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1. IIITRODUCTZION
1.1 Objetivec.

El objetivo fundamental de este trabajo, comnsiste en Iz ——
formulacidén, desarrollo y optimizacidén de un medic de cultivo -~
soluble, para la produccidn de eritrozicina, utilizando una ce-

pa de Streptomyces erythreus.

Demostrar las ventajas que representa el emnplear métodos -~
estadisticos, tanto para la seleccidn de variavles, como paras -
la optimizacifn de las misnmas durante la fermentacidn.



Crecimiento microbiano.
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Cinética de crecimiento.

Para llevar a cabo una experimentacidn microbiolfgica, 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 gue los rodea.

El metabolismo microbiano es la suma total de las reaccio-
nes que tienen lugar en la cé&lula, entendiéndose como una acti-
vidad muy coordinada, en la que participan numerosos conjuntos
G2 sistemas enzimiticos, mutuamente relacionados, intercambian-—
do materia y energia entre la célula y su entorno.

X

Una consecuencia del metabolismec es el crecimiento celular
el cual se define como el incremento ordenado del nfimero de com
ponentes de una cé&lula viva, reflejindose en la magnitud de la
poblacidén total.

Uno de los principales indices de gque se dispone, para el
estudio de los microorganismos es la observacifn de su comporta
miento cin&tico de crecimiento, abarcando la medicién o estima—
cisn de las velocidades de sintesis celular y formacidn 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 crecimiento se observan diferen
tes fases:

Fig.1.2.1.1 Curva de crecimiento en medio no renovado.
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1. Fase de latencia 2. Fase de crecimiento acelerado.

Ambas etapas consituyen la Fase lag, son inmediatas al ind
culo, se tiene una etapa de adapatacidn, con sintesis o repre—-
si6n de enzimas o de componentes estructurales de la célula. -
Pueden eliminarse, pero en caso de gue se presenten, ser&n pro-
porcionales a la edad del in6culo, a una adaptacidn enzimitica,

o0 bien, al veolumen del inbdculo.

3. Pase log o exponencial: La velocidad de crecimiento es cons
tante y ma8xima. La poblacifn es casi uniforme en lo que se re-
fiere a la composicibn gquimica celular, actividad metabdlica y

otros caracteres fisiol&gicos.

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

cual el sustratc limitante estd a punto de agotarse.

5. Fase estacionaria: La velocidad de crecimiento es nula, tal
vez porque las c@lulas yva no se dividen, o bien las c&lulas via
bles est&n en proporcidn eguivalente con las gue mueren. Posi-
blemente se agota el nutriente esencial y/o se acumulan produc-—

tos inhibitorios del crecimiento.

En cultivo sumergido, de organismos filamentosos ( hongos

¥ _ActinomycetUs } se pueden distinguir la trofofase y la idio-

fase, la primera es una etapa de nutricibn y la segunda una eta
ra de diversificacidn. ( Bu'lock, J.D., 1965 ).
6. Fase de declive: La pcblacidn decrece, teniéndose una tasa

Je crecimientc negativa.
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Se ha asumido por regla general que el crecimiento sigue u
na curva exponencial y en el caso de gue se aparte de ella, se
debe a limitaciones en la disponibilidad del sustrato necesario
para el crecimiento © por inhibicifn de los mecanismos de creci

miento.

Se conocen 2 excepciones al modelo de crecimiento exponen-—

cial:

1. Cuando se utilizan wvarias fuentes de carbono ej: Glucosa
y lactosa, se obtendri una curva de tipo di&uxico.

Al ser la glucosa una fuente de carbono mds f&cilmente asi
milable, es utilizada primero, ademds ejerce represibn catabd

lica sobre la utilizacidn de lactosa.

En un medio complejo, en el cual se tiene toda una varie--
dad de compuestos, como aminodcidos, nucleStidos, vitaminas y
otros intermediarios del metabolismo, ademis de " mfiltiples -
fuentes de carbonc ™ se puede esperar este tipo de comporta--

miento.

Fig.l.2.1.2 Curva de crecimiento difuxica.

in X

2. Cuando se presenta formacifn de esférulas las cuales siquen
un crecimiento de tipc ™ raiz cfibica V.

Los hongos en cultivos homogé€neos generalmente presentan -
este tipo de crecimiento.
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Se ha demostrado ( Firt, 1360 ) gue el crecimiento es expo-
nencial hasta fue la esférula excede cierto di&metro, al llegar
a este punto, los sustratos no logran difundirse hacia el inte--—
rior con la velocidad suiiciente, para mantener un crecimiento -
exponencial en la masa total de la esférula, de esta manera, su
interior puede estar muerto o lisado { Camici, Sermonti & Chain,
18952 ).

Esto es aceptado ya que la masa de la esférula es proporeipg
nal al cubo de su radio, mientras gque la superficie de crecimien
to periférica se incrementa solo con el cuadrado del radio. BDe
esta manera puede llegar a tenerse un cultivo fisioldgicamente -
heterogéneo.

Las esférulas se forman por aproximacién de las ramificacio
nes de las hifas y el nimero de ramificacicnes es directamente -
preporcional al incremento de la velocidad de crecimiento, aumea
tando as{ la probabilidad de su formacién, ésto se observd en Pe
nicillium chrysogenum.

Otros factores que infiluyen en la formacidn de esférulas —--—

son: pH, concentracién de iones met&licos y si el medio es com—
plejo o sintético ( Pirt, S.J. & Callow, D.S., 1959 ).

Este tipo de crecimiento produce una mayor viscosidad en el
caldo de cultivo, dificultardo la transferencia de oxigeno.

l1.2.2 Cinética de fermentaciones.

Una vez gque se tiené una cepa pura del microorganismo, se -
lleva a cabo la fermentacidn, tomando en cuenta para su control
diversos indices. ‘

En cultivo en lote, el crecimiento celular se encuentra li-
mitado por la concentracidn inicial de sustrato y se expresa en
términos de la concentraciém celular (X}, de la concentracién de
sustrato limitante y la de un inhibidor.

En 1942, Monod establecid el siguiente modelo de crecimien-
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te celular: —S
g=pm§x Kg * 8

K : Cte. de saturaci6n: Concentracién de sustrate cuando p -—

guiva a
equivale Fogx.

de forma gue: dX_

at. P¥
g%= Velocidad de crecimiento celular: Nimero de divisiones por

unidad de tiempo, en un intervalo dadoc.

p: Velocidad especifica de crecimiento. Su valor nunca podrf -

redecirse, siempre deberi calcularse empiricamente.

La p estd relacionada con el tiempoc de duplicacién (td), -
el cual es el tiempo necesario para que la concentracifn de cé-
lulas sea el doble de la poblacifn original.

Integrando la ecuacifn 4X_ px en los limites X ¥ 2X se tie

ne: ac ¢
. in2_ 0.693
d p p

Para el caso particular de crecimientc en forma de esférula
( Righelato, R.C., 1975 ), el modelo de crecimiento de tipo ~--

n s » -
rafz cfibica ess % %
X =x + Xt

En cuanto a la formacién de producto, &ste puede estimarse
ConC =
Produccifn: g <Je producto formado en la unidad de tiempo.
Productividad: g de producto formado por volumen de fermenta-
dor, durante el tiempo total de fermentacifn.
Productividad especifica: ¢ de producto formado por volumen -
de fermentador, por g de c&lula, durante el tiempo total de --

fermentacibn.

Para explicar el comportamiento de sistemas simples,



se han propuesto varios modelos de produccidn de diversocs meta-

bolitos:

1l. Modelo asociado al crecimiento: El sustrato se convierte -
esteguiométricamente en un solo producko, por lo gue su tasa
de formacién esti& directamente relacionada con la velcocidad -~

de crecimientoc.

2. Modelo no ascciado al crecimiento: La formacién de produc-
to es independiente de la velocidad de crecimiento.

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

los casos anteriores.

1.2.3 Generalidades sobre Streptomyces ervihreus.

Streptomyces ervthreus es un microorganismc perteneciente
al Orden VI. Actinomycetales ; Familia III. Streptomycetaceae ;

Género Streptomyces (*}.

Los Actinomycetales scn c&lulas que forman un micelioc mis
o menos bien diferenciado, por lo gue se asemejan a los hongos
inferiores, aunque se distinguen de éstos por la estructura pro
cariftica de sus c€lulas y por la composicifbn quimica de su pa-
red celular, la cual es de tipo bacterianc y a diferencia de ——
los vegetales inferiores no contiergguitina, ni celuicsa. Son
Gram {+).

El género Streptomyces posee un micelio vegetative aéreo -
muy ramificado, con c&lulas reproductoras especializadas ( coni

diosporas, esporangiosporas }, de forma esférica, dispuestas en
cadenas. Al germinar estas c&lulas, las hifas crecen hacia a--
fuera y toman una forma alargada, dande la apariencia de ramas.
M4s tarde se desarrolla un sustrato miceliar con una capa de hi
fas a&reas, las cuales se fragmentan en la punta, formando coni

(*) Clasificacifn segln la 82 edici6bn {1974) del Bergey's Manual

of Determinative Bacterioclogy.
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diosporas, gue al madurar se desprenden y se desplazan por me-—
dic del aire, dando lugar a nuevas colconias miceliares.

Los Streptomyces suelen vivir en el suelo, son mes6filos

{ Tép 25-40°C }. DAerobios estrictos. Pocas especies son pari
sitas. Son aproximadamente 150 especies, muchas de las cuales
producen antibidticos.

1.2.4 Condiciones tréficas y fisiolSgicas para el crecimientc
de los microorganismos. .

Entre los microorganismos, existe una gran diversidad de
tipos fisioléSgicos, que se diferencfan entre si por la natura-
leza de los factores nutritivos que les son necesarios, asi cgo
mo por las condiciones fisicogufimicas cocmpatibles con su vida,
resultando decisivas:

1. Fuentes de energia.

La sintesis de materia viva es un proceso endergdnico, que
necesita de una fuente de energfa, la cual puede ser: Ener-
gfa radiante, para organismos fotStrofos ; Energfa por oxida-
cifn de compuestos quimices, para organismos quimibtrofos.

2. HNecesidades de oxigeno.

El oxfgeno molecular ejerce una influencia primordial en la
seleccibn de micreporganismos viables en el medio, asi como en
los productos metabdlicos. Segfin su comportamiento frente al
oxigeno, los microorganismos se clasifican en:

a) Aerobios estrictos: Xecesitan oxigeno libre en el medio.
Fermentacifn aer6bica. Aproximadamente el 50% del carbonoc
del medio lo utilizan como energético.

b) Anaerobios estrictos: Solo crecen en ausencia de coxigenc
molecular.

c) Anaerobios facultativos: Crecen en cualquiera de las con-

diciones anteriores.
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3. PpH _
El pH influye en los productos finales del metabolismo. -
Un cambio de pH en el medio, puede alterar su composicién, a
sf como la naturaleza de la superficie micrcobiana, adem&s al
disociarse &cidos y bases en algunos casos resulta afectada
la floculacién de biomasa o su adhesifn al vidrio.

Para un pH establecido, la velocidad m&xima de crecimien-
to varfa en un rango de 1 a 1.5 unidades de pH.

PH59= 3-5 hongos, mohos, levaduras ; 6~8 bacterias.
Algunos microorganismos se desarrollan en los casos extre
mos de pH.

4. Temperatura.

Determina el Indice y magnitud total del crecimiento,ade-
m&s del metabolismo del microorganismeo. Seglin su comporta--
miento frente a la temperatura, los microcrganismos pueden -

ser:
. . o
TSp de crecimiento (°C)
5 - 15 Psicré6filos
25 - 40 Mesbfilos
45 - 60 Term&filos

Algunos hasta 94

Ciertos microorganismos pueden desarrcllarse en ranges in
termedios. Cada microorganismo tiene una temperatura Sptima
de crecimiento, gue no necesariamente es igual a la Sptima -

para produccidn.
5. Concentracifn ib6nica.

Generalmente las bacterias toleran las variaciones de con
centracibn ifnica mejor que las c&lulas de organismos supe--
riores. El crecimiento en la mayorfia de las especies bacte-
rianas se inhibe total o parcialmente cuando la concentracidn
de NaCl en el medio, es supericr al 2%, sufriendo plasm&lisis



a concentraciones elevadas de sal.

1.2.5 Componentes necesarios en un medio de cultivo.

El crecimiento microbianc es el mejor indice de gque el me
dio de cultivo contiene todas las sustancias requeridas para -
la sintesis del material celular y para la generacifn de ener-
gia. Estas sustancias se conocen como nutrientes.

Un medio de cultivo deberd contener estos nutrientes en -
la cantidad necesaria y balanceada para satisfacer los regqueri
mientos celulares. El disefio del medio de cultivo se basari -
en los principios de nutricifn y observando la composicibn de
la cé&lula.

Bs necesario considerar gue algunos nutrientes al superar
cierta concentracién pueden ser inhibitorios del crecimiento o
bien ser t6xicos al microorganismo. Cuando se tiene un medio
concentrado, las actividades metabdlicas 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

norgénicos.

Deber& tenerse presente gue la capacidad de crecimiento y
de sintesis de productos en un determinado medio, est&n dadas
por las caracteristicas gen&ticas del microorganismo.

1.2.5.1 Fuente de Carbono.

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

croorganismos son:

a) Autdtrofos: La energfa para el desarrollo del microorganis-
ro se obtiene en ausencia de toda materia orgénica preformada,

a partir de C02 h'g 003

b) Heter6trofos: Necesitan el aporte de compuestos orgdnicos
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gue sirvan como fuente de energia y de Carbono.

El Carkozno es el elemento més abundante en las cé€lulas
microbianas, constituyendo aproximadamente el 50% del peso

seco de las mismas.

El princival sustrato en las fermentaciones son los -
carbohidratos, siendo la fuente m&s comfin para suministrar
Carbono.

Las materias primas mis utilizadas son:

Glucosa { pura ( monchidratada ), jarabe de glucosa ),
sacarosa ( azfGcar de mesa, azficar morena o melazas ), almi-
d6n de maiz o de papa, harina de mafz, extracto de malta --
( contiene maltcsa y dextrinas ), licor de maiz, lactosa, -
cebada, sorgo, ligquido sulfitado de papeleria.

