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DESARROLLO DE UN PROCESO FERMENTATIVO PARA LA

PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un proceso
fermentativo para producir estreptomicina, un antibiético de
amplia ablioécién en medicina, veferinaria y agricultura, que no
se produce en México. Se utilizaron materias primas grado indus-

trial y agua de la llave para cultivar 1la cepa Streptomvces

griseus ATCC 12475, que es insensible a 1la accién de fagos vy

resistente a su propio antibidtico. Se establecieron las condi-
ciones de operacién mas adecuadas para el cultivo de la cepa én
matraces v el medio de cultivo se optimizé mediante la metodolo-
gia de superficie de respuesta. Con esto se logré incrementar el
titulo de estreptomicina de 280 a 421 mg/l, esto es un 52%.
Posteriormente, en fermentadores de 14 litrés, se optimizaroh las
condiciones de oxigenacién alcanzando un titulo de 820 mg/l. A
partir de los resultados se 6btuvo un modelo matematico empirico
cqque describe el efecto conjunto de las velocidades de agitacidn y
de aeracién sobre el coeficiente de transferencia de Qxigeno.
Adicionalmente, se obtuvieron otros modelos matematicos que
permiten predecir la velocidad especifica de crecimiento méxima,
el titulo de produccién, la productividad y el rendimiento de
estreptomicina en funcién del coeficiente de transférencia de
oxigeno. Al escalar el proceso a nivel-de planta piloto con un
volumen de operacién de 1000 litros, bajo el criterio de coefi-
ciente de transferencia de oxigeno constante, s2 alcanzdé un

titulo de estreptomicina de 795 mg/l. Los modelos cinéticos de



formacién de producto en las tres escalas de operacildn que hasta
la fecha no han sido descritos, indicaron que la produccién de
estreptomicina esta parcialmente asociada al crecimiento micro-
biano. Se propone el uso de un modelo logistico de crecimiento
para describir la cinética del modelo biolégico empleado.

Dentro del campo de la Biotecnologia, este trabajo se esta-
blece en el Area de desarrollo de procesos microbiolégicos, con
un enfoque de ingenieria bioquimica. Los capitulos del escrito
final mé&s relevantes son: objetivo, estrategia, resultados vy
discusidén, integracidn de los resultados,nconclusiones y recomen-
daciones, sin dejar de mencionar que la introduccién resume 1lo
publicado hasta la fecha en relacién a estreptomicina, y material

y métodos describe el procedimiento experimental empleado.

Susana Saval Bohorquez
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é/’ ) Cod ~.
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DEVELOPMENT OF A FERMENTATION PROCESS FOR

STREPTOMYCIN PRODUCTION

The aim of this study was to develop a process for the
fermenta?ive production of streptomycin, an antibiotic not produ-
ced in Mexicé, but widely used in human medicine, veterinary and
agriculture. Industrial raw materials and tape water were used to

culture Streptomyces griseus ATCC 12475, a strain resistant to

phages and to its own antibiotic. After establishing the best
operational conditions at shaked flasks, the culture medium was
thimized applying_ a response surface methodology. With this
procedure, the streptomycin titre was inceased from 280 to 421
mg/l, i.e. 527%. When oxygenation was optimized in 14 liters
fermentors, the streptomycin titre was 820 mg/l. Using the ekpe—
rimental results, a mathematical empirical model was obtained
describing the both effect of agitation and aeration rates on
oxygen transfer coefficient. In addition, other mathematical
models predicting maximal specific growth rate, titre, produdti—
vity and yieldlas function of oxygen transfer coefficient weré
obtained. When the fermentation was scaled-up to pilot plant
(1000 1) maintaining constant the oxygen transfer coefficient, an
antibiotic titre of 795 mg/l was reached. Kinetic models of
product formation indicated that streptomycin production was

partially associated to growth, in the three working scales.

Inside of Biotechnology field, this work is established 1in

the area of microbiological process development, using a bioche-



mical engineering focus. Its most relevant chapters are: objecti-~
ve, strategy, results and discussion, results integration, con-
clusions and recommendations. Introduction is a review of papers

related with streptomycin and Material and Methods describes the

experimental procedure emploved.

