. La concentraci6n del 
extracto de malta qued6 constante, pero se tom6 en cuenta el 
porcentaje de glucosa libre que contiene ( Solomons, 1969 ). 

5. 

La glucosa es necesaria para 

sin embargo se debe recordar la 
presi6n catab6lica por glucosa, 

la formaci6n del macr6lido,-

posible presencia de una re

a nivel de AMP . Se ha llec 
gado a observar inhibici6n del crecimiento con concentracio-

nes superiores a 5~ ( Riviere, J., 1975 ) • Dicha concentra-

ci6n se eligi6 como nivel m&ximo. Para calcular la concen-
traci6n de glucosa, se tom6 en cuenta la glucosa pura y la -

glucosa libre presente en el extracto de malta, su¡_:>oniendo -
que al aparecer nueva dextrosa proveniente de dextrinas, ya 
no estaría en límites superiores al m~ximo, si se considera 
que la glucosa inicial ha sido utilizada. 

Concentraci6n de N: 

(-) 0.1 g N/l std.0.28g N/l (+)0.46g N/l +/-0.18 
L!!xtracto de levadura: 

(-} 1.42 g/l std.4.0 g/l (+)6.57g/.l +/-2.57 

:L.l N puede ejercer una regulaci6n metab6lica, si se en --
cuentra en concentraciones superiores a J.Sg · N/l. Probable 

mente· actúa sobre los intermediarios del metabolismo primario 

y secundario (a nivel enzim~tico ), desviando hacia el met~ 
bolisreo primario, de esta manera el nitrógeno no se utilizaría 

para la pcoducci6n del antibi6tico, sino para el crecimiento 
del microorganismo. 

&e consider6 el K total presente en el extracto de levad~ 
ra ( Solomons, 1!769 ) para no e~:ceder el límite m~xirno :r así 
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fijar el nivel superior. 

6. Concentraci6n de inductor ( n-propanol ), 

(-) 0.2% std. 0.5% (+) o. 8% +!- 0.3% 

El inductor permite obtener una mayor producci6n de eri-
tromicina, en este caso favorece la formaci6n de propionato, 

el cual es m1 precursor del antibi6tico. 

Se sabía, que en caso de exceder una concentraci6n límite 

ya no actuaría como inductor, sino que por el contrario inhi 
biría la biosíntesis de eritrornicina. Si se trata del caso 
opuesto, con una concentración de inductor muy baja, éste no 

ejercerá efecto alguno en la producción del metabolito desea 

do. 

La rn!nima concentraci6n que se había probado fu~ de 0.5~ 
por lo que se tom6 como referencia. 

En caso de no saber que parfunetros utilizar para fijar -
los límites superior e inferior, se pueden tomar corno base -

de cálculo las necesidades mínimas de la célula, con respec
to a ciertos nutrientes, en base a su composici6n. 

Para poder realizar la parte eA-perimental del método 
Plackett-Burmani se siguieron las condiciones siguieqtes: 

Matraces Erlen t·feyer de 250 nl 

Vol. medio 50 ml 
Edad del prein6culo 36 horas 
Vol. de prein6culo 2.5 ml 

Adici6n del inductor a las 24 horas 
Factor de correcci6n por evaporaci6n 10% 
El medio std. se utiliz6 como centro experimental. 
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PLACKETT-BURMA ... ~ 

VARIABLE 

Exp. No. A B e D E F (O) 

1 + + + + 
2 + + + + 

3 + + + + 

4 + + + 

5 + + + + 

6 + + + + 
7 + + + + 
8 

Unida Centro Nivel Nivel. Unidad 
Variable des exp. (-1} (+l) exp. 

A: Glucosa g/l 4.0 2.0 6.0 2.0 
( fuente e ) 

B: E. Levadura g/1 4.0 1.42 6.37 2.57 
( fuente N ) 

C: Temperatura ºC 37 35 39 2.0 

D: Agitaci6n rpm 200 100 300 100 

E: Conc. inductor % 0.5 0.2 o.a 0.3 
{ n-prcpanol } 

F: pH antes este- 7.5 6.5 8.5 1.5 
rilizar 
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Resultados del Plackett-Burman. 

peso seco 
Exp. No. D.O. {mg/rnl) 

1 2.7 2.216 

2 10.221 7.89 

3 0.69 0.521 

4 0.525 0.45 

5 1.35 1.133 

6 3 •. ss 2.8 

1 l. 75 1.369 

8 1.--63 1.304 

Análisis de resultados del 

variable 

A 

B 

e 
n 
E 

F 

Efecto c1á' > 
88.594 

34.071 

-94.705 

-54.010 

-70.860 

39.670 

o 71.632 

Producci6n 
(µg/ml) 

83.7 

10.1 

2.0 

o 
125.0 

731. 93 

84.0 

145.2 

Plackett-Burman. 

t 

1.236 

0.475 

1.322 

o.753 

0.989 

0.553 

V 9 seff 71.632x10
3 

eff 5.l3lxl0 

Producci6n aesp. 
(µg/gr,,.10 ) 