Tambi&n se pueden utilizar compuestos org&nicocs como:

Acidos grasos ( acetato, propionato, butirato, isovale
riato ) ; osas y polioles ( xilosa, ribosa, arabinosa, fruc
tosa } ; &cidos dicarboxflicos ( succinato, fumarato, gluta
rato ) ; &cidos, alcoholes y cetonas { citrato, piruvato }
dcidos aminados ( alanina, seriha, treonina ); compuestos a
rom&ticos no nitrogenados { benzoato, fenol, quinato )} ; --
compuestos nitrogenados { butil » amina, benzilamina ) ; hi-

LY

drocarburog { metanc, parafinas de Clz - C20 j-

1.2.5.2 Fuente de Nitr6geno.

El Nitr6geno constituye alrededor del 15% del peso se-
co de las cé&lulas.

Todos los microorganismos utilizan NitrSgeno mineral -
ya sea como amonfaco o sales amoniacales. Pocas especies -
son capaces de asimilar nitrato o nitrito o de fijar el Ni-
trﬁggno atmosférico, perc en tal caso lo han de convertir -
primero a amonfaco mediante procesos enzim&ticos de reduc--

cidn.’
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Algunos microorganismos son incaraces de sintetizar cof—-
puestos nitrozenados indispensables, siendo asi auxbétrofos pa-—

ra amino&cidos, bases pfiricas o pirimidicas, etc.

Las fuentes de Nitrdgeno miés empleadas son:

Licor de maiz ( contiene nitrégeno aminado, ademés nucled
sidos y vitaminas } ; urea ; extracte de levadura 3 peptona —-
grado bacteriocldgico ; harina de soya desgrasada ; residuos sc
lubles de destilacidn ( producidos a partir de maiz y cebada }
Pharmamedia y Proflo ( derivados de iz semilla de algodbn ).

1.2,5.3 Factores de crecimiento.

Son metabolitos esenciales, que ciertos microorganismos -
son incapaces de sintetizar. Se dice gue son auxdtrofos para
di§§85 factores que se producen en baja concentracién ( lOmD a
10 M).

Estos factores de crecimiento intervienen en reacciones -
enzimaticas, va que constituyen parte de la estructura de di--
versas enzimas. EJj: vitaminas.

Generalmente son aportados al medio con la fuente de Car-
bono y Nitrdgeno ( en el extracto de levadura, extracto de hi-
gado, residuos de destilacidén ), por 1o que resulta mis econd-
mico agregarlos con otros mutrientes, gue en forma pursa.

Una concentracidn elevada de estes factores ej: 25 pg/l
puede resultar perjudicial ej: 1la bioctina afecta iz permeabi-
lidad celular.

l.2.5.4 Sales minerales.
La mayoria de los elementos quimicos forman parte de la -
célula viva y son indispensables para el crecimientc. Sin em-

o3

argc solo el Azufre y el Fésforo representan una fraccidn im-
portante del peso de la célula, debido a su participacidn en -
la estructura de los Acidos nucleicos y las proteinas.



El Azufre y el F6sforc generalmente son asimiiados comc --
sulfatos y fosfatos, en cantidades relativamente importantes, -
del orden de 6.5 gr/l.

Los otros elementos minerales se necesitan en concentracio
. . + ++ ++ ++

nes mucho mencres, siendc cligoelementos: K , Mg , Mn , Fe
{ se anade de ©.03 a 0.3 gz/1 ) POZ R SOZ ( en concentraciones

de mg/l ).

Zn, Mo, Co, Cu generalmente est&n como impurezas del agua
o de los dem&s ingredientes del medio de cultivo, es tan baja
su concentracifn que puede resultar diffcil demostrar que son e

senciales.

1.2.6 Rutas metabtlicas més utilizadas por los microorganismos

La explotacidn industrial de los microorganismos constitu-

yve la industria de las fermentaciones.

La palabra fermentacifn viene del latin "™ Fervere " que --—
significa " hervir " y abarca todas las reacciones sucesivas de
oxidorreduccidn, en las cuales los compuestos orgénicos, fuente
de Carbono y energfa, sirven como donadores y aceptores de elec
trones. Dichos compuestos constituyen los productos de la fer-
mentacibn que se acumulan en el medio, son numerosos y provie--
nen principalmente de la fermentacidn de glficidos.

En el esquema gue se muestra a continuacidn, se presentan
las principales rutas metab8licas utilizadas por los microorga-

nismos:



- 1€ -
Fig. 1.2.6.3 Principales rutas metabSlicas utilizadas pozr los microorganisnos
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1.3 Metabolitos secundarios. Antibi6ticos.

Ademds de los metabolitos primarios © normales, los cuales
corresponden a estructuras esenciales y funciones celulares es
pecificas, se han aislado una gran cantidad de compuestos, los
cuales tienen una restringida distribucidn taxonfmica, se pro-
ducen en la fase estacionaria del ciclo de crecimiento y no --
son indispensables para la c&lula, estas especies quimicas se
conocen con el nombre de Metabolitos Secundarios, de los cua--

les los m&s estudiados son los antibidticos.

Se define como antibidtico a " toda sustancia gquimicamen-
te definida, producida por microorganismos y gque afin a muy ba-
jas concentraciones ejerce una accifn inpjibitoria del creci --
miento o bien la destruccién de bacterias u otros microorganis

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 antibibti-=~
cos, muchos de los cuales provienen de hongos y bacterias -
( 1500 producidos por Actinomycetos ) y otros sintetizados ar-
tificialmente. Se descubren cada afioc de 50 a 100 nuevos anti-

bidticos.

Al trabajar con antibibticos se tiene el inconveniente de
que existen microorganismos que les son resistentes, ya sea de
manera natural {( no poseen el sistema biolSgico sobre el que -~
actia el antibib6tico ) o adquirida { sufren una modificacidén -
estructural del sistema biolSgico sensible al antibidtico ; —-—
producen una nueva enzima que les permite usar otra ruta meta-
b6lica o que destruye®&l antibiético ).

1.3.1 Biogénesis de los antibiéticos.

Por qué se producen los antibi6ticos?.
Esta es una pregunta acerca de la cual se ha especulado -
mucho, sin embarge no se ha llegado a ninguna conclusi6n defini
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tiva. Alzunos motivos pueden ser:

1. Son productos de rutas alternativas, dentro de las cuales
las rutas ncrmales fueron modificacas bajo circunstancias es
peciales. Tal seria el caso de la necesidad de disponer de
sustratos diferenies ; por cambios genéticos en la ruta big
sintética ( en la sintesis de &cidos grasos, para la produc-
cibén de antibidticos macrdlidos ) ; por defectos en el trans
porte de oxizeno, favoreciéndose la formacidn de compuestos
especificos. ( Wiley, P.F. et al., 1957 ).

2. Se cree gue algunos antibidticos contienen en su molécula
procductos de desecho. { Foster, J.W., 1948 ).

3. Ciertos antibibticos aparecen como componentes celulares,
tal es el caso de la bacitracina, que se encuentra en la uni
dad estructural primaria de la espora de Bacillus lichenifor

mis.
1.3.2 Regulaecibn genética de la biosintesis de antibibticos.

La produccidn de metabolitos secundarios estid sometida a
regulacibén de las vias metabblicas, puede darse a diferentes -

niveles:

1. Mecanismos involucrados en las vias biosintéticas especifi
cas para la formacidn de metabolitos secundarios: Retroinhi
bicibén. Se ha podido demostrar en el caso del cloramfenicol
( Martin, J.F., 1978 ), en el cual la primera enzima de la -

ruta biosintética ( arilamina sintetasa } que cataliza la ==
conversidén del &cido corismico a p-aminofenilalanina, es re-—
primida por el cloramfenicol mismo.

2. Mecanismos que controlan la formacidn de precursores inee
termediarios de los antibidticos: La regulacién por retro--
alimentacidn de la sintesis de antibibéticos por metabolitos
primarios es un ejemplo de estos mecanismos, Tal es el caso
de la biosintesis de penicilina, inhibida al tenerse L-lisi



na ya que no permite la sintesis de amincadipato, precursor -
intermediario de la bencilpenicilina. ( Martin, J.F., 1978 ).

Al anadir o« -aminoadipato al medio de fermentacidn, el efec
to de la lisina es reversible ( Demain, A.L. and Masurekar, -
P.S., 1974 ).

3. Mecanismos que regulan el metabolismo energ&tico de la cé&lu
la: En este caso la represién catab8lica juega un papel muy
importante. Se ha demostrado en presencia de fuentes de car;
bono f&cilmente asimilables, como glucosa o citrato. La glu-
cosa puede inhibir la formacién d @-galactosidasa, afin en -~
presencia de lactosa, asimilindose asi primero ; puede repri-
mir ciertas enzimas de la respiracibn y transporte electr&ni-
co, obligando a la c&lula a seguir la via glucolftica ; afec-

ta a nivel AMPC.

Este tipo de represifn se ha comprobado en la biosintesis -
de penicilina, actinomicinas. ( Gallo, M. and Katz, E., 1972 }

1.3.3 Caracteristicas del proceso en fermentaciones de antibid
ticos.

Las principales diferencias de la produccibn de antibibti-

cos, con respecto al proceso de produccibén de biomasa o metabe-

litos primarios, son:

1. En la primera fase del crecimiento se generan energia 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 préacticamente se detiene, se ob-
tiene la mixima velocidad de produccifn del antibi&tico.

2. Los organismos utilizados, son en su mayoria Streptomyces y
hongos, cada uno sufre cambios morfolSgicos mfs o menos nota-
bles en el transcurso de la fermentacifén. Ej: La morfologia
micelial en la fase de alta productividad de eritromicina, =~
cambia de filamentos delgados a hifas gruesas y ramificadas,




que forman anillos y espirales ; la produccidn de eritromici
na disminuye abruptamente cuando se inicia la autblisis. --
{ Bonsijak, et al., 1976 ).

Deberd tomarse en cuenta la posible presencia de mutantes,
los cuales dan mayor viscosidad al medic. Se cree de todos
modos, que la. viscosidad del medio aumentz 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 segfin la forma y es

tructura celular.

4. Controle interrelacifn de variables. En el caso de metabo
litos secundarios, la interrelacibfn de las variables es ma--—
yor gue para metabolitos primarios y afin después de conocer
los mecanismos reguladores de la biosintesis, &stos datos --
pueden resultar insuficientes para identificar cada factor -
limitante de la produccifn, de manera individual.

5. La produccién del medioc es compleja y se dificulta el me--
dir crecimiento y produccién cuando hay s8lidos. Debido a -
la naturaleza del producto final resulta diffcil medir en 11

neag.

1.4 Revisibn bibliogré&dfica sobre eritromicina.

1.4.1 BEstructura quimica de las eritromicinas.

Las eritromicinas, son un grupo de antibibticos macr6lii~-
dos, no poliénicos, producidos por Streptcomyces erythreus, es-

tructuralmente presentan como caracteristica comlin la parte a-
glicona o eritronslido ( anillo lactona macrociclico, altamente
sustituifdo, gue contiene un oxigeno y 13 &tomos de C }J. ( Wi-
ley et al., 1957 ).

Los azfcares gue se unen al anillo lactona, mediante enla



- 21 -

Fig. 1.4.1.1.Estructura de las eritromicinas.
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ces glucosidicos, pueden ser: Neutrales ( cladinosa o micaro-

sa )} se unen al C-23 ; aminados ( desosamina } se unen al C-5 .

Er la naturaleza se presentan 4 tipos de eritromicina: B,
B, C, D. Recientemente se aislf la eritromicina E, gque repre-
senta un estado tardfo de la ruta biosint&tica de este antibid

tico. { Martin, J.F., et al., 1975 ). Fig. 1.4.1.1

La eritromicina A es la f@nica que certifica la FDA, ademéis

es la forma mis cor@n y con mavor actividad antibibtica.

1.4.2 Propiedades fisicoquimicas de las eritromicinas.

Eritromicina A B C

Pf {°C} : 136-140 191-195 { 202-2¢3 ) 121-125
Peso molecular 733 717 717
Z:rmula enpiri C3Hg70138  C34H,0, N C36H63%1 3N
[a]gs MeOH -73.5°

La eritromicina se detecta en el ultravioleta a A 278nm.
Debido al grupo amino de la desosamina, es bédsica ( pK'a 8.6 }.
Ligeramente soluble en agua y 1&bil en medio &cido, por lo que
para suministrarla en forma oral, se utilizan &steres de la ba
se, capaces de resistir la acidez g&strica ej: Ilotycin, etil-

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

1.4.3 Forma de accidn y espectro antimicrobiano.

Las eritromicinas inhiben la sintesis de proteinas de -~
ciertas bacterias ({ Herrel, W.E., 1958 ; Martin, W.J. and Wel
lman, W.%., 1967 ), resultando altamente efectivas contra orga
nismos Gram (+) y algunos Gram (-) ( Mao, J.C.H. and Putterman
M., 1968 }. Se utilizan principalmente contra infecciones cau
sadas por estafilococos, pneumococos y estreptococos ( grupo -
A beta-hemolftico ).

Los bacilos coliformes Gram (~), bacilos ent&ricos, mico-

)
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bacgterias y hongos patSgencos, asfi como levaduras, protozoarics
v c&lulas de animales superiores, son altamente resistentes a
estos antibifticos. Algunos mutantes resistentes acumulan ex-
tracelularments a la eritromicina, formando un complejo de baja
estabilidad antibi6tico~ribosoma, mi8s no la destruyen. ( Taub-

man, S.B. et z21., 1963 }.

Para que la eritromicina sea activa, necesita un pH del -
medio de 5.5-8.5 . Adem&s la actividad inhibitoria solo se —--
tiene cuando los 2 azficares estd&n unidos al eritronblido. -
{ Wilhelm, J.M. et al., 1968 ).

La inhibicidn de la sintesis de proteinas se efectlia me--
diante el enlace de la molé&cula de eritromicina a la subunidad
50s de los ribosomas de las bacterias sensibles, llegando a la
saturacifén. Esta inhibicién ocurre después de la activacibn -
de los aminodcidos y la transferencia de &stos al tRNA ( blo-—-
quea el movimiento de los ribosomas a lo largo del mRNA] ( Tana
ka, 8. et al., 1973 ). Se sugiere existe una accifn compleja
{ Oleinick, N.L., 1975 ).

La eritromicina no es activa sobre ribosomas de mamiferos
{ Firkin, F.C. et al., 1969 ).

1.4.4 Biosintesis de eritromicina.

Como se menciond anteriormente, la molécula de las eritro
micinas esti comnstitufda por 2 partes: el eritron6lido ( ani-
llo lactbnico } ¥ los az@cares ( neutral y aminoazfcar ).