Susana Saval Boharques
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I. REBUMEN

La estreptomicina es un antibidético aminoglucésido que se
emplea para combatir infecciones en humanos y animales, y contra
plagas en diversos cultivos. A pesar de su amplio campo de
aplicacién, no se produce en México, por lo que es necesario
lmportarla para cubrir su demanda. Estos hechos permitieron
vislumbrar la necesidad de llevar a cabo el presente estudio
cuyo objetivo fue, desarrollar un proceso fermentativo para
producir estreptomicina utilizando materias primas de fabricacién
nacional. El microorganismo elegido fue Streptomyces griseus ATCC
12475, que es insensible a la accién de fagos y es resistente a
su propio antibiético.

Como punto de partida, se selecciond un medio de cultivo
preparado con reactivos industriales y agua de la 1llave,
conteniendo levadura de cerveza autolisada como fuente de
nitrégeno. El titulo de estreptomicina alcanzado con este medio a
los 3 dias, fue de 240 mg/l. Este titulo fue mayor a 1los
obtenldos con los otros medios probados conteniendo extracto de
levadura, sdlidos de cocimiento de maiz, peptona, harina de soya,
extracto de carne o triptona, como fuente de nitrégeno.

Posteriormente se estudid el efectoé del tipo de matraces,
la fraccidén de llenado de los mismos y la velocidad de agitacidn
sobre la produccidén de estreptomicina. Se encontrd que estos tres
factores, juegan un papel importante en la fermentacién. El
titulo mds alto se obtuvo al emplear matraces con deflectores de
250 ml con 50 ml de medio y una velocidad de agitacién de 200
rpm. El pH inicial fue otro factor importante para lograr una

buena produccién, el intervalo mAs adecuado se observd entre 5.5
y 6.5,

Se comprobé que el agua de la llave no afecta la produccién
de estreptomicina y que no. fue necesaria la adicién de elementos
traza (Fett, zn*t 'y ca*t). En experimentos previos a 1la
optimizacién, se redujo a 4 el nimero de ingredientes con
influencia importante sobre la produccidédn de estreptomicina:
glucosa, levadura de cerveza autolisada, cloruro de sodio y
fosfato dibasico de potasio., La concentracién de cada uno de
ellos se optimizd empleando la metodologia de superficie de
respuesta. Con las concentraciones &6ptimas de estos ingredientes
se incrementdé el titulo de estreptomicina de 280 a 421 mg/l, que
equivale a un 52%.

Al llevar las fermentaciones a nivel de 14 litros, se
observd un efecto marcado de la velocidad de agitacién, el flujo
de aire y el tipo de difusor, sobre la productividad y el



rendimiento de estreptomicina. El1 titulo maximo de antibiético
alcanzado a las mejores condiciones de operacidn fue de 820
mg/l a los 3 dias.

Se obtuvo un modelo matemdtico empirico que describe el
efecto conjunto de las velocidades de agitacién y de aeracién
sobre el coeficiente de transferencia de oxigeno., Adicionalmente,
se obtuvieron otros modelos matemidticos que permiten expresar la
velocidad especifica de crecimiento maxima, asi como 1la
produccién, la productividad y el rendimiento de estreptomicina
en términos del coeficiente de transferencia de oxigeno.

Se analizdé la variabilidad en 1la produccién de
estreptomicina, propia del sistema microbiano. Los resultados
obtenidos a nivel de matraces indicaron que la variabilidad en
diferentes experimentos fue mayor a la observada en un mismo
experimento. Al comparar la variabilidad observada en diferentes
experimentos a nivel de matraces y de fermentadores, se observd
gue en el primer caso fue de 10.94%, mientras que en el segundo
caso fue de 6.51%. Esta diferencia posiblemente se debe un mejor
control del proceso que se puede tener en fermentadores.