37.770 

1.280 

3.846 

o 
110.326 

261.400 

61. 358 

111. 349 



Tabla· 3.Ll Plackett-Burman. Producci6n específica obtenida ( pg/g )(10 3 

Exp. A B e D E F' {O} 

1 + 37.770 + 37. 770 + 37.770 - 37.770 + 37.770 - 37.770 + 37.770 

2 1.280 + 1.280 + 1.280 1.280 1.280 + 1.280 1.280 

3 3.846 3.846 + 3.846 + 3.846 + 3.846 3.846 + 3.846 

4 o.ooo 0.000 o.ooo + 0.000 + 0.000 + o.ooo o.voo 
5 

~ 
+11.(}. 326 -110.326 -110.326 +110.326 +110.326 +110.326 +110.326 (,j 

6 +261.400 +261.400 -261 .. 400 -261.400 -261. 400 +261.400 +261.400 

7 + 61. 358 + 61.358 + 61.356 - 61.358 - 61. 358 - 1il.358 + 61. 3SB 

a -111.349 -111.349 -111.349 -111 .• 349 -111.349 -111. 349 -111.349 
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Se procedi6 a analizar los resultados de producci6n e:sp~ 

cífica obtenidos. Tabla.3.1.1 ( Faoila, C.G., 1980 ). 

l. Se define como efecto a la influencia de cada factor en 

la respuesta, al pasar de su nivel bajo (-1) al nivel alto 

(+l) y se representa como el promedio de los efectos de un -

factor, cuando los dem~s factores permanecen constantes. 

Efecto= Respuesta (+) 
n,i¡ variables (+) 

Respuesta (-) 
n.ª variables (-) 

Ej: para la variable A. 

Ef t 37.77+110.326+261.4+61.358 
ec ºA 4 

1.28+3.846+0+111.349 
4 

3 EfectoA=88.594x10 

2. Variancia del efecto ( Veff } 

Indica el grado de dispersi6n del efecto, con respecto -
al promedio. 

V { Efecto dummv ) 
ef f nª de dummies 

ej: V _71.632xl0
3 

eff 1 
' 

3. Error standard del efecto (s. Eeff ). 

S. E --= V -- ej: S. E --= 5.131xI09 
err err err 

4. t Student's (t
8

) 

Es la probabilidad de ocurrencia del efecto, con respec

to a una distribuci6n normal. 

Efecto 
ts s. Eeff 

ej: 88.594x103 

t 5 A 71.632xlo3 

Considerando los valores absolutos de los efectos, se co!! 

cluye que la mayor influencia la presentan: 

l.A Temperatura 2.a Concentración de C por glucosa 



3.11 Concentraci6n de inductor ( n-propanol ). 

El medio con mayor producci6n fué el n~ 6, por lo que se 

empleó para la optimizaci6n. 

3.2 Diseño del método Box-Wilson 

Después de determinar los factores que influyen de mane

ra m~s significativa en la producci6n del antibi6tico, el si

guiente paso a seguir fuá encontrar las condiciones óptimas -

del medio. 

Para llevar a cabo la optimización del medio de cultivo 

se utiliz6 el experimento factorial Box-Wilson. 

Un experimento factorial completo es aquel conjunto de -

observaciones qae comprende todas las combinaciones posibles 

de los niveles de las variables o factores. 

Con fines prácticos el mayor número de parrunetros que -

pueden variarse es de 4 6 5, cada uno con 2 niveles. De esta 

manera si en nuestro sistema encontramos 3 factores, tendre-

mos 23=8 experimentos, todos ellos con condiciones diferentes 

entre sí. 

En base a los resultados obtenidos en el diseño Plackett 

-Burman, el experimento que registr6 una mayor producción fué 

el n_g 6 por lo que se le tom6 como centro experimental para el 

diseño Box-Wilson, con el fin de optimizar las condiciones de 

producci6n del antibi6tico. 

MEDIO Na. 6 

Glucosa 6 g/l 
Extracto de levadura 6.57 g/l 
Extracto de malta 10 g/l 

H20 cbp 1000 ml 

pH antes de ester111 B.5 
zar 
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T (ºC} 35 

Agitaci6n rp~ 100 

Conc. inductor ( n-propanol 
adici6n a las 24 horas 

Correcci6n de volumen 10% 

Matraces Erlen Aeyer de 25\Jl ml 

Edad del prein6culo 36 horas 

Vol. prein6culo 2.5 ml 

(%) 

Matríz planteada para el m€todo Box-Wilson: 

Interacci6n de 
variables No. experimento 

A B 

(1) 1 

A 2 + 
B 3 + 

AB 4 + + 
e 5 

AC 6 + 
BC 7 + 

ABC 8 + + 

A: Temperatura 

B: Conc. de glucosa 

C: Conc. inductor ( n-propanol ) .. 

e 

+ 
+ 
+ 

+ 

La unidad de variaci6n para las variables fu§ la misma que 

se utiliz6 en el diseño Plackett-Burman, excepto para la conce,E. 

traci6n de inductor, en la cual se emple6 un rango m~s pequeño 

debido a lo reducido que resultaban los niveles inferiores. E:. 

diseño se plante6 de la far.na siguiente: 
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Varia::,le Temperatura Glucosa Ina.gc~Rr n-pr p el 
Unidai:es ºC g/l % 

Centro experimental 35 6 0.2 

Unida5 experimental 2 2 0.15 

Nivel {+l} 37 8 0.35 

Ni ve: \-1) 33 4 o.os 

El resto de los parámetros permaneci6 constante. 

Después de9tthrtie~po total de fermentaci6n, los resultados 

obtenidos fueron: 

In ter- peso seco Producci6n Prod. esp. 
acci6:c pHf D.O {mg/ml} (pg/ml) (mg/g cél.) 