Se ha visto que el mecanismo b&sico de polimerizacibn de
&cidos grasos y los anillos lacténicos de antibifticos macr6li
dos es virtualmente el mismo. A pesar de todo, se tienen mar-
cadas diferencias estructurales entre los &cidos grasos ( pal-
mitico, etc ) y el eritron6lido de las eritromicinas ( Corco--

ran, J.W., 1974 }.

Para comenzar la biosintesis de los dcidos grasos, es ne-



cesaria la activacifén de los monSmeros de acetato y malonato -
por la coenzima A, para formar los &steres 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 &cidos grasos ), mediante reacciones de condensacifn, re--
duccidn y deshidratacién. Fig. 1.4.4.1

Suponiendoc gue el sistema enzimdtico puede utilizar al 2-
metilmalonato en el paso catalizade por la enzima condensante
y a partir de ahi tener una serie de reacciones similares a la
formaci6n de &cidos grasos, se puede plantear un modelo hipoté&
tico de la formacidn del eritron$lido. Una diferencia notable
en relacidén a la sintesis de &cidos grasos, es que para la for
macibn de la molécula del eritrontlido, ninguna de las ceto--
nas es eliminada antes de la lactonizacibén ( Corcoran, J.W..,
1974 ).

.

En la biosfintesis del antibi6tico el paso inicial es la ~
formacién de la lactona, seqguido por la adicibén secuencial de
los azdGcares ( Corocoran, J.W., 1974 ) siendo esta dltima la e
tapa limitante de la velocidad de sintesis.

Fig. 1.4.4.2

Mediante estudios con trazadores, se llegf a las siguien-—
tes conclusiones sobre la biosintesis del eritron6lido:

El anillo lactbnico se forma a partir de condensaciones -
sucesivas de propionil CoA y 2-metilmalonil CoA. Una mol&cula
de propionil CoA es utilizada para la unidad C3 terminal y las
otras 6 unidades son derivadas de 2-metilmalonil CoA ( posible
mente por enlaces enzim&ticos ), de esta manera se obtiene el
intermediario /@ -policetdnico, después de algunas meodificacio-
nes se produce el 6-desoxieritronflido B, el cual al hidroxi--
larse en el C-6 forma el eritron&lido B ( este paso requiere -
de oxigeno y es fuertemente inhibide en presencia de CO ( Vy--
gantas, A.M. y Corocoran, J.W., 1974 ).. Posteriormente se --
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Fig. 1.4.4.1 Mecanismo de formaci&n del palmitato:

{1) Acetil-CoA Ac-5
+ + [FAS—> )FAS] + 2CoASH
Malonil-Coa Mal-s
{2) Ac-S H~-S
[Fas] > Jras] (1)
Mal-S Acetoacetil
(3) . Intermediario I 2NADE§H+OZH~t Butiril-§
2 IFas] (II)
H-S
, e s ' Butiril-§
—p
{4) Intermediario II )FAS] (III)
H-S
- .. H-S,
{3) Intermediario III —* oxohenoi1-sAFAS1  (IV)

Hexanoil - [Fas]

{8) Intermediario IV )

. . itol—[Faz]
(7) Se repiten los pasos 4, 5 y 6 cinco veces—— olMIEOImIFAS]

*[FAS]= Sistema sistetasa de &cidos grascs.
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Fic. 1.4.4.2,

Biosintesis de eritromicina.
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transfiere el residuo L-micarosa de la dTDP-L-micarosa para -—-

sustituir al grupo 3-OH de la lactona.

La desosamina sustituye al OH del C-5 dando eritromicina

M3s tarde la micarosa sufre una metilacidn, producié&ndose
eritromicina B, o bien el C-12 se hidroxila dando la eritromi-
cina C, que a su vez se metila form&ndose eritromicina A ( Cel
mer, W.D., ‘1965 ; Grisebach, H., 1967 ). 8Se ha visto gue la -
concentracibén de eritromicina C es igual a la de eritromicina
A al comenzar la fase de formacidn del antibi&tico, pero duran
te la fase de c}ecimiento tardfo, la concentracibén de eritromi
cina C disminuye r&pidamente. En mutantes dependientes de me-
tionina, en presencia de pequefas cantidades de este aminodci-

do, se favorece la producci6n 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 via del orto é&ster ( Martin, J.F. et al.,
1975 ). Esta eritromicina es la gue posee menor actividad an~
tibibtica.

Con estudios traza se ha demostrado gue los grupos metilo

provienen de metionina.

1.5 Planeacibn y analisis de experimentos mediante mé&todos -
estadfsticos.

El objetivo m&s importante en un proceso, es trabajar ba-
jo condiciones &ptimas, para asf obterer un mé&ximo rendimiento
y mejor calidad del producto, en un minimo de tiempo, al menor
costo posible.

El proceso de optimizacidn, depende del tipo de sistema -~
gue se tenga en estudio, pudi&ndose utilizar diferentes mode-~

los matemdticos: ({ Kafarov, 1976 ).



M&tcdos de

optimizacién
usados en =--
Quimica e --—
Ing. Quimica

a.a Optimizacibén por bGsgueda direc
ta del extremo.

1.b M&tode de miltiplos de Lagran—-
M&todos gian.
Analfticos l.c Cdlculc de variacicnes.

1.8 Principic de Maximidad de Pon—-—

g tryagin.

2.a Programa Geométrico.
iigggggicoqz.b Programa Lineal.

2.c Programa Dindmico.
ME&todos de {3.a Todas las formas.

Gradiente

Optimizacidn mediante control con |4.a Todas -

computadora y modelo de adaptacitn f las for
mas.

Optimiza-~- {5.a An8lisis regresional.

g;gziizta— 5.b An8lisis de correlacibn ; Mé&to-
* do Brandon ; Método Box-Wilson;
M&todo Plackett—~Burman ; etc.

l1.a Optimizacién por bfisqueda directa del extremo.

Es un proceso deterministico representado por funciones -

diferenciales. Es ntilizado para maximizar o minimizar una

sola funcidn, la cual es especificamente analitica. No se

maneja mds de una variable independiente debidc a la comple

jidad del procedimiento dimensicnal, ej: En el anilisis de

una curva parabdlica.

1.b Método de miltiplos de Lagrangian.

Proceso deterministico descrito por funciones diferencia-

les restringidas por desigualdades. Empleado para maximi--—

zar o minimizar una funcibn, mediante igualdad de ecuacio--

nes. BEs un m&étodo muy eficaz en los casos de programacifn

gue deben reducir el nfmero de dimensiones invelucradas ei:



Para reducir las dimensiocnes de un tangue de fermentacién.

l.c C&lculo de variaciones.

Método basado en la solucifn de funciones mediante la e--~
cuacidn de Euler. Se utiliza para la optimizacién de reac-
tores adiab&ticos multicapa ; condiciones 6ptimas de tempe-
ratura para reacciones exot&€rmicas irreversibles, en camas
de flujo cerrado ; condiciones Sptimas de temperatura para
reactores quimicos, en caso de reduccifn del rango de tempe
ratura.

1.4 Principioc de maximidad de Pontryagin.

-

Se basa en diversos teoremas y sistemas de ecuaciones dife-
renciales simultd@neas. Se aplica a problemas de control au
tomdtico ( Pontryagin, L. et al., 1961 ; Boltyansky, V. --
1966 ).

2.a Programa Geométrico.

K&todo basado en la optimizacitn de funciones algebraicas -

}
del tipo: F{ X; ; X5 seeesX ) =ﬁ§Cij (X3, Xypemerx, )

Xz son nmeros reales C: constante positiva.
Un ejemplo de su aplicacifn es: para minimizar tiempos de

filtracitn { XKermode, R., 1967 ).

2.b Programa Lineal.

2.¢c

M&todo mediante el cual se maximiza o minimiza una funcibn
de tipo lineal, con variables a optimizar mayores ¢ iguales
a cero.

Es muy utilizado en la manufactura de productos con los -
cuales se logra obtener una mixima restitucifn de materias
primas ; empleo Sptimo del eguipo ; disminucibn de costos -
por transporte.

Programa Din&mico.

Programa en el cual el proceso se divide en etapas y se -



optimiza cada una de ellas de manem independiente a las de-

mds. Se usa una ecuacién funcional de tipo:

Felx) = m&x (@ N(YN) + FN_l(x~YN) }

-1

En donde: FN(x) es la funcidén a optimizar ; N=n® de etapas
restantes del proceso ; x=variable de estado ; FN_l(x-YN} =
funcibn objetivo para (N-1) etapas sucesivas, después de de

cidir el valor YN

Aplicaciftn: en procesos multietapas: destilacidén, extrac-
cibn, absorcibn. Reactores de cascada, reactores de inter-—

accibn en cadena, etc.

3.a Métodos de Gradiente.
Método que reduce el nfimero de valores de las variables in

(2

dependientes, generando asi un m&ximo cambio en la funcién cb
jetivo. Se emplea en reactores sencillo y de interaccién en

cascada.
4.a Optimizacidn por computadora y modeloc de adaptaci®dn.

Se emplean programas adaptados a computadoras. Utilizado
en sistemas complejos de Ingenierfa Qufimica.

5.a Optimizacibn estadistica.

En estos métodos se elabora un modelo conceptual del fenZ-
meno en estudio, mediante un determinado disefic. Generalmen
te se basa en una variacifn simulténea de todas las varia ——
bles del proceso, permitiendo de esta manera estimar la inktsr
accién de wvariables con un nfimero reducido de experimentos.

Dentro del rango de optimizacifn estadistica se encuentran
los an&lisis regresional y los de correlacién, los cuales a--
plicados correctamente, pueden proporcionar limites adecualzs
para establecer una relacifn entre las variables del proces:

¥ las condiciones Sptimas.

En estos métodos las variables independientes se denominar
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" factores " y el espacio coordinado " espacio factorial ". -~
En el espacio factorial, la semblanza geométrica de las funcio
nes de respuesta, es la " superficie de respuesta ", de esta -
manera se manejan los datos en una linea y una regifn 6ptimas.

Fig. 1.5.1 (a) Superficie de respuesta.
{b) Representacifn del contorno de superficie.

respuesta
Contorno de
respuesta
{1respuesta en
Superficie de
respuesta
N \\L "
N ANEANAVAN
X X

(a) (b}

Para simplificar el trabajo, es necesario seleccionar una
funcibn simple, desde el punto de vista matemidtico, para después
de una forma progresiva hacerla mis compleja y asimilar las re-
laciones del sistema real. El modelo mds sencillo de que se --
dispone es el de tipo " lineal " siendo, en este caso, muy Gtil
la ecuacibn de regresibn, en la que se encuentran condensados -
todos los datos que contiene una matriz inicial y expresa la --
contribucidn de cada factor o variable del proceso a la respues

ta. . " K .
y=b tﬁi hjxj fé%nbujxuxj +3ﬁ bjjxj + ...
b: coeficiente de regresibn bj. términos lineales
bo: término independiente bjj: términos cuadriticos
b 5 interaccifn de t&rminos



El coeficiente de regresifn es una variacién que experi--
menta la respuesta, debido a una variacitn unitaria variable.

Se calculan por el método de minimos cuadrados.
Pueden presentarse diversos casos particulares:

- Regresidn lineal con una variable: §=bo+ blx los coeficien~
tes se calculan por medio de determinantes.

- Regresi6n parab&lica: §5b0+ blx + b2x2 Al tenerse una ecua-

¢idén de regresién polinomial de cualquier orden, en el mé&todo
de minimos cuadrados, se buscaré resolver el sistema de ecua-
ciones lineales, mediante un sistema de ecuaciones normales.

- " Andlisis de correlacién " La dependencia de una variable -
independiente { el experimentador puede ajustarla al nivel -—-
que desee ) con una dependiente ( es la respuesta )se denomi-

na correlacibn.
- Mé&todo de correlacién miltiple: §¥bo+ blx1 + bzx2 +...+bkxk

Se resuelve mediante un sistema de ecuaciones normales. En -

muchos casos es necesario el auxilio de una computadora.

- An8lisis regresional en forma de matrices: Se elabora una =~
matriz en donde las variables independientes deber&n ser 1i--
nealmente independientes. Se utiliza la variable dummy=xo=l
{ Nalimov, V. et al., 1965 ).

A-—
y—boxo + blxl + bzx2 ST bkxk

- Desarrollo de ecuacibn de regresitn m@ltiple por el método -
”~
de Brandon: y—afl(xl)fz(xz) oo fj(xj) e fk(xk) en gdonde
fj(xj) es funcibn de xj { Brandon, D., 1959 ).

En el diseflo experimental se busca una estrategia con la
cual se obtenga un modelo adecuado, con un minimo de experimen
tos. Los disefios factoriales scon los mis indicados, debido a
gue son los gue m&s se acercan al disefio ideal y se pueden gra
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ficar f&cilmente. { Box, G. et al., 18738 ).

En un disenio factorial se fija un cierto nlimero de valo--
res ¢ niveles para cada factor, el cual varfa lentamente de un
experimento a otro. Si todas las combinaciones posibles de -~
factores, son usadas, el experimento es un diseno factorial --

completo.

Dentro de los disefios factoriales, los mfs importantes --
son los de 2 niveles, debido al ahorro de experimentos gue re-
presentan ej: Para un disefio factorial de 2x3x5 se necesitan
30 experimentos ( se deben variar los factores uno a unc y no
s¢ observan:. las interacciones ), si en cambio se utilizan 2 -

niveles ser&: 2x2x2 =23 = 8 experimentos.

En este tipo de disefio, se tiene un punto central, ¢ nivel
base, un nivel superior (+1) y un nivel inferior (;1), con lo

cual se obtiene un modelo ortogonal.
Geométricamente, el disefic se puede interpretar como un -
cubo, en el que cada esquina representa unc de los 8 experimen

tos.

Fig. 1.5.2 Representacifn geom&trica de un diseflo factorial --
con 2 niveles.

Todas las combinaciones posibles en 2 niveles, quedan re-
presentadas en una matriz, la cual se elabora mediante la ecua
cién N=2k en donde: N=n? de experimentos ; K=n? de varia -~
bles. Para gque se cumpla la ortogconalidad, todas las columnas
de vectores deberin sumar cero, con esto se reduce la dificul-
tad para calcular los coeficientes de regresifn, pues al ser -~
diagonal el nfimero de experimentcs, en la maitriz inversa 1los -



coeficientes de regresibn ser&n independientes.
Ecuacibn de regresibn:

~_ ik
y—bo+b1xl+b2x2+b3x3+bl'2x1x2,gl’3x1x3+b2;3x2x3+b1’2'3x1x2x3

Con la ecuacifn de regresisn, la cual se obtiene al fina-
lizar los experimentos, se puelen estimar las interacciones en
tre las wvariables, asi como sus efectos, todo ello simplifica-
do por =1 Algoritmo de Yates, cuyo procedimiento se basa en u-
na secuencia de sumas y diferencias de los resultados cbteni--

dos en los experimentos.