Se encontrdé que la disponibilidad de las mananas presentes
en las paredes celulares de la levadura, empleada como fuente de
nitrégeno, tiene un papel importante en 1la produccién de
estreptomicina. Entre los productos de levadura probados,
solamente el residuo de cerveceria permitié una produccién
cercana a la obtenida con la levadura autolisada.

Al escalar el proceso a hivel de planta piloto con un
volumen de operacidén de 1000 litros, bajo el criterio de
coeficiente de transferencia de oxigeno constante, se alcanzé un
titulo de estreptomicina de 795 mg/l a las 90 horas de
fermentaciodn.

Se obtuvieron los modelos cinéticos de formacién de producto
en las tres escalas de operacién gue hasta la fecha no han sido
descritos. Los resultados indicaron que la produccidédn de
estreptomicina estd parcialmente asociada al crecimiento
microbiano.

Por otra parte, los perfiles de incremento en masa celular
se ajustaron a modelos logisticos de crecimiento, que al parecer
hasta la fecha no han sido utilizados en el campo de las
fermentaciones,



II. INTRODUCCION

1. CARACTERISBTICAS E IMPORTANCIA DE LA ESTREPTOMICINA

La estreptomicina fue el primer antibiético aminoglucésido
detectado como producto de fermentacién en cultivos de
Streptomyces riseus, aislados de muestras de suelo. Su
descubrimiento fue realizado por Waksman y sus colaboradores en
1944 (Claridge, 1979; Kirby, 1980; oOkachi y Nara, 1984; Florent,
1985; Kase, 1985).,

La molécula de estreptomicina estd constituida por tres
subunidades: la estreptidina, que es un aminociclitol, unido al
disacirido, estreptobiosamina, gque a su vez estd compuesto por
estreptosa y N-metil-L-glucosamina. Su férmula empirica es
Cy1HagN;0;5 ¥ su peso molecular es de 581,58 daltons (Figura. 1).

La estreptomicina presenta actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram (+), Gram (-~) y micobacterias (Scriban, 1985),
Actia sobre la sintesis de proteinas, al unirse a la subunidad
308 de los ribosomas 705 inhibe la iniciacién o la elongacién de
la cadena peptidica, y también causa lecturas erréneas en la
traduccién. Adends se sabe que la estreptomicina tiene accién
bactericida, alterando la permeabilidad de la membrana celular,
lo que ocasiona la pérdida de los componentes celulares (Otten y
Plembel, 1980; Crueger y Crueger, 1984; Florent, 1985; Davis,
1987).

La estreptomicina forma sales con &cidos inorginicos, de las

cuales s86lo el sulfato se utiliza clinicamente. Esta sal es un-

polvo blanco soluble en agua, poco soluble en etanol vy
practicamente insoluble en disolventes orgénicos. El polvo seco
se mantiene estable a temperatura ambiente durante varios afos.
Cuando se disuelve en soluclones amortiguadoras 3 pH entre 6 y 8
y se mantiene a temperaturas inferiores a 10%C, su actividad

dura mds de tres meses (Otten y Plembel, 1980).

Otras sales comercialmente importantes son el triclorhidrato
de estreptomicina, conocido comunmente como clorhidrato de
estreptomicina y la sal doble de triclorhidrato de estreptomicina
Yy cloruro de calcio, cuyo nombre comin es complejo de
clorhidrato de estreptomicina (Centro para 1la Innovacién
Tecnoldégica, 1985).