(1} 8.3 6.37 4.892 246.000 50.286 

A 8.5 2.70 2.216 85.360 38.519 

B 8.1 6.35 4.892 188.625 38.557 

AB 7.4 4.59 3.587 151.005 42.086 

e 8.3 7.63 5.903 432.513 73.270 

AC 8.4 l. 72 1.402 68.169 48.602 

BC 8.1 6 .. 67 5.153 166.045 32.222 

ABC 7.6 - 5 .. 30 4.175 83.480 19.995 

Para calcular los efectos e interacciones, se utiliz6 el A! 
goritmo de Yates, el cual se recomienda seguir debido a que per
mite manejar un mayor ntírnero de factores y comprobar paso a paso 

los cálculos hechos. ( Fabila, C.G., l98ú ). 

Partiendo de que se conocen los tratamientos y sus respues

tas, se elabora una tabla de la manera siguiente: En la primera 

columna se colocan los tratamientos seguidos, en la segunda co-

lumna se colocan las respuestas ( en este caso la producci6n es

pecífica), para la elaboraci6n de las demás columnas primero se 
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suman los renglones de respuestsis, por pares ( ej: (1} +a ; -

b + ab •.• ) despu~s, nuev&~ente por pares, al segundo renglón 
se le resta el reng;l.6n anterior { ej: a - (1) ; ab - b ... ) -

se continúa con el mismo procedimiento, hasta que el resultado 

obtenido de la suma de los 2 primeros renglones, sea igual a la 
suma de la coumna de respuestas { 2.s:t columna). 

Para comprobar estos cálculos, se Slli-nan los cuadrados de -
los renglones de cada columna y deberá observarse que el resul

tado obtenido en la 3~ collli~na es igual al doble de la suma de 
los cuadrados de la 2A colu.~a y que el resultado obtenido en -
la 4.s:t columna es igual al cuádruplo de la suma de los cuadrados 

de la 2A columna ; la siguiente será ocho veces dicha suma y a
s! sucesivamente. 

Para calcular 1.os efectos individuales, se dividirá la pri 
mera irnea del efecto total ( última columna calculada ) entre 

el número de experimentos o tratamientos. El divisior de las -

siguientes lJ:neas del efecto total es un medio del n'Címero de ex 
perimentos. Los cocientes obtenidos son los efectos individua

les. 

El signo de los efectos individuales se calcula multipli-
cando el signo del nivel de las variables, por el signo áel e-
fecto total correspondiente, ej: Para la variable A los signos 

de los niveles son: -r +, -T + 1 -, +, -, +=+ suponiendo que -
su efecto total tuviera signo {-) el efecto individual sería ne 
gativo. Si se tienen interacciones de las variables, entonces 

primero se multiplican por el signo del efecto total. 

Una vez calculados los efectos individuales, se dividen en 
tre 2 cada uno de ellos y a los nuevos valores se les llama co~ 
ficientes de regresi6n, siendo ~stos los coeficientes de las va 

riables de la ecuaci6n codificada. 
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ALGORITMO DE YATES 

Efecto 
I II III IV V Div Individual 

(lJ 50.286 88.605 169.448 343.537 8 42. 942 
A 38.519 80.643 174.08S - 45. 126 4 -11.281 

B 38.557 121. 872 8.231 - 77.817 4 .-19.454 

AB 42.086 52.217 - 36.895 27.727 4 6.934 
e 73.270 - 11.767 S.162 4.641 4 l.16üi 

AC 48.602 3.529 - 69.655 - 28.664 4 - 7.166 

BC 32.222 - 24.668 15. 296 - 61. 493 4 -15.373 

ABC 19.993 - 12.227 12.441 2. 855 4 - 0.713 

s 343.537 

SCC16438.973 32877. 946 65755.779 131511.56 

De esta manera se lleg6 a la ecuaci6n codificada: 

Y=-42. 942-5. 64A-9. 727B+3. 467AB+O .SSC-3. 583AC-7. 686BC-O .356ABC 

Esta ecuaci6n se obtuvo con los niv·eles de variación (+l) 

y (-1), es decir, con valores codificados. 

Para obtener valores más objetivos, la ecuación deber& 
transformarse a unidades reales, mediante la siguiente ecua 
ci6n de correcci6n: 

Unidad de variaci6n Variable real - Centro experimental 
Unidad experimental 

De aquí se conocen los valores del centro e~erirnental y -

de la unida~ experimental de cada variable,de manera que al sus 
tituirlos en la ecuaci6n codificada, se obtuvo la ecuaci6n real 
Ej: Para la variable A. 

x.. - 35 
~ 

Ecuaci6n real: 

·x - 35)' 
se sustituye COIJIO: -5 .. 64 ( A 2 

Y=262.641-6.34SXA-34.229x6+45I.oo2xc+o.9s4xAx~-s.383xAxc 
-4.S54XBXC-0.593XAXilXC 



A c~ntinuaci6n se verificaron los resultados de la ecua-

ciOnr sustituyendo en ella los valores reales. Los resultados 

experirner.~ales (Y) deberán ser iguales o muy cercanos a los ob 

tenidos en la ecuaci6n Y. 
Los valores que se sustituyen, son los indicados por los 

niveles en la matríz inicial, ej: Para A : Se tiene+, -, + 

los valores que se s~stituirán en la ecuaci6n: XA 37 ; x3 4 ; 