Ventajas de los experimentos factoriazles:

1. son los disefios experimentales mis perfectos de gue se dig

pone.
2. Ficiles de planear y calcular.

3. Al ser balanceados, cualguier error de experimentacién, --

sistem8tico tiende a eliminarse.

4. Los ejes de regresibn ( coiumna de niveles de cada factor )
son perfectamente ortogonales, o sea, se calculari gue todas
las variables teigan un grado de influencia similar, para gue
de esta forma se refleje en la respuesta su accifn verdadera
y no opague a otras variables.

5. 8Se ahorra tiempo y se reduce el costc de experimentacibn.

Desventajas:

1. Puede darse el caso de gue se trabaije fuera de la regiln de
intersés.

2. 8i los niveles superior e inferior no se eligen correctamen
te, pueden tenerse 2 inconvenientes: 8i el rango de trabajo
es muy peguefio, el error excerimental puede dominar los resul
tades ; si el rango es muy &-zlio el modelo lineal no se cum-
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Existen varios métodos gue por sus caracteristicas de efi
ciencia y f&cil estructura, pueden aplicarse al diseho y opti-

mizacién de procesos.
- M#&todo Plackett-Burman. ( Fabila, C.G., 1980 ).

Este método se basa en un disefic factorial completo, ela-
bordndose una matriz, mediante combinaciones maestras de nive
les. Con estas combinaciones maestras pueden llegar a obser-
varse hasta 100 factores de manera simultinea, las méis comunes

s50n:

N= 8+ + + -+

N= 12 + + -+ + + - - = + -
N=16 + + + + =+ =+ + = = + = — =
N=20+4++=-=-+++4+ =+ -+ - = - -+ 4 ~
N=24 +++++ -+ -+ + =4+ -4 -+~ -

N= n® de experimentos.

Cada disefioc se emplea para estudiar N-1 variables. Pue--—
den utilizarse dummies para completar 1z matrfz, em el caso -
de contar con un nGmerc reducido de variables, pero nunca se

deben usar mi&s de 3.

La matrfz obtenida debe ser ortogonal y responde a un ba-
lance de blogues, por lo que permite estimar los efectos de -
los factores principales al analizar la ecuacifn de regresién

Ejemplos de blogques de variables son: A , B, &8, C, aAC,etc

Debido a esta ventaja es utilizado para " evaluar el gradoe
de influencia de las diferentes variables consideradas " y a-
si emplearlas en la posterior optimizacidn del proceso en cues
+idn.
Este m&todo permite utilizar un nfimero elevado de varia--
bles ( ej: 11 ) de maner simultinea, por lo gue tiene aplica-
cién a nivel laboratorio. Es rdpido y se elabora con un mini



mo de experimentos.

Presenta la desventaja de los métodos factoriales, ademds de -~
gue deberd conccerse ampliamente el proceso con el cual se va

a trabajar.
- Mé&todo Box~wilson. ( Rese, L.M., 1IS81 ).

Corresponde a un disefio factorial corpleto, en el cual se de
berd diseflar ura matriz con N-2 experimentos y cuya estructura
comc en el mé&todo anterior, corresponde a combinaciones maes--

tras y presenta ortogonalidad.

Para elabcrar la matrfz puede usarse un nfimero elevado de
variables, aungue por razones préacticas, es aconsejable no va-

riar simult&neamente m8s de 4 6 5 variables con 2 niveles.

Para elegir los niveles superior {+1) e inferior (-1) de -
los factores, se parte de gue se tiene una regifn local para -

experimentacidn, en vecindad con un puntc central.

Posterior a la experimentacibn, los resultados se ajustan
a2 un modelo lineal, mediante la ecuacifn de regresibn corres—-—
pondiente, siendo posible de esta manera, determinar los valo-
res de los efectos de los factores, tamto solos, como en in --
teraccibn con otras variables.

En este @ltim® paso es de gran utilidad el andlisis resi--

dual, mediante el cual es zosible conccer las deficiencias del

modelo y su eventual mejora. Si los residuos ( todo aquelloc -



no considerado en la regresidn ) son cero, puede tenerse la -
seguridad de que el modelo matemitico esti reflejando la reali
dad.

Este método permite encontrar " los niveles Sptimos de va

riacidn de los factores considerados ".

El método Box-Wilson es &e muy importante aplicacifn en -
la optimizacidn de procesos.

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

para revelar el modelo real.
- Es rdpido y preciso.

- Al permitir el uso de numerosas variables, de manera simul

tdnea, puede aplicarse a inwvestigaciones de laboratorio.
- Siempre se obtiene una meijora en el proceso.

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

na situacidén compleja.

- No se ha demostrado otra alternativa v&lida,

Desventajass
- Desventajas de los m&todos factoriales.

- §i las variables elegidas no son las adecuadas puede traba
jarse en otra regifn experimental.

~ Es primordial la intuicifn personal y la experiencia del -

investigador.

Fig. 1.5.3 Representacibn geom&trica de las interacciones en-
tre factores, para un disefio factorial con 2 nive-

les.



Fig. 1.5.3 Representacién ¢eonétricz Jde las interacciones, pa
ra un disenic factorial ccr 2 niveles.
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M&todo de Operacidn Evolucionaria { EVOP ).

Con la técnica EVOP, el proceso en estudio se divide en una
serie de fases consistentes en un ciclo repetitivo, Cada ci—-—
clo puede comprender un disefio factorial completo o fracciona-
Al terminar cada etara, se separa el punto con mayor prc-

do.
duccibn y se emplea como centro experimental de la fase si --

guiente. ( Box, G. et al., 1978 ).
modificaciones deber&n --

Para pasar de una fase a otra, las
cuedan detectarse diferen

ser minimas, para que de esta manera
cias muy pequeflas con respecto al prcoreso normal, ademds de —-—
que el error experimental gueda pra3cticamente eliminado.

Al llegar al &ptimo deseado, los resultados se ajustan a uxn
mocdelo lineal, mediante la ecuacibn de regresidn correspondiern
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te.

Graficamente el procedimiento es de la forma siguiente:

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

FA X %0 TC TC T'C J Aluevas condicionesS

¢ ¢ as 35

a0
3.5 | 20
¢ as

2¢ 222 * s condiclones

9 ’ revias
.‘— y : 26 2 204. e L i‘ i_‘

24 30 v 24 30y 2.¢ 305 V 2.4 30 3L 42V

12 fase experimental
(a) Rendimiento del producto (%).
(b) Produccién por dia.
(c)} Costo por unidad de producto.
(d) Disefio de la 22 fase.

Variables independientes: Temperatura de reaccidn, velocidad.

Variables dependientes: Rendimiento, produccidn, costos.
{( a optimizar )

Cada ciclec se trabaj6 con un disenic factorial completo, gpara

2 variables (22) con un centro experimental.

( Lowe, G., 1964 ; Lipovchak, M., 1964 ; Carpenter, B. et zal
1965 ).

Ventajas:
- Es un m&todo con el cuzl sc detectan variaciones minimas.

— Tiene aplicacién a nivel planta pilcto y escala industrial,
ya que si se utilizaran métodos en los cuales se detecten cax:
bios fuertes, las condiciones de operacifin podrian resultar -
peligrosas o de costo muy elevado.

Desventajas:

- Se deben variar pocos factores ( ej:3 )} ya gue de otra forza
resultaria complicado detectar interacciones.

- No es fitil a nivel laboratorio.
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- M&todo EVOP SIMPLEX. ( Kafarov, V. 1976 ).

Es una variacifn del m&todo EVOP, ya que también es repeti-
tivo,en este caso se elabora una figura geom&trica, definida
por un nfimero de puntcs equivalente al nmerc de factores mds
uno, Los puntos son eguidistantes en el espacio dimensional,
por lo gue cumplen con la propiedad de ortogonalidad. Ej: -
Para un solo factor se tendrd una lfinea ( 2 puntos ) ; para 2
factores, se tendr& un trif&ngulc ( 3 puntos )} ; etc.

Es aconsejable no manejar m&s de 4 variables simult&neamen-—
te, pues su disefio geom&trico serd difficil de visualizar.

Diseho para 2 factores:

%4

%, X,
Despu&s de obtener el disefio del primer experimento, se —--
busca el punto con rendimiento menor y en su cara opuesta, -

se plantea el nuevo SIMPLEX. Se continGa de laz misma manera -
hasta llegar a la regidn 6ptima deseada.

Este mé&todo se utiliza en la optimizacién de procesos en -
planta piloto y laboratorio, aungue resulta mis lento que los
m&todos anteriores.

Ventajas:

- Se considera que al tenerse un movimiento ripido de los fac-
tores, no es necesario reducir experimentalmente el error pa-

ra cada punto.

Desventajas:
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- Es un m&todo lente.
- Restringidc a un n@Gzero reducido de variables.

-~ No proporciona la retroalimentacifn cientifica del EVOP.

Método EVOP ROTATORIO. ( Fabila, C.G., 1980 ).

Este método estd representado por una ecuacibén cuadrética,
debido a que este tipoc de ecuacifn no puede ser ortogonal, se
ide6 un método mediante el cual la ecuacifn de regresibn con-
serve su precisibn, aGn cuando se tengan rotaciones de los e~
t1es coordenados, durante la optimizacidn. Esto es gque posea
Ia propiedad de rotabilidad o girabilidad.

El procedimiento es el siguiente:

A un determinado diseno factorial ( ej: Con experimentos -
1, 2, 3, 4 ) se le afiaden experimentos sobre los ejes ( ej: -
5, 6, 7, 8 } v a una distancia del origen o centro experimen-
tal, gue sea proporcional a la esfera que envuelve el facto—-
rial ( ej: 2 ). Con el objeto de disminufr correlaciones en-
tre los coeficientes de regresibn, se afiade un nlimero determi
nado de experimentos centrales (ej: 9, 10, 11, 12, 13 ) que -
permiten adicionalmente, calcular el error experimental. ILoS
experimentos girables pueden constar hasta de 7 factores, un
nmerc m&s elevado de ellos, traeria consigo un exceso de ex-

perimentos. ( Box, G. and Wilson, XK. }.

Componentes para disefios centrales. Compuestos girables -

de 22 orden:

Ko. fac Nc. de puntos
tores. Factorial en: estrella Centro Total Vector ded
2 4 4 5 10 1.4142
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
7 g4 14 io0 88 3.3636

El nfimero de experimentos necesarios se calcula mediante

a ecuacidn:
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NEXP=2% + 2q + EXP o

g: n2® de factores. Hasta g=4 se usa el factorial completo ; -
de g=5 en adelante medio factorial ccnfundido por su interac--
cifn superior. El n® de experimentos centrales { EXPO ) depen

de de cada diseno. & es el valor de‘q la distancia de la(qeystre

£y ) -
1la en unidades experimentales: of =2 4 hasta g=4 v A =2 qpa-
ra gy 4.

La matriz planteada es de la siguiente forma:

2

X X

o] xl 2
1 +1 +1 +1
Z +1 +1 -1
3 +1 -1 -1
4 +1 -1 +1
5 +1 +oL 0
6 +1 -of 0
7 +1 G + R
8 +1 11 -t
) +1 e} 0

Representacién de las variables, sobre los ejes coordena-
dos. X

K oty g x
¢ t

1

Finalmente se puede cobtener una ecuacibn de regresibm, -~

gue presente ortogonalidaZd.
Ventajas:
- Es un mé&todo ripido.
Desventajas:
- Se debe trabajar con un nfimero reducido de variables.

- Es un m&todo laboricso tanto en el disefio de experimentos, -

como en cdiculos.
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EXPERIMENTACION Y DISCUSICGN DE RESULTADOS.
Objetivos.

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

abordando en cada una de ellas objetivos bien definidos:

Utilizando una cepa de Streptomyces erythreus elaborar un

medio de cultivo soluble, para la produccién de eritromici
na, con el fin de una posterior aplicacibén en cultivos con

tinuos.

a) Determinar gue parémetros fisicoquimicos pueden influ-
ir en la produccitn del antibidtico.

b} Probar diversas fuentes de C y N para seleccionar y es
tandarizar un medio que proporcione el miximo de produc-

cibn.

Estudiar la cinética de crecimiento del Streptomyces ery-

threus en el medic de cultive standard.

Por medio de los métodos estadisticos Plackett-Burman y -
Box-Wilson, optimizar las condiciones de produccién de eri
tromicina en el medio elegido.
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2.2 Técnicas de medicidn de los diversos parfmetros en ia ferx
mentacifn.

Durante la fermentacifn se midieron los siguientes parsme

tros:

1. Concentracitn de eritromicina en el caldo de fermentacidn.

Método de Bicensayo.

2. Concentracifn de carbohidrates totales en el caldo de fer-

mentacifn. Métode de Antrona.

3. pH.en el medio de cultivo. Se utilizé un potencibmetro e-

quipado con electrcdo de vidrio.

4. Determinacifbn de la concentracidn celular:
a) Densidad Sptica (D.O )
b) Peso seco ( p.s )

¢) Paguete micelizl { P.M.V )
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2.3 Determinacifn de los par&metros fisicoguimicos que influ-
yen en la produccidn del antibistico.
En base a los estudios reportados en la literatura, se --
consideraron las principales variables que pueden afectar la -

produccién de eritromicina, tales como:

1. Temperatura.

2. Variacibn del pH durante la fermentacién.
3. Evaporacibén del medio de cultivo.

4. Concentracib6n de oxigeno disuelto.

5. Presencia de inductores.

Con este fin se utiliz6 un medio de cultivo compleio, con

la siguiente formulacitn:

Glucosa 10 g (NH4)2504 6 g
Melazas 10 g NaCl 2.5 g
Ca(CO3) 8 g HZO cbp 1000 m1

pH antes de esterilizar 7.6

2.3.1 Influencia de la temperatura.

Se trabajd a 37°C y 34°C observdndose que la mejor tempe-
ratura, tanto para el crecimiento del micelio, como para la --
produccibn de eritromicina es de 37°C.

2.3.2 Variacifn del pH durante la fermentacién.

Durante las primeras horas, se observd un aumento en el -
pH, a las 72 horas comenz6 a descender, para f£inalmente a2 las
120 horas aumentar de nuevo hasta un pH de 8.