La estreptomicina ha sido empleada exitosamente en medicina
humana y veterinaria y en la agricultura, ya sea sola o en
combinacién con otros compuestos (Crueger and Crueger, 1984),En
medicina humana se ha utilizado para combatir la tuberculosis ya
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gue es especialmente activa contra Mycobacterium tuberculosis
(Otten y Plembel, 1980; Okachi and Nara, 1984; Florent, 1985;
Kase, 1985). En combinacién con penicilina se usa en el
tratamiento de endocarditis bacteriana, gue es causante de 1la
inflamacién de la membrana interior del corazén. Junto con
tetraciclina, se emplea contra la brucelosis o fiebre de malta,
causada por especies de Brucella. Ademds se sabe que es el
antibiético mads efectivo contra la peste y la tularenia,
infecciones causadas por bacterias del género Pasteurella, que
son transmitidas a los humanos por especies animales
(Encyclopaedia Britannica, 1976; Kirby, 1980). Aunque presenta
actividad antimicrobiana contra microorganismos Gram (=),
comdinmente la estreptomicina no se emplea para combatir
infecciones producidas por este tipo de microorganismos, como la
septicemia y de vias urinarias 6 gastrointestinales. No es
efectiva contra la salmonelosis y la mayoria de las cepas de
Shigella sonei son resistentes a este antibidtico (Kirby, 1980).

El empleo de la estreptomicina por perfodos prolongados
causa toxicidad al rifién y al oido interno, con intensidad
variable de acuerdo a la dosis empleada. La nefro-toxicidad se
debe a su acumulacidén en el tejido renal en donde provoca
alteraciones morfoldgicas y funcionales. Este padecimiento es
reversible si se detecta a tiempo y se suspende el tratamiento o
si se disminuye su dosis. La oto-toxicidad se debe al dafio
permanente del octavo par de los nervios craneanos. El dafio a la
rama coclear estd asociado con la disminucién de 1la capacidad
auditiva, mientras que el dafio a la rama vestibular se presenta
como la pérdida del equilibrio (Kirby, 1%80; Otten y Plembel,
1980; Florent, 1985; Kase, 1985).

En medicina veterinaria, la estreptomicina se emplea para
combatir varias infecciones causadas por microorganismos Gram (-)
como la sinovitis infecciosa en pavos y pollos, asi como para
combatir males respiratorios croénicos en aves y en ganado (Okachi
y Nara, 1984).

En la agricultura, la estreptomicina sirve para combatir
males infecciosos producidos por bacterias, en diversos cultivos
(Okachi y Nara, 1984). No tiene efecto sobre hongos ni se
convierte en algin compuesto téxico a éstos. Se sabe que el
antibidético modifica a la planta huésped de tal manera que
incrementa su resistaencia a la enfermedad. Después de su
aplicacién, la estreptomicina se absorbe y su accién persiste en
los tejidos (Chattopadhyay and Bose, 1980). Entre los ejemplos de
su. uso estidn el combate de la plaga del nogal producida por
Xanthomonas juglandis (Miller, 1956); contra la pudricidén de la
semilla de la papa, causado por Erwinia atroseptica y E.
carotovora (Epps, 1957), para combatir el tizdén bhacteriano de la
soya causado por Pseudomonas glycinea (Kaufmann and Chamberlain,
1957), la plaga del frijol pinto causada por Xanthomonas phaseoli
(Marlatt, 1955), la mancha bacteriana del tomate causada por
Xanthomonas vesicatoria (Coc, 19%5) y el moho felpudo del haba

(2



o phaseoli (Zaumeyer y Wester, 19%6) . La
estreptomicina también se emplea para combatir a Bacterjum
stewartii, cuya accién hace que se marchite el maiz (Rich, 1956)

y a Pseudomonas tabaci, que ocasiona dafios al cultivo del tabaco
(Heggestad y col., 1956).

2. BIOSINTESIB DE LA ESTREPTOMICINA

La ruta de la bilosintesis de la estreptomicina, fue
propuesta por Demain e Inamine (1970). Estudios bioquimicos
posteriores permitieron establecer el camino biosintético que
se presenta en la Figura 2, el cual hasta la fecha ha sido
generalmente aceptado (Claridge, 1979; Kniep y Grisebach, 1980;
Kniep y Grisebach, 1980a; Walker, 1980; Walker y Walker, 1982,
Florent, 1985). '

- Se demostrd que la D-glucosa es el precursor comin de las
tres subunidades de la molécula de la estreptomicina y gque
durante su blosintesis participan cerca de treinta actividades

enzimiticas. Los carbonos 1, 2, 3, 4, 5 y 6 de la D-glucosa

corresponden respectivamente a los carbonos 5, 4, 3, 2, 1Ly 6 de
la estreptidina; a los carbonos 1, 2, 3, 4, 5 y 6 de la
N-metil-L~glucosamina y a los carbonos 1, 2, 3/, 3, 4 y 5 de 1la
L-estreptosa.