XC0.05 

Si despu~s se resta al valor Yobtenido con la ecuaci6n, 

el valor Y experimental, se 

indican que tanto se aleja 

y Y' 
(1) 50.286 50.064 

A 38.519 38.276 

B 38.537 38.182 

AB 42.086 41. 758 

e 73.270 73.064 

AC 48.602 48.371 

BC 32.222 31.843 

AbC 19.995 19.574 

obtienen los residuos, los cuales 

o acerca el modelo, a la realidaé!.. 

residuos 

-0.222 

--0.243 

-0.375 

-0.327 

-0.206 

-0.231 

-o. 379 

-0.421 

De los resultados obtenidos se concluye: 

l. La mayor influencia favorable a la producci6n, la presenta 

la concentración de inductor ( n-propanol } cuando no se en-

cuentra interact~ando en nivel alto, con ninguna de las otras 

variables. 

2. Los residuos obtenidos son muy cercanos a cero, lo que co
rrobora, que el modelo obter.ido es v~lido y muy cercano a la 

realidad. 

3. Las varia bles consideradas, as! co:rao sus rangos, fueron 

los adecuados • 
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4. Debido al bajo valor de los residuos, no es necesaria nin 

guna modificaci6n a los factores. 

5. Al interactuar las 3 variables, la producci6n es mayor si 

se encuentran en su nivel bajo. 

6. Se demuestra la rapidez y eficiencia del método. 

Los resultados revelan que el medio No.5, con concentraci6n 

elevada de inductor, es el :r.iedio óptimo para la producción de 

eritromicina. 

Glucosa 

Extracto de levadura 
Extracto de malta 
H O 2 
pH antes de est. 

T (ºC) 

Agi taci6n rpm 

Conc. inductor { n-propanol ) 

Correcci6n de volumen 

Vol. medio 

Matraces Erlen I·!eyer 

4 g/l 

6.37 g/l 

10 g/l 

1000 ml 

8.5 

33 

100 

0.35% 

10 % 

SO ml 

250 ml 

La producci6n del antibi6tico,en relaci6n a las interac -

cienes entre las diferentes variables utilizadas es; 

C } ( 1) ) AC ) AB ) A y B ) BC > ABC 

Lo que presenta apreciable interi§s para el análisis de los 

resultados, en la cptimizaci6n del medio de cultivo. 

a) Conc. de glucosa·(C).- La concentraci6n 6ptima de glucosa 

fué de 4 g/l correspondiente al nivel (-1) esto indica que 

en una concentraciOn superior, podría resultar desfavorable 
para la producci6n del antibi6tico. Se puede objetar que es 
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una cantidad igual a la que se utiliz6 en el medio standard -

al iniciar el método Plackett-Burman y menor a la del centro 

experimental en el Box-Wilson ; µor ello es necesario recor-

dar que las condiciones fisicoquímicas en el primer caso fue

ron totalmente diferentes y en el segundo caso se variaron la 

temperatura y la concentración de inductor. 

Se observ6 que la producción aumenta cuando tanto la con 

centraci6n de glucosa, como la temperatura, están en sus nive 

les bajos. Considerando que el crecimiento es función princ! 

palmente de la temperatura y que el medio optimizado tuvo una 

mejor producci6n que el medio base, se puede concluir que pa

ra este medio una concentración superior a 4 g/1 ejerce un e

fecto desfavorable sobre la síntesis de eritromicina. 

b) Conc. de extracto de levadura (Ii).- La concentraci6n de 

6.37 g/l es la 6ptima para la producci6n del antibi6tico. 

Con los datos obtenidos con el método Plackett-Burman, se ob

serva que a mayor concentraci6n de nitr6geno, la producci6n -

de biornasa aumenta, pero también es mayor el rendimiento del 

metabolito en estudio. Esto puede derivarse de que ambas Pr.2. 

ducciones se relacionan directamente. 

Si la concentraci6n de nitr6geno es muy baja, tal vez no 

satisface las necesidades básicas del microorganismo, por lo 

que éste no se multiplica, redundando en una baja producci6n 

de eri tromicina. 

Por lo tanto, a esta concentración se favorece la sínte

sis y no se puede considerar que existe una desviaci6n total 

hacia el metabolismo primario. 

El extracto de levadura, proporciona además vitaminas y 

aminoácidos que intervienen en la biosíntesis del eritron6li

do. Ej: Metionina. 

e) pH.- El nivel de pH 6ptimo f'ué de 8.5 antes de est.(+l) 



Bn cierto modo se esperaba este resultado, ya que al esteri_ 
lizar~ el pH de este medio disminuye aproximadamente hasta 7 
tenién:i.ose después las vari.aciones habituales de la ferment_§! 
ci6n de eritromicina. La producci6n máxima se obtuvo con un 
pH de 7.5-8 a 33°C. Al tener pH iniciales, menores, la esta 
bilidad del antibi6tico dis:Dinuye, así como pueden resultar 

afectados los co:::ponentes del medio. 

La producci6n aument6 al incrementarse el pH, aproximada

mente después de 48 horas de fermentaci6n. 

En este tipo de fermentaci6n, se tiene la dewentaj a de no 

poder controlar el pH, por lo que no puede darse una respue~ 

ta contundente en cuanto a su influencia favorable sobre la 
producci6n. 

d) Temperatura.- El nivel 6ptimo de temperatura fué 33ºC -

(-1) .. Inicialmente, en el método Plackett-Burman, se obser

v6 que es la variable con mayor influencia sobre la bios1nte 
sís de eritrollicina. 