Se ha comprobadc gue en casi todos los medios, el pE pre-
senta este tipo de variacibn. Se supone es originada por la -
desaparicidn de azlcares del medio y subsecuente utilizacidn -
de Scidos orgdnicos intermediarios, sumado a la aparicién de -
compuestos nit:rogenados, resultantes de la lisis celular § Stark
w.M. & Smith, R.L., 1961 ; Gros, I. et al., 13978 ). El a:z-en-
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to de pH corresponde al periodo de produccién del antibidtico,
a su vez dicha produccidn es paralela al consumo de carbohidra

tos.

Es muy importante tomar en cuenta la wvariacidén del pH con
la esterilizacidn, para asi evitar que salga de los rangos de
produceidn o de estabilidad de la eritromicina. Fig. 2.3.2.1

2.3.3 EZvaporacidén del medio de cultivo.

Este es un punto muy importante, ya que si la evaporacién
alcanzz limites considerables, pueden tenerse errcores en la in
terpretacidén de resultados, asi como problemas de transferen--

cla de masa.

Se han reportado pérdidas de un 10-20% en volumen para ma

traces agitados. { Solomons, G.L., 1969 ).

Pambién se ha demostrado que el tipo de %tapbn tiene una -
gran influencia, ya que en parte dependeri de su volumen y ti-
po de material el grado de evaporacidn. No debe olvidarse gque
un tapén himedo facilita la contaminacidn.

La temperatura de incubacifin y la velocidad de agitacidn
también influyen en este caso, mas no sucede asf{ con el volu--

men inicial del medio de cultiveo.

Condiciones de experimentacidn:

T 37

Medio inoculado ; tiempo de fermentacidn 192 horas ; T 37°C ;
agitacidn 200 rpm ; Matraces Erlen Heyer de 250 ml con 70 ml -

de medio.

Posterior a la pérdida por esterilizacidn, se observd una
evaporacidn continua de 0.03%/hora, ilegando hasta un 1J3% de -.
pérdida, lo que se utilizé como factor de correccidn eén los ex

perimentos sucesivos. Fig. 2.3.3.1

Lz evaporacién del medio se calculd por diferencia de pe-

S0.
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EVAPQRACION DEL MEDIO DE CULPIVO
DURANTE L& FERMENTACION

Peso del medio v.s t

4g

12

66.665_,

a =22
) 6.686 °

b) 66-166_9-992

66.€c5

65.'}’33_0_986

c) ¢E.cee
. 64.733
) F5.cee

=3.971

e}
£)

g)

64.265_
£4-285-0.563
63.133_

56.666 0~ 947

62.6 _
EETEEE—G.SBB

P8rdida por esterilizacifn: 4%
Pérdida gor fermentacifn: 6%
Factor de correccifn: 10%
Pérdida por fermentacidn --

por hora:

120

144

0.03%

1esg 192
£ { horas )



2.3.4 Concentracifz de Oxigenc Disuelto.

La concentracifin de oxfgenc desuelto es sumamente impor-
tante y en fermentaciones aercobias puede llegar a ser un fac-
tor limitante, por 1o gque deber& encontrarse en concentracién

superiocr a la critica.

Er la biosintesis de eritromicina, el oxfgeno es necesa-
rio para la descarboxilacifn oxidativa del &cido pirfivico a &
cido acético, el cual es un intermediaric obligatorio en la -
sintesis { P8ca, J. et al., 1978 }.

Durante la fase de produccifn del antibidtico, el micelio
es més denso, por lc gue aumenta la viscosidad del medio y se

dificulta la transferencia de oxfigeno.

Se ha demostrado gque la transferencia de oxigeno a tra--
vEs de tapones de algodbn es menocr conforme el tapbn es més -
denso, teniéndose ademds un aumento en la concentracién de --

CO2 en el matraz.

Considerando todo lo anterior, se f£ii6 un volumen de me-
dio de aproximadamente un tercic del volumen del matraz. Se
usaron tapones de algoddn y gasa de volumen uniforme y una a-
gitaci6n promedio de 200 xpm.

2.3.5 Presencia de inductores.

Se utiliz6 n-propanol comc inductor de la biosintesis de
eritromicina, ya gque 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 producti
vidad reguieren de una elevada actividad de la propionato ci-
nasa durante la fase estacionaria de crecimiento ( aproximada

mente a las 72 horas ). 8i el alcohol n-propflico se ahade -
durante el primer perfodo de fermentacifn, puede suprimir la
biosintesis del antibistico.

Se planes un experimento para conocer el tiempo de adi--
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cibn y concentracidn més adecuados parz el inductor.

MEDIG DE REFERERCIA

PRODUCCION 2000 pg/ml
Yarina de soya 33 g (WH ) SO 2.4 g
( desarasada ) 42 4
Almiddn de maiz 31.5 g CaCOg3 7.2 g
Dextrina 30.4 ¢ HzU cbp 106G ml
rii antes de esteri 7.2
lizar

Condiciones de cultivo:

Matraces Erlen ileyer de 250 ml

Vol. medio 50 ml

Vol. inbculo 2 ml

Edad dei indculo 36 horas

Correccidén de volumen 1l0%

pil antes de esterilizar 7.2

T'emperatura de incubacién 37°C

Agitacidn 200 rpm

Tiempo total de fermentacidn 200 horas
Concentracién del inductor ( n-propanol )} {(%):
0.5 ; 8.0 ; 5.0 ; 6.0 ; 8.0 ; 12.0

Tiempo de adicidn posterior al inbculc ( horas ):
0 ; 24 ; 36 § 48 ; 72

Como se observa en la Fig. 2.3.5.1 se encontrd gque la prc-
duccidn se favorece con bajas concentraciones de n-propanol, -

observindose gue
adicionado a las

Al utilizar
la produccidn se
ademés de que se

la concentracidn Sptima de inductor es de 0.5%
24 horas de fermentacidn, Fig. 2.3.5.2;2.3.5.3

concentraciones de inductor superiores a un &=
retrasd con respecto a la concentracién éptirz
obtuvo un rendimiento menor al de los testinc:=

ror lo que se considera se inhibe la biosintesis del antibibti-~

CO.,



Fig. 2.3.5.1 Tiemgo de adicién y concentraciénn’stigos 562. 96 51294
. Y vard - Aty : 3 - -
inductor del inductor ( n-propanol }. 247.3% 5.510
T—-prop.)
(3)

t (horas)\_ 2.5 in 3.0 | 1r 5.0 | 1n 6.0 in 8.0 in 12.9 | in
2 36.33] 3.609] = = = = =
511.3 | 6.236 | = = :
24 = - _ !
257.6 | 5.551 9.376 | 2.238] 7.460 |2.305
i
323.7 | 5.779 | 11.78 [2.466 | cont. 36.93 |3.605; 46.42 | 3.837|26.22 |3.266
36 323.2 | 5.779 | cont. | 82.18 | 4.408] 32.95 |3.494] cont. 16.6 |2.800
. 82.28{ 4.408 { 73.31 | 4.294| 82.18 | 4.408]253.29 |4.637] 8.364) 2.123
cons. 62.15 | 4.408| 73.31 | 4.294] 85.0 |4.442 = 115.71 [4.751
- 145.57 1 4.980 | cone. 36.93 | 3.609|285.0  [5.323 ) 11.78 | 2.466) 65.4 [4.180
§o ]
323.7 |5.779 |288.72 {5.663 | 46.42 |3.537|cont. | s.376 | 2.238] = |
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Las muestras de medio de fermentacifn se conservarcn duran
te 2 meses, en tubos de vidric, a 4°C. Al m=dirse de nuevo la
concentracibn de eritromicina, mediante el m&todo de bioensayo,
se notd una fuerte degradacién { aproximada—ente del 50% ). Pu
do deberse a fenfmenos de oxidacidn del antibidtico, por lo tan
to es aconsejable medir la produccibn en un lapso m&ximo de una

semana.

2.4 Variacién de las fuentes &= C y N para seleccionar un me--
dio de produccisn adecuadoc.

Se probaron diferentes medios de cultiwvo, variande las ——-
fuentes de C y N con el fin de encontrar el de miaxima produc —--
cibn. Se utilizaron medios reportados en la literatura o bien
con aplicacidén indugtridl en la produccifn de antibi&ticos, pa-
ra despu&s probar otras fuentes de C y N.

Las condiciones de experimentacidn fuercn las mismas que -
en el experimento anterior, ahadiendo n-propanol a las 24 horas
en un 0.5%.

Medios probados:

{C) Licor de maiz 4.033 ml {C,N) Harina de soya 3.3 g
P =1.19 { desgrasada )
{C} Laciossa 52.00 g {C} Sacarossa 5.0 g
KHZPO4 2.5 g {C} Dextrcsa 3.0 g
{N) (N34)2504 .45 g (N) (NH412504 0.24 g
caco, i.0 g CaCOE 7-2 g
H,0 cbp 1000 ml RH, PO, £-25 9
pH antes est. 7.9 HZO cbp 100 ml

pH antes est. 8



{C} Glucosa €.15

(C) elazas 1.5

{(N) Pharmamedia 5.0
CaCO3 ¢.8
N=Cl 2.25
H2@ cbhp 160 ml
rd antes est. 7.3

{Cc)
{C) Melazas
M) (NH4)25-@4

£

4y 0

a
&
o

caCo
NaCl

HZO

3

Glucocsa

.13 g
1;5 g
0.3 g
0.8 g
0.25 g
cbp 1¢g =1

pH antes est. 7

icidn de 2.3 ml de s3¢1.06.05M -
sacarosa a las 96 horas.

Estos medios tuvieron unz baja produccifn 50pg/ml.

También se adicionaron imductores met&licos gue Ifavorecen

la producciSn de eritromicina:

A) CoCl‘SHzO

(%)
I.({C) Glucosa g.2
{C) Melazas 1.0
(N} {Nﬁé)2804 0.6
NaCl 8.25
CaCO3 .8
Hzo 180 ml

pH antes est.7.9
pH final A) 8.3
B) 7.8

B} FeSO,* MgSC,

II.{<C}
(<3

RSt
» %

10 ppm & las 24 horas de fer

mentacidn.

Glucosa é%ﬁ
Melazas 1.9
Urea .1
NaCl G.25
CaCO3 0.8
520 109 ml
pH antes aest. 7.6
pH final &} 8.6

E} 8.1



(2) (s
IITI. (T} Sacarosa 0.1 Iv. (C,N) Barina de scya 3.3
() Urea 0.1 { cdesgrasads )

NaCl 0.25 (C) Maizena 3.15
frortiguador de (C) Dextrina 3.04
garbonatos pk 7 (N) (NE432504 0.24

pPH antes est.7.Cl CaCC:ﬂ3 0.72

pH final A) 9.8 H O 100 ml

B) 9.7 pH antes est. 7.6
pE final A) 6.4
B} 6.2
Produccibn pg/ml:
I.A. 265 IT.A 86.3 ITr.A 17.3 IV.A 39.7
I.B. 198.% ITI.B 55.6 III.B 14.2 Iv.B 30

La mayor produccibn se obtuvo con el medion®? I.a. siendo

de 265 pg/ml.
cia de los inductores met&licos debido a la presencia de mala

No se puede considerar defimitiva la influen--

zas, cuya composicidn no es bien conocida.

Los pH variaron en limites elevados, 1o que nc permite u
na buena producci®n, ni estabilidad del antibibticc.

El medio n® I.A se tomS como base para algunas variacio

ness en la fuente de Carbono y Nitrbdzeno.

A. Glucosa +/- 0.05% B. Melazas +/- 0.5%

) 3.1
_0.25 PRI N
3 s =
/1.5\ ,O.S\ “36“-‘ /O- ~
09 6.3 0.9 0.3 .3 S 0.9 3.3
(a) (b} (c) (d) (e} (£) (g) {h)

o S - 2
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El medio con mayor preduccibn fu€ el {f):
Glucosa 0.15% Melazas 1.5% (NH4) SO, 0.3%

274
Produccién (pg/ml) < Medio (f) Medio base
A las 96 horas de fermentacidn 316 140.9
A las 200 horas de fermentacidn 410 160.1

Los resultados muestran gque la produccifn se favorecif al
disminuir la concentracién de glucosa y sulfato de amonio y au
mentar el contenido de melazas, obtenié&ndose un incremento de

250 pg/ml con respecto al medio base.

Todo esto parece indicar que las melazas contenfan al res
to de los componentes del medio en cantidad suficiente, o bien
proporcionaron sales inorgfnicas o compuestos gque favorecen la

produccién.

Finalmente el medio con el cual se obtuvo una mayor pro--

duccidn fué:

(C} Extracto de malta 10 g

(N} Extracto de levadura 4 g

(C} Glucosa 10 g
HZO cbp 1000 ml

pPH antes esterilizar 7.5
La produccibén estimada fu€ de: 1840 pg/ml

Este medio se eligi6 como medio standard para todos los es
tudios restantes en este trabajo, ya que cumple con las si ~--—

guientes caracterfsticas:

1. Permite un buen crecimiento del micelio y produccidn de e-

ritromicina.

La m&xima produccidén a nivel industrial, utilizandc cepas
mutadas, fu€ reportada en Francia, con un valor de 3000 pg/ml
con este medio se produjo aproximadamente el 60% ( sin cepa -
mutada) por lo gue se considera un nivel aceptable.



2. Es un medio de cultivo soluble.

3. Los resultados obtenidos se pueden aplicar para la optimiza
cifn del medio de cultivo a nivel de produccibén del antibibti
co.

4. BSe puede conocer de manera aproximada la composicidn del me

dio.

2.5 Cing&tica de crecimiento del Stireptomyces erythreus en el -

medic de cultivo standard.
Condiciones de cultivo:

Matraces Fermbach 31 Temperatura (°C) 37
Vol. de medio std. 11 Agitacifn rpm 200
Vol. de preinbculo 50 ml

Edad del preinfculo 36 horas

Se trabaj6é con 4 matraces gue se muesirearon cada 4 horas
siguiéndose la fermentacifn durante un tiempo total de 108 ho--

ras.

En el an8lisis de las curvas de crecimiento obtenidas, se
ocbserva gue el Streptomyces erythreus presenta una curva de ——
crecimiento difuxica, en la que se observan fases estacionarias

a las 36-60 horas y 84-92 horas. Fig. 2.5.1 ; 2,5.2 ; 2.5.3.

Aproximadamente a las 80 horas se tiene una caida en el --
.crecimiento, posiblemente se debe a que falta un nutriente y el

microorganismo debe adaptarse nuevamente al medio.