En la Figura 2 se observa que durante la sintesis de
estreptidina, la glucosa es primero convertida al 1inositol, el
cual es transformado a través de reacciones enzimdticas de
oxidacién, aminacién, fosforilacién, carbamidinilacién vy
desfosforilacién. La primera aminacién se lleva a cabo a partir
de glutamina y la segunda a partir de alanina, para esto
participan dos diferentes enzimas. Para las dos
carbamidinilaciones, la arginina es el donador del grupo
carbamidinilo, las enzimas involucradas son diferentes en ambos
casos. Por otro lado, en la fosforilacién de la inosamina y de la
N-amidinoestreptamina participa la misma enzima, aunque 1la
- gegunda fosforilacién ocurre en el paso final de la sintesis de
la estreptomicina. En el caso de la estreptosa, la conversién se
lleva a cabo mediante un rearreglo intramolecular en el que la
desoxitimidina-5/~difosfoglucosa(D-glucosa-1-dTDP), se convierte
en 4-ceto-6-desoxi-D-glucosa, después en 4-ceto-L-ramnosa y
finalmente en dihidroestreptosa. La formacién de la N-metil-L-
glucosamina a partir de D-glucosa afin no es clara, pero se sabe
que ocurre una fosforilacién, seqguida de una transaminacidn para
dar D-glucosamina-6-fosfato vy, posteriormente, varias
epimerizaciones. El grupc metilo proviene de la metionina. En
algunos trabajos se ha reportade la presencia de fosfato de
UDP-N-metil-D-glucosamina como intermediario. La unién de los
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elementos de la molécula de estreptomicina se realiza en dos
partes, primeroc la formacién de fosfato de 4-0-(a -L-

dihidroestreptosil) estreptidina a partir de fosfato de
estreptidina y dTDP-L-dihidroestreptosa y después la formacién de
dihidroestreptomicina-6~-fosfato a partir de fosfato de

dihidroestreptosil-estreptidina y XDP-N-metil-L-glucosamina.

Las reacciones descritas hasta este momento, ocurren en el
citoplasma, la oxidacién de la dihidroestreptomicina-é6-fosfato a
estreptomicina-6~fosfato se lleva a cabo en la membrana celular y
la desfosforilacién de la estreptomicina-6-fosfato para dar
estreptomicina, que es el d4ltimo paso del camino biosintético, se
realiza en el exterior de la membrana celular (Distler, 1985a).
Se encontrd® que la estreptomicina, una vez producida se enlaza a
la célula a través de un enlace iénico (Barabas y col., 1980).

Con el apoyo de la ingenierfa genética varios investigadores
han estudiado la genética de la produccidén de estreptomicina
(Distler y col., 1985a; Hotta e Ishikawa, 1988). Asi, se
encontrd que las cepas productoras de estreptomicina como son S.
griseus y S. bikiniensis, presentan un fenotipo inestable y
reversible gque estd relacionado con la resistencia del
microorganismo al mismo antibiético; la naturaleza ciclica de tal
inestabilidad sugiere 1la presencia de un trasposon (elemento
genético mov1ble) que afecta 1la expresion de uno o varios genes
(Kirby y Lewis, 1981),

El factor A, cuyo nombre gquimico es 2S-isocapriloil-3R-
hidriximetil-Y-butirolactona, se ha encontrado en cultivos de 8.
griseugs. Su presencia es esencial para la biosintesis de
estreptomicina y estd relacionadoc con la resistencia del
microorganismo a su propio antibiético y con la formacién de
esporas (Hara Yy Beppu, 1982). Horinohuchi y col. (1984)
encontraron que el determinante genético que codifica para 1la.
biosintesis del factor A, al parecer esta presente en un elemento
extracromosomal inestable en 1las cepas productoras de
estreptomicina.