Se comprob6 que a menor temperatura, se favorecen las pr2 

ducciones, tanto del antibi6tico, como de biomasa, teniendo 
~sta última rangos semejantes en todos los experimentos. 

Esto indica que es una temperatura que favorece el creci
miento del microorganismo, aunque no es la temperatura 6ptima 

de crecimiento, además al disminuír el valor de esta varia-

ble, se induce al microorganismo a una mayor producci6n del 

rnetabo1ito secundario deseado~ Fig~ 3.2.2 ; 3.2.3 

El efecto es aún m~s favorable con concentración elevada 

de inductor ( O. 35% ) y co,ncentraci6n baja de glucosa ( 4 g/ 1) 

tal vez se debe a que a esta temperatura el microorganismo E: 
tiliza al inductor para sintetizar el antibi6tico y no tanto 

para la s!ntesis de ác. grasos y crecimiento. 
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Producci6n de eritroffiicina v.s. t 
T: 37ºC ; pH antes est. S.5 ; Agitaci6n 100 rpm 
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Fig. 3.::.2 Proc:.:==.:.6n de eritrot:úcina v.s. t 

T: 33°C ; pH antes est. 8.5 ; Agitaci6r. 100 r;n: 

(C\X 

24 36 60 84 Sé 
t ( horas ll 
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e) Agitaci6n.- La agitación 6ptimc:. f'ué de 100 r¡;m. {-1). 

Tanto el crecimiento celular como la producción oe antibi6ti 

co, sufrieron un incremento notable al utilizar oajas revol~ 

cienes. Puede deberse a que con una agitación más rápida, -

se induce una fragmentaci6n parcial del micelio. 

En el caso de la formación de esférulas de gran tamaño, -

resulta imposible romperlas, aún cuando se aumente la agita-. 

óión. 

f') Concentración de inductor ( n-propanol ).- Nivel óptimo 

0.35~ (+l). Se demostró la necesidad de un inductor que fa

vorezca la síntesis del rnetabolito. 

Con el método Box-Wilson, se demostró que ejerce una gran 

influencia cuando se encuentra en concentración superior 

(0.35% ) y el resto de los factores en nivel bajo, aunque no 

hay interacci6n con ellos. 

Se observó que a concentraciones muy bajas ( menor a 0.2%) 

su efecto es prácticamente indetectable y a concentraciones 

elevadas ( mayores a 0.5% ) ejerce un efecto de inhibición -

sobre la producci6n del antibi6tico. 

También se notó que el efecto menos favorable a la produ~ 

ci6n f'ué cuando se tuvieron todos los factores en su nivel al

to. 

La producc16n con el medio optimizado result6 enormemente 

menor, con respecto a la obtenida en el Plackett-Burman, ésto 

se atribuye a la edad de la cepa, ya que a pesar de que la su~ 

pensi6n de esporas se almacen6 a 4°C, el ~icelio puede crecer 

favoreciéndose la formaci6n de esférulas de dimensiones tales, 

que no ~ermiten la entrada de sustrato a la célula, además de 

que el ~reducto sintetizado en el centro de la esférula no lo-

8ra salir totalmente al exterior. 

Esto se basa en que el experimento testi~o di6 una produ~ 

ci6n de ó4 p,o;/ml que es aproximadamente 6 veces menor a la ob-
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tenida con el :nedio opti::::.izado. 

Es reco~endable púrtir oe un r.~evo cultivo inclinado cada 

:::es, para obtener resultados reproauciLles y así evitar que pa -

sen desapercibidos factc:-es determinantes, tales como la variab! 

lidad de la cepa. 



- 88 -

l) El Stre::-tomyces ervthreus es ur.. ¡;¡icroor.~anismo que presen

ta una curva de creci~iento diáuxica para el medio probadot -

con fases estacionarias detectadas a las 36-bO y 84-92 horas • 

2) 

3) 

.:i 
El creci~icnto presenta un r=0.035 hr y td=l0.896 nr. 

La producción de eritromicina es proporcional al crecimie!! 

to, teniéfidose un máximo de producción a las 120 y 168 horas 

de fermentación. 

4) Es necesaria la presencia de inductor ( n-propanol ) para 

favorecer la producci6n del antibiótico y deberá añadirse en 

bajas concentraciones. 

5) Las variables que oás.influyen en la producci6n del metab,2 

lito son: concentraci6n de inductor. concentraci6n de carbo

no por glucosa y la temperatura ( cuando se trabaje en las -

mismas condiciones que se probaron). 

6) La ecuaci6n de regresión real, a·: la cual se lleg6 es váli

da y muy cercana al modelo real. 

7) Es aconsejable la utilización de métodos estadísticos para 

la optimizaci6n de las condiciones de cultivo en fermentacio

nes, ya que simplifican el trabajo y representan un notable -

ahorro de tiempo y costos en la investigaci6n. 

8) A pesar de la variabilidad biológica presentada por el mi

croorganismo~ pudieron obsefvarse resultados congruentes. 