Este microorganismo presenta una p=0-036 hr-l

tiempo de duplicacibn td=10.896 hr

El consumo de carbohidratos es constante., observindose 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 1o que tal vez utilice los carbohidratos tanto como
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Fig. 2.5.3. CURVA DE CRECIMIEWT
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2.6 Relacibn de 1la produccifn del antibidtico, con lz ~roduc-

cidn de biomasa.

Condiciones:

Matraces Erlen Meyer de 250 ml
Vol. medic std. 50 ml

Factor de correccién de vol. 10%
Agitacitn 200 rpm

T {°C) 37

Edad del preinbculo 36 horas
Tiempo de fermentacifn 196 horas.

Mediante la gréfica, se concluye que la produccifin de eri

tromicina es proporcional al crecimientc. F1g9. 2.5.6

AGn antes de comenzar la fase estacionaria se tiene una 1i
gera produccifn del antibibdtico, observéndose la mayor produc-
cién a las 120 horas ( 985.9 pg/ml ) y 168 horas ( 1250.2 ug/ml)

Después de 72 horas de fermentacibén hay un incremento a--
preciable en la produccifn de eritromicina, lo gue coincide --
con el aumento de pH demostradc en estudios previos.

Entre las 24 ¥ 48 horas, comienza a aumentar la pendiente
de produccidn del metabolito, coincidiendo con el consumo ele-

vado de carbohidratos.
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3. OPTINIZACION DE LAZ JONDICIONWES LE CULTIVO NEDIANTE HETO-
DOS ESTADISTICOS.

L Disefic del métodc Plackett-Burman.

El primer paso haciaz una optimizacidn definitiva del medio
de produccidn, es determinar el gradc de influencia de las 2rin
cipales variables presentes en el sistema. Esto se logra me -—-—
diznte el método estadistico Plackett-Burman,

La seleccidn de variables se basd en reportes de la litera
tura y en los experimentos realizados con anterioridad. Se eli
gieron 6 factores, por considerarlos el nimero m&ximo de varia-
bies que presentan influencia en la produccidn del antibidtico:
Temperatura, pH, agitacibn, concentracién de carbono, concentra
cidn de nitrdgeno y concentracién del inductor ( n-propanol ).

Debido & gue el método Plackett -Burman es un disefio facto
rial completo, con 2 niveles, se procedid a elaborar la matriz
correspondiente de 8 experimentos,; en base a que!
n® de experimentos - 1 = combinacidn ; ( 8-1=7 ) se adiciond la
variable (0), conocida como Dummie, cuyo valor es 1 y solamente
se utiliza para completar la matriz.

Posteriormente se establecieron los lfmites superior (+1)
e inferior (-1} para cada variable, tomando como c¢entro experi-
mental al medic standard y cuidando que el nimero de unidades a
dicionadas, fuera el mismo que se restd para el limite inferior

Variables:
1. Temperatura: (=)35°C std 37°C (+)38°Cc +/-=2
Se observaron los casos extremos, tanto para crecimiento -
del microorzanismo, come para la produccidn del antibidtico.
Se ha demostrado que para que seé produzca el metabolito secun

dario, las condiciones de crecimiento no son las Optimas, por
lo tanto, se tiene crecimiento a 35°C ( -2 unidades ).



Para el lfimite supericr se aumentarosn 2 unidades ( 39°C ), a

esta temperatura afin crece el microorganismo.

Se consider6 que si la produceidn de eritromicina es pro-
porcional a la concentracidn de kiomasa, es de esperarse gue
si el microorganismo crece, se tendrd@ produccidn.

También se tomS en cuenta gue a altas temperaturas, puede
presentarse fragmentacidn del micelio, baja transferencia de
oxigeno { disminuye su solubilidad en el medio ), decrece la

viscosidad del medioc.

El rango de variacisn no fué menor, debido a que es difi-
cil variar solo 1°C, ern las agitadoras donde se trabaij6b.

2, Agitacién: (-)10C rpm std.200 rpm (+)300 rpm +/_100

En el caso de que se tenga un nfimerc muy bajo de revolu--
ciones, la agitacifn puede tener un efecto minimo, por el --
contrario, si es muy elevado puede romperse el micelio.

3. pH: §-16.5 std.7.5 (+)8.5 +/-1 Antes de esterilizar

La produccibn de eritromicina se presenta en un rango de
pH de 6~8. La eritromicina es 18bil a medios &dcidos ( 5.5 )

vy en medios muy alcalinos no hay produccidn.

Considerando que el pH del medio std. baja iigeramente —-
con la esterilizacifn y que durante la fermentacifn se tie--
nen variaciones de 1 a 2 unidades de pH, de nuevo se conside

raron los casos extremos.

4, Concentracidn
de C (-2 g/1 std.4 g/1 {(+)6 g/l +/-2

Fuentes de C presentes en el medio: Glucosa y extracto -
de malta.

El Streptomyces ervihreus necesita un fuerte aporte de C

para sintetizar el antibi6tice y para su crecimiento.
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Solamente se vari8 la concentracifn de glucosa, ya gque si

se varfan simult&neamente 2 fuentes de C, no se sabri con --
certeza de cual de las 2 proviene el mayor efecto. Se eligid

a la glucosa debido a que se encuentra en una forma m&s pura

y se sabe exactamente cuanta se tiene. La concentracibdn del

extracto de malta quedd constante, pero se tom6 en cuenta el
porcentaje de glucosa libre que contiene ( Solomons, 1969 ).

La glucosa es necesaria para la formacibén del macrdlido,-
sin embargo se debe recordar la posible presencia de una re-
presifn catab8lica por glucosa, a nivel de AMPC. Se ha lle-
gado a observar inhibici6n del crecimiento con concentracio-
nes superiores a 5% ( Riviére, J., 1975 ). Dicha concentra--
cifn se eligi6 como nivel miximo. Para calcular la concen--
tracibén de glucosa, se tomS en cuenta la glucosa pura y la -
glucosa libre presente en el extracto de malta, suponiendo -
que al aparecer nueva dextrosa proveniente de dextrinas, va
no estarfa en limites superiores al miximo, si se considera
que la glucosa inicial ha sido utilizada.

5. Concentracién de N:

{(-) 0.1 g N/1 std.0.28g N/1 (+)0.46g N/1 +/-0.18
vxtracto de levadura:

(~) 1.42 ¢ /1 std.4.0 g/ 1 (+)6.57g/ 1 +/=2.57

Ll N puede ejercer una regulacién metabSlica, si se en --
cuentra en concentraciones superiores a J.5g N/1. Probable
mente actfia sobre los intermediarios del metabolismo primario
y secundario ( a nivel enzim&tico ), desviando hacia el meta

bolismo primario, de esta manera el nitrSgeno no se utilizarfa
para la ppoduccibn del antibidtico, sino para el crecimiento
del microorganismo.

e consider§ el K total presente en el extracto de levadu
ra ( Sclomons, 1569 ) para no exceder el lfmite miximo v asf
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fijar el nivel superior.
Concentracién de inductor { n-propanol ).
(=) 0.2% std. 0.3% (+) 0.8% +/- 0.3%

©l inductor permite obtener una mayor produccién de eri--
tromicina, en este caso favorece la formacién de propionato,
el cual es un precursor del antibibtico.

Se sabfa, gue en caso de exceder una concentracién limite
ya no actuarfa como inductor, sino gue por el contrario inhi
birfa la biosintesis de eritromicina. Si se trata del caso
opuesto, con una concentracién de inductor muy baja, &ste no
ejercerd efecto alguno en la produccidén del metabolito desea
do.

La minima concentraciSn que se habfa probado fué& de 0.5%
por lo Jgue se tomS como referencia.

En caso de no saber que parimetros utilizar para fijar --
los limites superior e inferior, se pueden tomar como base -
de c8lculo las necesidades minimas de la c&lula, con respec-
to a ciertos nutrientes; en base a su composicidn.

Para poder realizar la parte experimental del método
Plackett-bBurman, se siguieron las condiciones siguientes:

Matraces Erlen ieyer de 250 nl

Vol. medio 50 ml

Edad del preinSculo 36 horas

Vol. de preinfculo 2.5 ml

Adicién del inductor a las 24 horas

Factor de correccién por evaporacién 10%

El medio std. se utilizé como centro experimental.



ZXp. No. A
1 +
2 -
3 -
4 -
5 +
6 +
7 +
8 -
Variable

A: Glucosa

{ £uente c )

E. Levadura
{ fuente N )

Temperatura
Agitacién

Conc. inductor
{ n-propanocl )

pPH antes este-
rilizar

PLACKETT-BURMAN

LI S N -

+ +

Unida Centro Nivel Nivel Unidad

des
g/l

g/l

>
rpm
%

VARIABLE
c D
+ -
+ +
+ +
- +
+ -

exp-
4.0

4.0

37
200
0.5

7.5

(-1)
2.0

1.42

35
100
0’2

(0]

+

o )

(+1)

6.9

6.37
38

300
0.8

exp -
2.0

2.57

2.0

100
0.3

1.5

(0)

+ +

4



Exp.
1

W =~ N oW N

An8lisis de resultados del Plackett-Burman.

=d
n
[

Resultados del Plackett-Burman.

No. D.O.
2.7
10,221
0.6%
0.535
1.35
3.55
1.75
1.63

peso seco Producci®n

{(mg/ml) (pg/ml}
2.216 83.7
7.89 10.2
0.521 2.0
0.45 0
1.133 125.0
2.8 731.93
1.369 84.0
1.304 145.2

Variable Efecto (lds)
A 88.594
B 34.071
C -94,705
D -54.010
B ~-70.860
F 39.670
O 71.632
v g ) 71.632x10

<]

£f 5.131x10

eff

t
1.236
0.475
1.322
0.753
0.989
0.553

3

Produccidn esp.
{(pg/gr=10 )

37.770
1.280
3.846
0

x10.326
261.400

61.358
111.349



Tabla-

Exp.
1
2
3
4

~ o

3.1.1

A
+ 37.770
- 1.280
- 3.846
- 0.000
+110. 326
+261.400
¥ 61.358
-111.349

Plackett—-Burman.

B
+ 37.770
+ 1.280
- 3.B4e6
- 0.900
-110.326
+261.400
+ 61.358
-111.349

Producci6n especifica obtenida { Pg/g x10

C
+ 37.770
+ 1.280

+ 3.846

2.000

~110.326
-261.400

.+ 61.338,

-111.349

D
- 37.770
- 31.280
+ 3.846
+ 0.000
+110.326
-261.400
- 61.358
-111.349

E
+ 37.770
- 1.280
+ ;.846
+ 0.000
+110. 326
-261.400
- 61.358
~-1131.349

3

F

37.770
+ 1.280
- 3.846
+ 0.000
+110.326
+261.400
- 61.358

-111.349

(0}
+ 37.770

1.280

+ 3.846

¢.900

+110.326
+261.400
+ 61.358

-111.3498

~
W
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Se procedif a analizar los resultados de produccifn espe
cifica obtenidos. Tabla.3.1.1 ( Fabila, C.G., 1380 ).

1. Se define como efecto a la infiuencia de cada factor en
la respuesta, al pasar de su nivel bajo (-1) al nivel alto
{(+1) vy se representa como el promedio de los efectos de un -
factor, cuando los dem3s factores permanecen constantes.

Respuesta (+) _ Respuesta ({-)

Efecto= Javariables (¥] ~ n® variables (=)

Bjs para la variable A,

EfectoA—37'77+110‘3262261'4+61'358 _ 1.28+3.84620+111.349

EfectoA=88.594x103

2. Variancia del efecto ( veff )

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

_{ Efecto dummy ) . _71.632x10°
Vess el: Vioge i
n® de dummies ’
3. Error standard del efecto { 8. Eeff ).
S. E .= V___ ei: S. E ..= 5.131x10°
erxT eIl - err

4. t Studentis (ts)

Es la probabilidad de ocurrencia del efecto, con resgec-
to a una distribucifn normal.

_Efecto . 88.594x10°
ts 5. E €J: ts 3
- Bogs 2 71.632x10

Considerando los valores absolutos de los efectos, se con
cluye gue la mayor influencia la presentan:

i2 Temperatura 22  Concentracitn de C por glucosa
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32 Concentracibdn de inductor { n-propancl }.

El medio con mayor produccifin fu& el n® 6, por lo gue se

empleS para la optimizacifn.

3.2 ©Disefio del m&todeo Box-Wilson

Después de determinar los factores que influyen de mane-
ra mis significativa en la preoduccifn del antibibtico, el si-
guiente paso a seguir fué& encontrar las condiciones 6ptimas -~

del medio.

Para llevar a cabo la optimizaci6n del medio de cultivo

se utilizb el experimento factorial Box-Wilson.

Un experimento factorial completo es aguel conjunto de -
observaciones gue comprende todas las combinaciones posibles

de los niveles de las variables o factores.

Con fines précticos el mayor nfimero de parfmetros gue --
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 sf.

En base a los resultados obtenidos en el disefio Plackett
-Burman, el experimento que registrd una mayor produccifn fué
el n® § por lo gue se le tomé como centro experimental para el
disefo Box-Wilson, con el fin de optimizar las condiciocones de

produccibn del antibibtico.

MEDIO Ne. 6

Glucosa 6 g/l
Extracto de levadura 6.57 g/ 1
Extracto de malta 10 g/l

Hzo cbp 1000 ml

pH antes de esterily 8.5
zar



T (°C) 35
Agitacifn rpm 100

Conc. inducteor ( n-propancl ) (%) 0.2
adici6n a las 24 horas

Correcci6n de volumen 10%
Matraces EPrlen :ileyer de 230 ml
Edad del preindculo 36 horas

Vol. preinbculo 2.5 mi

Matriz planteada para el m&todo Box-Wilson:

Interaccibn de

variables No.'experimento A B c
(1) i - - -

A 2 + - -

B 3 - + ~-

AB 4 + + -

Cc 5 - - +

AC 6 + - +
BC 7 - + +
ABC B + + +

A: Temperatura
B: Conc. de glucosa
C: Conc. inductor ( n-propanol ).

La unidad de variaciSa para las variables fué& la misma gue
se utilizé en el diseno Plackett-Burman, excepto para la concen
traci6n de inductor, en la cual se empled un rango m&s pequefic
debido a lo reducido que resultaban lcs niveles inferiores. EL

disefic se plante$ de la forma siguiente:



Varizole Temperatura Glucosa nzﬁg‘ﬁﬁﬁﬁl
Unidades °C g/l %
Centro experimental 35 6 8.2
Unidad experimental 2 2 0.15
Nivel ({+1) 37 8 .35
Nivel {-1) 33 4 .05

El resto de los pard@metros permanecid constante.