Otros investigadores han realizado estudios sobre 1la
resistencia a estreptomicina de cepas de 8. griseus, productoras
del antibidtico. Tohyama y col. (1984) aislaron el gene que
codifica para la estreptomicina-6-fosfotransferasa, enzima que
protege a la célula del efecto téxico del antibiético. Dado que
la membrana de los microorganismos productores es permeable a la
estreptomicina extracelular principalmente durante la fase de
crecimiento exponencial, la enzima estreptomicina-6-
fosfotransferasa fosforila la estreptomicina presente en el caldo
de cultivo convirtiéndola a estreptomicina-é6-fosfato en el
interior de la célula (Nimi y col., 198la). Este derivado que
carece de actividad antimicrobiana y evita el efecto letal del
antibiético sobre el microorganismo productor, sale de la célula
y nuevamente se hidroliza a estreptomicina activa (Cella y
Vining, 1975). La sintesis de la enzima estreptomicina-6-



fosfotransferasa se induce por la propia estreptomic;na (Shinkawa
y col., 1985).

La funcidn que realiza la fosfotransferasa, de proteger a la
célula del efecto téxico de la estreptomicina ha sido la més
estudiada. Utilizando cepas de 8. griseus, se detectd 1la
existencia de dos genes que codifican para la sintesis de dos
diferentes estreptomocina-é6-fosfotransferasas, uno de los cuales
se sobrepone con genes de funcidn biosintética (Distler y col.,
1985b}. Poco después se encontré que el grupo de genes str
contiene cuatro genes que estan involucrados en la biosintesis de
la estreptomicina y en la resistencia a é&sta; el gene straA
codifica para la sintesis de estreptomicina-é6-fosfotransferasa,
el styB codifica para la amidinotransferasa que tiene funcién
biosintética, al igual que el gene strC que al parecer codifica
para la dihidroestreptosiltransferasa o para la estreptomicina-6-
fosfohidrolasa y, finalmente, el gene strR que codifica para un
elemento positivo requerido para la completa expresién de los
genes strA y strB. Los genes gtrA y strR comparten una regién
comin reqgulatoria que dirige gtrR (Ohnuki y col,, 1985). Mas
tarde se determindé la secuencia de nuclebtidos de strB y strR
(Distler y col., 1987; Tohyama y col., 1987) y del gene strD que
posiblemente codifica para una enzima biosintética (Distler vy
col., 1987).

Adicionalmente, otros estudios permitieron aislar el gene
que dirige la sintesis de N-metil- L-glucosamina de una cepa de S.
griseus (Kumada sy col,, 1986).

3. FACTORES QUE REGULAN LA BIOSINTESIS DE ESTREPTOMICINA

En términos generales, durante el cultivo de 8. seus se
observa una fase de crecimienton seguida de una fase de
produccién, lo gque sugiere la presencia de mecanismos que
regulan la biosintesis de estreptomicina. Esto significaria que
la induccién o des-represién de enzimas involucradas en 1la
biosintesis del antibiético se podria presentar al final de la
fase de crecimiento (Demain e Inamine, 1970)

3.1 Papel del fosfato

Segin la literatura, existen varios puntos de regulacidn
importantes durante la biosintesis de metabolitos secundarios en
los cuales el nivel de fosfato inorgédnico juega un papel
importante. Para entender el efecto regulatorio del fosfato sobre
el metabolismo secundario, es necesario considerar en principio,
su participacién en un gran nimero de reacciones enziméticas del
metabolismo primario. El nivel de fosfato en el medio controla,
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por un lado, la sintesis de &cidos nucléicos y proteinas y, por
otro, el metabolismo de 1la fuente de carbono, la respiracién
celular y los niveles de ATP (Martin, 1977).