9) El medio optimizado no es econ6micamente aceptable, debido 

a su elevado costo, sin embargo es un buen índice para cono-

c-er el comportamiento del microorga.~ismo y demostrar las ven

tajas que ofrecen los métodos estadísticos. 
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10) La secuencia ,::ue se ¡_-ro~.:me para 1·or·:ular, desar-rnllar y -

optinizar un medio de cultivo es: 

a) Revisión bibliográfica sobre las característics..: del pro

ducto, rutas met;abólicas r:;.ás aceptadas para su rrc::ucción, -

características del microor~anismo. 

b) Selección de las técnicas de medición. 

e) Establecer que parámetros fisicoqufrücos influyen en la -

producción del metabolito aeseado: ~.i, temperatura., a~ita-

ci6n, evaporaci6o, edad del cultivo, volumen ael ir.5culo, vo 

lumen del medio, concentración de inductores, tier.:;:o para la 

adición del inductor. 

d) Variar diversas fuentes de los principales nutrientes ( e 
N, S, P ), puede tornarse coco base un nedio sintético o la 

composición del nicroorganismo. 

Selección y estandarizaci6n del medio de cuativo. 

Observar la cinética de crecimiento y de producción en el 

medio elegido. 

e) Aplicación de los métodos estadísticos Plackett-Burman y 

Box-Wilson, para la optimización definitiva del medio de cul 

tivo. 
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:>. .AP_¿NDICT:. 

5.l Equipo. 

Una agitadora e incubadora con ambiente controlado ; de -

piso ( New Brunswick, Scientific Co., Inc. U.S.A. }. 

Un potenciómetro Corning, modelo 125. 

Un fotoc:;.lorimetro Bausch & Lomb, Spectronic 20. 

Una centrifuga clinica, con regulación de velocidad y 

tie!npo de centrifugaci6n ( Solvat ) • 

Un autoclave para esterilizaci6n de medios de cultivo y -

material. 

e ampana con extractor. 

Campana de flujo laminar ( 'V:i3CO ). 

l:ístufa. 

Balanza analítica BOSCH S.2000 

5.2 Reactivos y materias primas. 

Los reactivos utilizados en las diferentes determinacio-

nes,. fueron de grado analítico (J. 'J!. BAKER., S.A. de c.v . 
. r:.I€xico ) • 

Eritromicina para bioensayo 

co~pany u.s.A. ). 

Antrona ( SIG~!A Chemical --

Las materias primas para la elaboración de medios de cul 

tivo, se obtuvieron de las cornpaíi!as: BIOXON de M~xico, S.A. 

y DIFCO Laboratories U.S.A. 

5.3 Técnicas de medipi6n. 

I. ~i~todo de Bioensayo (W • .B. Hugo y A.D. Russell, 1977 ) • 

Utilizado para medir la concentraci6n de eritromicina pr~ 
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sente. ~olo se de~e~ta la eritr~~icina activa (A). 

a) Crecer Sárcina Lutea en ~lacas, con medio Infusión Cere-

bro Corazón { agar al 1% ). Gad& caja deberá contener 20 ml 

de medio ( diámetro 9 cm ) .. :iiesembrar cada 15 días. 

b) Pre?ararplacas con 15 ml de medio para bioensayo ( diáme

tro 9 cm ) • 

Pe~tona 5 g Extracto de carne 3 g 

Dextrosa 5 g Agar 15 g 

Na::!l. 8 g ~20 cbp 1000 ml 

pH antes esterilizar 7 

e) Solución salina estéril, al 0.85% 

d) Ano::-tiguador de :fosfatos pH 7. Pesar 2. 72 g de KH~O 4 + 
6 g de KlIPO 

4
• 3H

2
0 + H

2
o cbp 500 ml. 

Procedimiento: 

Elaborar una curva patrón de eritromicina. 

Preparar una solución patrón de eritromicina, con una con 

centración de 5 mg/r:il en amortiguador de :fos:fatos pH 7. 

De la solución patrón de eritromicina tomar alícuotas de 

O.l ml, 0.2 ml. 0.4 rnl. 0.5 rnl y i ml llevando cada una a 1 ml 

con amortiguador de fosfatos pH 7. De esta manera se obten 

drán concentraciones de 5 µg/ml ; 10 µg/ml ; 20 µg/ml ; 25 µg/ml 

50 pg/r::il respectivamente. 

Se procede a tomar 10 µl de cada solución, colocando cada 

una en un sensidisco y éstos a su vez en las cajas con medio 

para bioensayo. 

Se sigue el mismo procedimiento con las rr.uestras del caldo 

de ~er:::.entaci6n sin células~ 

La cuerva patr6n deberá elaborarse cada vez que se haga el 

bioensayo. 

Hacer todo por duplicado. 
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Las cajas se someten a refrigeraci6n ~ 4°C ) durante 2 ho 

ras, para que se difunda el antibi6tico. 

Se prepara una suspensi6n concentrada de Sarcina lutea en 

soluci6n salina al O. 85% y se coloca en el aspersor. 

Al término de las 2 horas de refrigeraci6n, se sacan las 

cajas y con el aspersor se aplica la Sarcina lutea, de manera 

uniforme .. 

Incubar las cajas 24-48 horas a 37°C. 

Leer el di~etro de antibiosis producido e interpolar en 

la curva patr6n. 

d {cm) 

(log conc) 1 
conc=lO 10 ~ 100 
real 

II. Método de Antrona { Keleti y Leaderer, 1974 ). 

Determinaci6n de carbohidratos totales en el caldo de fer

mentaci6n. 

Este método se basa en la condensaci6n del antranol, cada 

reactivo con a2so4 produce un derivado del furfural de los azú 

cares presentes. .A!:ú.no azúcares y N-acetil-aminoazúcares, no -

reaccionan con el reactivo de antrona y los ~cidos hexour6ni-

cos reaccionan ligeramente. 