Después de%hr tiempo total de fermentacifn, los resultados

obtenzdos fuerons:

Inter- pesc seco Produccibn Prod. esp.
accibe PH, D.O (mg/ml) (pg/ml) (mg/g cé&l.)
(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

c 8.3 7.63 5.903 432.513 73.270
aAC 8.4 1.72 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 19.9585

Para calcular los efectos e interacciones, se utiliz6 el Al
goritmo de Yates, el cual se recomienda seguir debido a gue per-
mite manejar un mayor nGmero de factores y comprobar paso a paso
los cdlculos hechos. ( Fabila, C.G., 198G ).

Partiendo de gue se conocen los tratamientos y sus respues-—
tas, se elabora una tabla de la manera siguiente: En la primera
columna se colocan los tratamientos seyuidos, en la segunda co--
lumna se colocan las respuestas ( en este caso la produccidn es-—
pecffica )}, para la elaboracidn de las dem&s columnas primerc se
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suman los renglones de respuestas, por pares ( ej: {1} + a ; -
b + ab ... ) despu&s, nuevamente por pares, al segundo renglén

se le resta el rengdén antericr {( ej: a - (1) ; ab- b ... } -
se continfia 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 ( 22 columna ).

Para comprobar estos c&lculos, se suman los cuadrados de -
los renglones de cada columna y deberi observarse gue el resul-
tado cbtenido en la 3% columna es igual al doble de la suma de
los cuadrados de la 22 columna y que el resultado obtenido en -
la 42 columna es igual al cu&druplo de la suma de los cuadrados
de la 22 columna ; la siguiente serd ocho veces dicha suma y a-

si sucesivamente.

Para calcular los efectos individuales, se dividird la pri
mera linea del efecto total ( Gltima columna calculada } entre
el nmero de experimentos o tratamientos. gl divisior de las -~
siguientes lineas del efecto total es un medio del nlmero de ex
perimentos. Los cocientes obtenidos son los efectos individua-

les.

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

de los niveles son: -, +, -, +, -, +, -, +=+ suponiendo que -
su efecto total tuviera signo (-} el efecto individual seria ne
gativo. Si se tienen interaccicnes 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 coe
ficientes de regresifén, siendo &stos los coeficientes de las va

riables de la ecuacién codificada.



ELGORITMO DE YATES

BEfecto

I I I v v Div Individual
(1) 50.286 88.803 169.448 343.537 8 42.942
a 38.518 80.643 174.08¢ - 45.126 4 -11.281
B 38.557 121.872 - 5.231 - 77.817 4 .—~19.454
AB 42.086 52.217 - 36.895 27.727 4 6.934
c 73.270 - 11.767 - 8.162 4.641 4 1.169
AC 48.602 3.3525 - 69.653 - 28.664 4 - 7.166
BC 32.222 - 24.668 15.296 —.61.493 4 -15.373
ABC 18.995 - 12.227 12.441 - 2.855 4 - 0.713

S 343.537
SCC16438.973 32877.946 65755.77%9 131511.56

De esta manera se lleg6 a la ecuacifn codificada:
¥=42.542-5,.64A-9.7278B+3.46758+0.58C-3.583AC~7.686BC~0.356ABC

Esta ecuacifn se obtuvo con 1os niveles de variacién (+1)
y (-1), es decir, con wvalores codificados.

Para obtener valores més objetivos, la ecuacifén debera -~
transformarse a unidades reales, mediante la siguiente ecna ——

cién de correccidn:

Variable real - Centro experimental
Unidad experimental

Unidad de wvariacién =

De aguf se conocen los valores del centro experimental y -
de la unidad experimental de cada variable,de manera que al sus
tituirlos en la ecuacidn codificada, se obtuvo la ecuacifn real
Ej: Para la wariable A.

S Sl /X, - 35
p-\ 2 se sustituye como: ~53.64 -5

ticuacifn real:

Loy - . -
Y—-—262.641—6.34:}XA—34.229XB+451.0023C+0.984XAXB B.383XAXC

—4.854XBXC-0.593XAXBXC
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A continuacidn se verificaron los resultados de la scua--
cion, sustituyende ez ella los valores reales. Los resultados
experimentales (Y¥) deberan ser iguales o muy cercanos a los ob

. - Py
tenidos sn la ecuacifn Y.

Los walores gue se sustituyen, son los indicados por 1los
niveles en la matrfz inicial, ej: Para A : Se tiene +, -, +
los valores que se sustituir8n en la ecuacifn: XA 37 ; XB 4 ;
XCO.OS

Si despu€s se resta al valor Y obtenido con la ecuacidn,
el valor ¥ experimental, se obtienen los residuos, los cuales
indican gue tanto se aleja o acerca el modelo, a la realidad.

¥ T residuos

(1) 50.286 50.064 -0.222
A 38.519 38.276 -=0.243
B 38.557 38,182 -0.375
AB 42.086 41.758 -0.327
C 73.270 73.064 -0.206
AC 48.602 48.371 -0.231
BC 32.222 31.843 -0.379
ABC 19.995 19.574 -0.,421

De los resultados obtenidos se concluye:

1. La mayor influencia favorable a la produccién, la presenta
la concentracién de inducteor ( n-propancl ) cuando no se en--
cuentra interactuando en nivel alto, con ninguna de las otras
variables.

2. los residuos obtenidos son muy cercanos a céro, lo gue co-~
rrobora, que el modelo obtenide es valido y muy cercano a la

realidad.

3. Las wvariables consideradas, asf como sus rangos, fueron
los adecuados.



4. Debido al bajc valor de los residuos, no es necesaria nin
guna rmodificacién a los factores.

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

se encuentran en su nivel bajo.

6. Se demuestra Ia rapidez y eficiencia del método.

Los resultados revelan que el medic MNo.5, con concentracidn
elevada de inductor, es el medio Sptimo para la produccidn de

eritromicina.
Glucosa 4 g/l
Bxtracto de levadura 6.37 g/1
Extracto de malts ip g/l
H,O ' 1000 ml
pH antes de est. 8.5
T {°C) 33
Agitacibn rpm 100
Conc. inductor { n—propanol ) §.35%
Correccién de volumen i0 %
Vol. medio 50 mi
Matraces Erlen lleyer 250 ml

La produccién del antibidtico,en relacin a las interac ——
ciones entre las diferentes wariables utilizadas esi

C >{1) >AC>AB )Y Ay B ) 3C > ABC

Lo gue presenta apreciable interés para el anflisis de los
resultados, en la cptimizacisn del medic de cultiwvo.

a) Conc. de glucosa (C).- ©L.a concentracifn Sptima de glucosa
fué de 4 g/l correspondiente al nivel (-~1) esto indica que -
en una concentracidn superior, podria resultar desfavorable -
para la produccifén del antibiStico. Se puede objetar gue es



una cantidad igual a la que se utiliz8 en el medic standard -
al iniciar el método Plackett-Burman y menor a la del centro

experimental en el Box-Wilson ; por ello es necesarioc recor--
dar que las condiciones fisicoquimicas en el primer caso fue-
ron totalmente diferentes y en el segundo caso se variaron la

temperatura y la concentracidn de inductor.

Se observd que la produccidén aumenta cuando tanto la con
centracibén de glucosa, como la temperatura, estén en sus nive
les bajos. Considerando que el crecimiento es funcidén princi
palmente de la temperatura y que el medio optimizado tuvo una
me jor produccién que el medio base, se puede concluir que pa-
ra este medio una concentracidn superior a 4 g/l ejerce un e-
fecto desfavorable sobre la sintesis de eritromicina.

b) Conc. de extracto de levadura (fi}.- La concentracién de

6.37 g/1 es la dptima para la produccidn del antibidtico. --
Con los datos obtenidos con el método Plackett-Burman, se ob-
serva que a mayor concentracibén de nhitrégeno, la produccibdn -
de biomasa aumenta, pero también es mayor el rendimiento del
metabolito en estudio. Esto puede derivarse de que ambas pro
ducciones se relacionan directamente.

Si la concentracién de nitrégeno es muy baja, tal vez no
satisface las necesidades bé&sicas del microorganismo, por lo
que éste no se multiplica, redundandoc en una baja produccibn
de eritromicina.

Por lo tanto, a esta concentracién se favorece la sinte-
sis y no se puede considerar que existe una desviacidén total
hacia el metabolismo primario.

El extracto de levadura, proporciona ademids vitaminas y
aminoAcidos que intervienen en la biosintesis del eritronfli-

do. Ej: Metionina.

c} pHe~ El nivel de pH Sptimo fué de 8.5 antes de est.(+1l)

—————e



En cierto modo se esperaba este resultado, ya gque al esteri
lizar, el pH de este medio disminuye aproximadawente hasta 7
teni&niose despu&s las variaciones habituales de la fermenta
ci6n de eritromicina. La produccidén m&xima se obtuvo con un
pH de 7.5-8 a 33°C. Al tener pH iniciales, menores, la esta
bilidad del antibiftico disminuye, asi como pueden resultar
afectados los cooponentes del medio.

La produccibén aumentd al incrementarse el pH, aproximada-
mente después de 48 horas de fermentacidn.

En este tipo de fermentacifn, se tiene la dewentaja de no
poder controlar el pH, por lo que no puede darse una respues
ta contundente en cuanto a su influencia favoreble sobre la
produccidn.

d) Temperatura.- El nivel &ptimo de temperatura fug 33°C --
(-1). Inicialmente, en el método Plackett-Burman, se obser-
v6 que es la variable con mayor influencia sobre la biocsinte
sis de erstromicina.

Se comprobd que a menor temperatura, se favorecen las pro
ducciones, tanto del antibiético, como de biomasa, teniendo
E€sta Gltima rangos semejantes en todos los experimentos.

Zsto indica gue es una temperatura gue favorece el creci=-
miento del microorgaﬁismo, aungue no es la temperatura Sptima
de crecimiento, adem&s al disminufr el valor de esta varia--
ble, se induce al microorganismo a una mayor produccifn del
metabolito secundario deseado. Fig. 3.2.2 ; 3.2.3

El efecto es afin m&s favorable con concentraci6n elevada
de inductor ( 0.35% ) y concentraci6n baja de glucosa ( 4 g/l)
tal vez se debe & gQue a esta temperatura el microorganismo u
tiliza al inductor para sintetizar el antibiStico y no tanto
para la sintesis de &c. grasos y crecimiento.
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Fig. 3.2.2 Produccién de eritromicina v.s. t
T: 37°C ; pH antes est. E.5 ; Agitacisn 100 rpm
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Fig. 3.2.2 Produczifn de eritromicina v.s. t
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e) Agitacibén.- La agitacidn Optima fué de 100 rpm. {-1). -
Tanto el crecimiento celular como la produccidén ce antibidti
co, sufrieron un incremento notable al utilizar pajas revolu
ciones. Puede deberse a que con una agitacidn mis répida, -
se induce una fragmentacién parcial del micelio.

En el caso de la formacidn de esférulas de gran tamafio, -
resulta imposible romperlas, ain cuando se aumente la agita-_
é1i6én.

) Concentracibn de inductor ( n-propanol ).- Nivel &ptimo
0.35% (+1). Se demostrd la necesidad de un inductor que fa-
vorezea la sintesis del metabolito.

Con el método Box-~-Wilson, se demostrd que ejerce una gran
influencia cuandc se encuentra en concentracidén superior --
(0.35% ) y el resto de los factores en nivel bajo, aunque no

hay interaccién con ellos.

Se observé que a concentraciones muy bajas ( menor a 0.2%)
su efecto es précticamente indetectable y a concentraciones
elevadas ( mayores a 0.5% ) ejerce un efecto de inhibicién -
sobre la produccién del antibidtico.

También se notd que el efecto menos favorable a 1la produc
cién fué cuando se tuvieron todos los factores en su nivel al-

to.

La produccién con el medio optimizado resultd enormemente
menor, con respectc a la obtenida en el Plackett-Burman, ésto
se atribuye a la edad de la cepa, ya que a pesar de que la sus
pensién de esporas se almacend a 4°C, el micelio puede crecer
favoreciéndose la formacién de esférulas de dimensiones tales,
que no permiten la entrada de sustrato a la célula, adem&s de
que el producto sintetizado en el centro de la estérula no lo-

gra salir totalmente al exterior.

Esto se basa en que el experimento testino did una produc

-

cidn de ¢4 pe/ml que es aproximadamente $ veces menor a la ob-
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tenida con el medio optimizado.

Es recomendable pariir de un nusvo cultive inclinade cada -~

mes, para obiener resuliszdos reprogucibles y asi evitar que pa -

sen desapercitidos factcres determinantes, tales como la variabi

lidad de la cepsa.
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4. CONCLUSITWES,

1} El Strertomvces ervihreus es un microorganismo que presen-

ta una curva de crecimiento diduxica para el medio probado, -
con fases estacionarias detectadas a las 36«00 y 84-32 horas.

a
2) El crecimiento presenta un p=0.036 hr ¥y t;=10.896 nr.

3} La precduccifén de eritromicina es proporcional al crecimien
to, teniérndose un méximc de produccidn a las 120 y 168 horas

de fermentacidn.

4} Es necesaria la presencia de inductor ( n-propanol ) para
favorecer la produccidn del antibidtico y deberi afiadirse en

bajas concentraciones.

51} Las variables que mé&s. influyen en la produccién del metabo
1ito son: concentracidn de inductor, concentracidén de carbo-
no por glucosa y la temperatura ( cuando se trabaje en las —-

mismas condiciones que se probaron ).

52 La ecuacidn de rezresidn real, a-la cual se llezd es vali-
da y muy cercana al modelo real,

7} Es aconsejable la utilizacibén de métodos estadisticos para
la optimizacidn de las condiciones de cultivo en fermentacio-
nes, ya que simplifican el trabajoc ¥ representan un notable =
anorrc de tiempo y costos en la investigacidn.

2} A pesar de la variabdilidad bioldgica presentada por el mi-
ercorganisme, pudieron obsefvarse resultados eongruentes.