Preparaci6n de reactivos: 

l. Antrona: 

a) En un baño de hielo se coloca un matraz Erlen Meyer de 

2000 nl, conteniendo 3.30 ml de H20 destilada. 

b) En una probeta se miden exactamente 760 ml de H2so4 R.A. y 
se agregan lentanente y con agitaci6n al agua. 
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La soluc~~n debera estar aproxi~~~amente a ~~~ para pc~¿r 

añadir el reactivo de antrona. 

e) En balanza analíticc. se pesa sob!:"e papel glasine 1 gr d.e 

reactive de antrona y se agrega a la solución de n
2
so

4 
( el color de la soluci6n quedar& amarillo paja, repetirlo 

si se pone verdoso ) • El reacti·:o es estable durante 2C -

días si se guarda en un frasco ár:-.~ar. 

2. Acido clorhídrico ( HCl ) concentrado R.A. 

3. Preparaci6n de muestras. 

a) Se toma una muestra de 10 ml del caldo de fermentaci6n y 

se centrifuga a 500 rpm., del sohrenadante se extrae una a 

licuo~a de 5 ml exactamente medidos y se colocan en un ca
traz aforado de 100 ml, lavando la pipeta con H2o destilada 

y aforan.do el matraz con la rnisraa, agitar bastante. 

b) Tomar una alícuota de S m1 de soluci6n y llevarla a un -

tubo de ensaye. 

e) Se a9-rega al tubo 1 ml de HCl c::Jinc. C Conectar el extrac-

tor para sacar los vapores de &cido ). 

d) Se coloca el tubo en un baño de agua a ebullici6n, por un 

tiempo de 22 minutos (_con el fin de hidrolizar ), poner ca 

nicas de vidrio en la boca del tubo para evitar la eva~~=a-

ci6n. 

e) Al transcurrir el tiempo de hidr6lisis se saca el tubo -

del baíio. 

f} Aforar a 100 ml. 

g) De esta solución se toman 2 ml y se llevan a un tubo de 

ensaye. 

h) Se afiaden 10 ml de reactivo de antrona y se agita durante 

30 seg. en mezclador Vortex. 

i) Al misno tiempo se prepara un blanco ponien:io 2 ml de r:;;'"'o 
J(;. 
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&estilada ·;.t 10 IIJL de reactivo de antrona. 

be llevan a baño de agua a ebu~lición por 12 exacta 

::cente 1nedidos. 

4. .i?rograma de lectura. 

a} Despu~s de transcurrido este tiempor se sacan los tubos -

del baño y. se enfrían en baño de ~a fr.ía, por aproxLnac".i~ 

r::snte 5 minutos. 

b) Leer en el colorímetro a .ñ 622 nm. 

Curva patr6n: 

l. Prepa;aci6n de reactivos. 

a) Dextrosa R.A. anhidra. 

b) Ñeactivo de antrona preparado. 

2. Preparaci6n de soluciones. 

a) Zn balanza analítica se pesan 250 mg de dextYosa ~.A. 

b) Se llevan a un matraz volumétrico de 250 ml y se disuel-

ven con a
2
o áestilada. 

e) Después de disuelto, se afora con H2o destilada y se agi 

ta. ~sta es la soluci6n stock. 

3. Determi.naci6n. 

a) ue la solución patr6n se toman alícuotas de 2ml, 5 ml, 
10 ml, 13 ml, 20 ml. 

b) ~stas alícuotas se tra~sfieren a matraces-de 100 ml afora 

<los respectivarnente, dejando escurrir cuantitativanente. 

c) Aforar con H2o de$tilada y agitar durante 2 minutos. 

d} Las concentraciones de estas soluciones son: 20, SO, 100, 

130, 200 µg de dextrosa/~!. 

e) D~ estas soluciones se to~an partes alícuotas de 2 ~l ca-
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da una y se transfieren a tubos de ensaye • 

. fJ Se agregan 10 ml de reactivo de antrona a cada tubo y se 

agitan durante 30 segundos en mezclador Vortex. 

g} 3e prepara un blanco con 2 ml de agua destilada y 10 ml 

de reactivo de antrona. 

h) Los tubos se llevan a baño de agua a ebullici6n por 12 -

minutos exactamente medidos. 

i) Al término de este tiempo se sacan los tubos del baño y 

se enfrían aproximadamente 5 minutos, en baño de agua fría 

j} Leer en colorírnetro.i\ 622 nrn. 

~ata: se deberá elaborar una curva patr6n para cada reactivo 

de antrona que se prepare. 

D.O. 
71622 nm 

conc. pg/ml 

III. neterrninaci6n de la concentraci6n celular. 

a) Método inóirecto: Densidad 6ptica (n.o.). 

b) Métodos directos: Peso seco ( p. s. ) , paquete micelial 

( P.M.V. ) • 

a) Densidad 6~tica (n.o. ). 

Se basa en la dispersi6n de la luz, por una suspensi6n 

microbiana diluída. 

Se tornan 10 ml del caldo de fermentaci6n, se centrifu-

g~n a 3000 rpm. durante 10 min., el sedimento se redisuelve 

en agua destilada y se lee la absorbancia en el colorímetro 
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a 540 nm. i~uchas veces es necesario hacer diluciones, ya -

que la absorbancia no debe ser superior a 0.4 dlanco: H20 

destilada. 