3) El medioc optimizado no es econbmicamente aceptable, debido
a su elevado costo, sin embargo es un buen indice para cono--—
cer ¢l comportamiento del microorganismo ¥ demostrar las ven-

tajas que ofrecen los métodos estadisticos.
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10) La secuencia cue se yropone para tor-wular, desarrollar y -
optimizar un medio de cultivo es:

a) Revisidn biblioprafica sobre las caracteristiczs del pro-

ducto, rutas metabdlicas mé&s aceptacas para su proauccidn, -

caracteristicas del microor-sanismo.
b) Seleccidn de las técnicas de medicidn.

c) Establecer que parametros fisicoquimicos influyen en la -
produccidn del metabolito deseado: f.i, temperatura, asita-—-
cibn, evaporacidm, edad dei cultivo, volumen ael in3culo, vo
lumen del medio, concentracién de inductores, tiemro para la
adicidn del inductor.

da) Variar diversas fuentes de los principales nutrientes ( C
N, S, P ), puede tomarse como base un medio sintético o la -

composicibn del microorganismo.
Seleceibn y estandarizacién del medio de cudtive.
Observar la cinética de crecimientc y de produceidn en el
medio elegido.

e) Aplicacidén de los métodos estadisticos Plackett-Burman y
Box-Wilson, para la optimizacidn definitiva del medio de cul

tivo.
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APANDICE.
Equipo.

W
L]

Ui
]
}__’

Una agitadora e incubadora con ambiente controlado ; de -

piso ( New Brunswick, Scientific Co., Inc. U.S.A. }.
Un potencidémetro Corning, modelo 125.
Un fotocolorimetro Bausch & Lomb, Spectronic 20.

Una centrffuga clinica, con regulacitn de velccidad y --

tiempo de centrifugacidn { Solvat ).

Un autoclave para esterilizacitn de medios de cultivo y -

material.
Campana con extractor.
Campana de flujo laminar ( Vz=CO ).
rstufa.

Balanza anaditica BOSCH §5.2000

5.2 Reactivos y materias primas.

Los reactivos utilizados en las diferentes determinacio—-
nes, fueron de grado analfitico ( J. ¥. BAXER., S.a. de C.V. -
MExico ).

Eritromicina para bioensayo ; Antrcona ( 5IGMA Chemical -——

Company U.S.A. }.

Las materias primas para la elaboracibdn de medios de cul
tive, se obtuvieron de las compaiifas: BIOXON de M&xico, S.A.
y DIFCO Laboratories U.S.A.

3.3 T&cnicas ds medicibdn.
I. Método de Bioensayo (W.B. Hugo y A.D. Russell, 1977 ).

Utilizado para medir la concentracién de eritromicina pre



sente. =o0olo se dezeacta la eritromicina activa {a).

a) Crecer Sarcina Lutea en plzcas, con medic Infusidn Cere--

bro Corazdn { agar al 1% ). OJada caja deberid contener 20 ml
de medio ( didmetrc 9 cm ). Hesembrar cada 15 dias.
b) Preparar placas con 15 ml de medio para bioensayo { diéme-~

tro &% cm ).

Pectona 5 g Extracitc de carne 3 g

Dextrosa L g Agar 15 ¢

nall 8 g HoO cbp 1000 mil
pH antes esterilizar 7

c) Sclucidn salina estéril, al 0.85%

d) Anortiguador de fosfatos pH 7. Pesar 2.72 g de KHZPO4 +

6 ¢ de :{EHPO4’ 3H2Q + HZO cbp 500 ml.

Preocedimientos
Elzborar una scurva patrdn de eritromicina.

Preparar una solucién patrdn de eritromicina, con una con
centracidn de 5 mg/ml en amortiguador de fosfatos pH 7.

De la solucidn patrén de eritromicina tomar alicuotas de
0.1 ml, 0.2 ml, 0.4 ml, 0.5 m1 vy 1 ml llevando cada una a 1 ml
con amortiguador de fosfatos pH 7. De esta manera se obten --
drén concentraciones de S pg/ml ; 10 pg/ml ; 20 pg/ml ; 25 pg/ml
50 pg/ml respectivamente.,

- Se procede a tomar 10 pl de cada solucidn, colocando cada
una en un sensidisco y éstos a su vez en las cajas con medio
para bicensayo.

- Se sigue el mismo procedimiento con las muestras del caldo
de fermentacibdn sin células.

- La cuerva patrén deberi elaborarse cada vez gque se haga el
biocensayo.

fdazer todo por duplicado.



- Las cajas se someten a refrigeracifdn { 4°C )} durante 2 ho

ras, para que se difunda el antibiftico.

- Se prepara una suspensidn concentrada de Sarcina lutea en

soluciSn salina al 0.85% y secolocaen el aspersor.

- Al t&rmino de las 2 horas de refrigeracifn, 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 diSmetro de antibiosis producido e interpolar en

la curva patrdn.

log;, cond (logloconc) 3

CONC_14 * 100

//////// real
//,/f, d (cm)

IXI. Método de Antrona ( Keleti y Leaderer , 1974 ).

Determinacifn de carbohidratos totales en el caldo de fer-

mentacién.

Bste m&todo se basa en la condensacifn del antranol, cada
reactivo con H,50, produce un derivado del furfural de los azl
cares presentes. Amino azficares y N-acetil-aminoazficares, no -
reaccionan con el reactivo de antrona y los Acidos hexourdéni--

cos reaccionan ligeramente.
Preparacién de reactivos:

i. Antrona:
a) En un baiio de hielo se coloca un matraz Erlen Meyer de -—-—

2000 ml, conteniendo 330 ml de HZO destilada.

b) En una probeta se miden exactamente 760 ml de HZSO4 R.A. ¥y

se agregan lentamente y con agitacién al agua.
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La soluciSn deberd estar aproximziamente a &40 para pcis
anadir el reactivo de antrona.

c) En balanza analfitics se pesa sobre papel glasine 1 gr e
reactive de antrona y se agrega a la solucidn de stoé —
( el color de la solucién quedard amarillc paja, repetirlc
si se pone verdoso ). El reactiv> es estable durante ZT —

dfas si se guarda en un frasco &—bar.
2. Acido clorhidrico { HC1l ) concentrado R.A.
3. Preparacifn de muestras.

a) Se toma una muestra de 10 ml del caldo de fermentacidn y
se centrifuga a 500 rpm., del sobrenadante se extrae una 2
licuota de 5 ml exactamente medidos y se colocan en un ma-
traz aforado de 100 ml, lavandc la pipeta con Hzo destilada
y aforarndo el matraz con la misma, agitar bastante.

b) Tomar una alficuota de 5 ml de solucibn y llevarla a un -
tubo de ensaye.

c) Se agrega al tubo 1 ml de HCl conc. { Conectar el extrac--

tor para sacar los vapores de &cido ).

d) Se coloca el tubc en un baiic de agua a ebullicifn, per un
tiempo de 22 minutos {. con el fin de hidrolizar ), poner ca
nicas de vidrio en la boca del tubo para evitar la evaspra-—

cibn.

e) Al transcurrir el tiempo de hidrSlisis se saca el tubo -——
del batio.

£) Aforar a 100 ml.

g) De esta solucifn se toman 2 ml ¥y se llevan a un tubo ds -
ensaye.

h) Se aifladen 10 ml de reactivo de antrona y se agita durante

30 seg. en mezclador Vortex.

i} Al mismo tiempo se prepara un blanco ponierio 2 ml de 520



destilada v 10 mll de reactivo de antrona.

5} se llevan z bafio de agua a ebudlicidn por 12 min. exacta

-

mente medidos.
4. frograma d= lectura.

a} Pespuds de transcurrido este tiempc, se sacan los tubos -
del bafic ¥ se enfrian en bkafio de agua frfa, por aprosximada

mente 5 minutos.

b} Leer en el colorfmetro = 3622 nm.

Curva patrSn:
1. PreparaciSn de reactivos.
a) Dextrosa R.A. anhidra.
b} Reactivo de antrona preparado.
2. Preparacifn de soluciones.
a) =n balanza analfitica se pesan 250 mg de dextfosa R.A.

b} 8¢ llevan a un matraz volumétrico de 250 ml y se disuel--

ven con 520 destilada.
c} Despufs de disuelto, se afora con H,0 destilada y se agi
ta. 4Jsta es la solucidn stock.
3. Determinacidn.

a) ve la solucién patrén se toman alfcuotas de 2ml, 5 ml, =--
12 m1, 15 ml, 23 ml.

b) sstas alfcuotas se transfieren a matraces-de 100 ml afora
dos respectivamente, dejando escurrir cuantitativamente.

c) Aforar con HZO destilada v agitar durante 2 minutos.

d) Las conceantraciones de estas soluciones son: 20, 52, 100,
150, 200 pg de dextrosa/ml.

e) B= estas soluciones se toman partes alfcuoctas de 2 ml ca-



da una y se transfieren a tubos de ensaye.

£} Se agregan 19 ml de reactivo de antrona a cada tubo y se

agitan durante 30 segundos en mezclador Vortex.

3} 3e preparaz un blanco con 2 ml de agua destilada y 10 ml
de reactivc de antrona.

R} Los tubos se llevan a baio de agua a ebullici6n por 12 -
minutos exactamente medidos.

i} Al términc de este tiempo se sacan los tubos del bano y
se enfrfian aproximadamente 5 minutos, en bafio de agua fria

3} Leer en colorfmetroja 622 nm.

Nota: Se debers elaborar una curva patrdn para cada reactivo
de antrona gque se prepare.

D.o.
AB622 nm

conc. Pg/ml

IiI. Determinacién de la concentracién celular.

a) Método indirecto: Densidad 6ptica ( D.O. ).
bk} M&todos directos: Peso seco ( p.s. ), paguete micelial
{ P.M.V. }.

a) Densidad Sptica { D.O. ).

Se basa en la dispersién de la luz, por una suspensidn
microbiana dilufda.

Se toman 10 ml del caldo de fermentacibn, se centrifu--
gzn a 3000 rpm. durante 10 min., el sedimento se redisuelve
en agua destilada y se lee la absorbancia en el colorimetro



a 540 nm. Muchas veces es necesario hacer diluciones, ya --

gue la absorkancia no debe ser superior a 0.4 Blanco: HZD
destilada.
b) Peso seco { p.s. ) ( Wang, B.GC.et al., 1979 )

La concentracifn celular gueda expresada come: g de c€
lulas/ ml de medio.

Se toma una muestra determinada del caldo de fermenta —-—
cifn y se filtra por Mewbrana Millipore ( puesta previamente
a peso constante ) las c€lulas se secan en la estufa a 100~
110°C durante 6-1§ horas o hasta peso constante.

2

En este trabajo se tomaron muestras de 3 ml y se utiliza

ron Membranas hillipore de poro 0.45 mp.

Nota: En la zona en la cual la relacib6n entre D.0O. y p.s. -
es lineal, puede determinarse este Gltimo con una precisibn

y reproducibilidad confiables, con referencia a una curva pa
tr6n previamente elaborada mediante pesadas con el organismo

estudiado.
D-O- Fd
5340 nm 0.4 - -~
7
(’
0.2 4 ‘,f’
/
p.s
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 mg/ml
c) Paguete Micelial ( PMV ).

Muy utilizado en la industria.

Se toma un volumen determinado de caldo de feruentacién

y por centrifugacién bajo condiciones std. de tiempo y rota-

cién, en tubos graduados, se determina el volumen ocupado por
s6lidos, lo cual indica la concentracifbn celular ().



Para obtener resultados dutimos, debe utilizarse un medio

soluble.

En este trabajo se tomaron muestras de 10 ml, se centrifu-

gb6 durante 10 minutos a 3000 rpm.

5.4 Conservacidn de cepas.

La capacidac de los hongos, para producir esporas, €S un
atributc hereditario, caracteristico de su fenotipo y depende -
de las condiciones del medio en que se encuentre ( Hawker, 1966)

Para una transformacién Sptima se deberi proporciocnar al -
8
medio de cultivo una concentracidn de esporas de 1x1l0 a 1x10
esporas/ml.

Para la conservacidn del Sireptomyces erythreus, se partid
de un cultivo de esporas en agar inclinado. Fig. 5.4.1

Como primer paso se procedid a activar las esporas, en me-
dio complejo de siembra ( liquido ), en matraces Erlen Meyer de
250 ml, con 50 ml de medio, T 37°C, agitacibn 200 rpm, durante

24 horas.
iledio complejo de siembra:

Extracto de levadura 0.4 g Bacto dextrosa 0.4 g
Extracto de malta 1.0 g H0 cbp 10C ml
pH antes esterilizar 7.5

Del preindculo activado, se partid para los siguientes mé~

todos de conservacién:

a) Placas: Se tomd un volumen de 0.1 ml del preinéculo ¥y se
esparcid de manera uniforme en toda la caja Petri, que conte-

nia 15 ml de medio complejc de siembra con 2% de azar. Se de

—

'y

joé incubar durante 48 horas a 37°C.
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b) Glicercles: Las esporas obtenidas en una de las placas --
{2) se siembran en 100 ml de medioc para gliceroleé, posterior
mente se pasan alfcuotas de 5 ml a tubos de rosca y se almace
nan a 4°C. ( tiempo m&ximo de almacenamiento: & meses }.

Medio para gliceroles:
(%)
Extracto de malta 0.4

Extracto de levadura (¢.4
Glicercl 20

HZO cbp 100 ml

c) Frascos Roux: { V€zina et al., 1968 ): Se adicionan -
250 ml de agar nutritivo, a un Frasco Roux ; ya gelificado se
afaden 3 ml del preinSculo y se dispersa de manera uniforme -
en tcdo el agar, eliminando el exceso de lfguido. 3e almace-
nan en posicifn no invertida, durante 3-10 dfas a 37°C. Al -
t&rmino de este lapso de tiempo se almacenan a 4°C.

( Tiempo mdximo 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 per——
las de vidrio, con movimientos suaves para no romper el agar,
se separarén el micelio v las cadenas de esporas.

4a) Suspensidn de esporas: Las esporas cosechadas se filtran
a través de algoddSn y se almacenan ep frascos de rosca, gue €
contienen aproximadamente 100 ml de sol. salina al 0.85%. =—-
Temperatura de almacenamiento: 4°C.

( Tienpo miximo de almacenamiento: 2 meses }.
En este trabajo, se partid de la suspensidn de esporas, pa

ra la elaboracién de los preinbculos.

Todos estos méteodos deberdn desarrollarse en todos sus pa-

sos, kajo las m8s estrictas condiciones de esterilidad.
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Fig. 5.4.1 CONSERVACIGX BE CEPAS.

Lqm:;f})«m@#m

ITT v
Siembra =2

en placa
+

v '
Glicerol

=2« D> « mnm:n'-%..

Cultivo ilicfilizado

Cultivo en zagar inclinado

Preinéculc para activacidn

v Frasco Roux

VI Suspensidn de esporas

Preindculo

Mediz de produccidn
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