Peso seco ( p.s. ( Wang, D.C.et al., 1979 

La concentraci6n celular ~ueda expresada como: g ae cé 
lulas/ ml de medio. 

Se toma una muestra determinada del caldo de ferreenta -

ci6n y se filtra por Membrana Millipore ( puesta previamente 

a peso constante } las células se secan en la estufa a 100-

110 ºC durante 6-16 horas o has~a peso constante. 

En este trabajo se tomaron muestras de 3 rol y se utiliza 
ron i~1embranas ¡.¡illipore de poro O. 45 mµ. 

Kota: En la zona en la cual la relaci6n entre D.O. y p.s. -

es linea~, puede determinarse este último con una precisión 
y reproducibilidad confiables, con referencia a una curva pa 

tr6n previamente elaborada mediante pesadas·con el organismo 

estudiado. 

o.o. 

~ 
.,. 

540 nm 0.4 ,,,.,,.. 
/ .,,.. 

0.2 1~, 
/ 

./ 

p.s 
0.1 0.2 u.3 0.4 0.5 mg/ml 

e) Paquete Micelial ( PMV ). 

Muy utilizado en la industria. 

Se toma un volumen determinado de caldo de fenaentaci6n 
y por centrifugaci6n bajo condiciones std. de tiempo y rota

ci6n, en tubos graduados~ se determina el volumen ocupado por 
s6lidos, lo cual indica la concentraci6n celular (%). 



- 37 -

?ara obtener resultados óptimos, debe utiliz~r9e un medio 

soluble. 

En este trabajo se tomaron muestras de 10 ml, se centrifu

gó durante 10 minutos a 3000 rpm. 

5.4 ~onservación de cepas. 

La capacidad de los hongos, para producir esporas, es un 

atribato hereditario, característico de su fenotipo y depende -

de las condiciones del medio en que se encuentre ( Hawker, 1966) 

Para una transformación 6ptima se deberá proporcionar al -
8 9 

medio de cultivo una concentraci6n de esporas de lxlO a lxlO 

esporas/rol. 

Para la conservaci6n del Streptomyces erythreus, se parti6 

de un cultivo de esporas en agar inclinado. Fig. 5.4.1 

Como primer paso se procedió a activar las esporas, en me

dio complejo de siembra ( líquido ), en matraces Erlen Meyer de 

250 ml, con 50 ml de medio, T 37°C, agitación 200 rpm, durante 

24 horas. 

I•ledi.o complejo de siembra: 

Extracto de levadura 0.4 g Bacto dextrosa 0.4 g 

Extracto de malta 1.0 g cbp 100 ml 

pH antes esterilizar 7.5 

Del preinóculo activado, se parti6 para los siguientes mé

todos de conservaci6n: 

a) Placas: Se tom6 un volumen de 0.1 ml del preinóculo y se 

esparció de manera uniforme en toda la caja Petri, que con te-

nía 15 ml de r.1edio complejo de siembra con 2% de a;:;ar .. Se de -
jÓ incubar durante 48 horas a 37°C. 
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b) Gliceroles:. Las esporas obtenidas en una de las placas -

(a) se siembran en 100 ml de medio para gliceroles, posterior 

mente se pasan alícuotas de 5 ml a tubos de rosca y se almace 

e) 

nana 4°C. tiempo máximo de almacenamiento: 8 meses). 

Medio para gliceroles: 
(%) 

Extracto de malta 0.4 

Extracto de levadura Q.4 

Glicerol 20 

cbp 100 ml 

Frascos Roux: ( Vézina et al., 1968 ): Se adicionan 

250 ml de agar nutritivo, a un Frasco Roux ; ya gelificado se 

añaden 3 ml del prein6culo y se dispersa de manera uniforme -

en todo el agar, eliminando el exceso de lí~uido. 3e almace

nan en posici6n no invertida, durante 9-10 días a 37°C. Al -

término de este lapso de tiempo se almacenan a 4°C. 

(Tiempo máximo de almacenamiento: 6 meses}. 

Cosecha de esporas: para separar las esporas del agar, se 

agregan aproximadamente 10 ml de sol. salina al 0.85% y ~er-

las de vidrio, con movimientos suaves para no romper el agar, 
se separa.r&n el micelio y las cadenas de esporas. 

d) Suspensi6n de esporas_: Las esporas cosechad~s se filtran 

a través de algod6n y se almacenan e~ frascos de r0sca, que e 

contienen aproximadamente 100 ml de sol. salina al 0.85%. 

Temperatura de almacenamiento: 4°C. 

( Tie~po m§ximo de almacenamiento: 2 meses}. 

En este trabajo, se parti6 de la suspensi6n de esporas, p~ 

ra la elaboraci6n de los prein6culos. 

Todos estos métodos deberán desarrollarse en todos sus ~a

ses, cajo las m&s estrictas condiciones ae esterilidad. 
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Fig. 5.4.1 CONSERVACIG.L-i DE Ck:PA.S. 

III 
Siembra 
en placa ~ 

IV 
Glicerol 

I ~ Cultivo liofilizado 

" ll ¡ Cultivo en a;¡ar inclinado 

' 
~ 

1 

Prein6culo para activaci6n 

• ~ V Frasco Roux 

VI Sus~ensi6n de 

Preinóculo 

esporas 

¡•Ied:i:::ll de producción 
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