En estudios realizados para conocer el catabolismo de la
glucosa por 8. dgriseus, se sugirié que el microorganismo
utilizaba principalmente la via Embden-Meyerhof y el ciclo de los
dcidos tricarboxilicos al metabolizar la glucosa, y que solamente
una peguefia porcidén se degradaba via hexosa monofosfato (Wang y
col., 1958). Sin embargo, estudios posteriores indicaron gue esta
Gltima via es mas importante de lo que se habia considerado
(Silverman y Rieder, 1960). Se establecid que el nivel de fosfato
inorgdnico cambia la ruta metabdlica de la fuente de carbono.
Altas concentraciones de fosfato en el medio disminuyen 1la
actividad de la via de hexosa monofosfato favoreciendo 1la
glicélisis y, por lo tanto, la velocidad de utilizaciédn de
glucosa y la acumulacién de lactato y piruvato (Hockenhull vy
col., 1954; Hockenhull, 1960; Demain e Inamine, 1970). El cambio
del camino metabélico por efecto del fosfato, podria
interpretarse como un efecto regulado por ATP, ya que éste actia
como un control fino sobre las enzimas que permiten 1la
ramificacidédn de rutas (Martin, 1977).

Los altos niveles de fosfato al activar la velocidad de
respiracién, incrementan la actividad del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos, disminuyendo asi 1la concentracién de inositol
que es el precursor de la sintesis de estreptidina. Se cree que
el fosfato es un inhibidor de la glucosa-6-P cicloaldolasa,
enzima que cataliza la conversién de glucosa-6-P a inositol-1-P y

parece ser la Unica enzima responsable de la sintesis de inositol
(Martin, 1977).

De acuerdo a Martin (1977), para favorecer la sintesis de
estreptomicina, la concentracién de fosfato inorgdnico en el
medio debe estar entre 1.5 y 15 mM, segGn la fuente de carbono
empleada. Cuando la concentracién de fosfato es alta, la sintesis
de &4cidos nucléicos se da a velocidades altas, Cuando esta
velocidad disminuye, entonces toma 1lugar la sintesis del
antibiético. Asi también se incrementa la velocidad de
utilizacidén de gluccsa y el peso micelial, Al parecer, 1la
sintesis del antibidtico es inhibida durante el crecimiento
balanceado a altas velocidades y su expresion requiere de cierto
grado de 1limitacidon de crecimiento que es diferente en los
distintos productores de antibidéticos.

Se ha establecido que, cuando el nivel de fosfato inorg&nico
en el medio es alto, la sintesis de la amidinotransferasa, enzima
que actia en dos pasos de la ruta biosintética de estreptidina,
también se ve afectada negativamente (Demain e Inamine, 1970).

Ootros estudios indican que altos niveles de fosfato regulan

a los inductores de la sintesis del antibibético. Tales efectores
se reconocen por su efecto sobre la formacién de producto cuando
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estidn presentes durante la fase de crecimiento y carecen de
efecto en la idiofase. Por ejemplo, el - factor A induce la
sintesis de estreptomicina en mutantes no productoras (Martin,
1977). Se menciona que el factor A podria favorecer la sintesis
de inositol a partfr de glucosa-6-P al inhibir a la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Walker, 1982), ademds, induce a
la estreptomicina-é6~-fosfotransferasa, la cual da la resistencia a
la estreptomicina (Hara y Beppu, 1982).

El fosfato también regula a las fosfatasas que intervienen
en la sintesis de estreptidina y en el Gltimo paso de la via de
obtencién de estreptomicina (Demain e Inamine, 1970; Martin,
1977). Se ha reportado que durante el crecimiento de 8. griseus
en exceso de fosfato, existe acumulacién de derivados de
estreptomicina fosforilados que no presentan actividad
antimicrobiana. Utilizando dos cepas de S. griseus, ATCC 12475 y
SC 2376, crecidas en medio complejo se observé produccién del
antibiético; cuando al mismo medio se le adicioné fosfato
inorgédnico, a una concentracién final de 0.01 M, se detecté
solamente acumulacién de estreptomicina-6-fosfato y al mismo
tiempo se encontré gque la fosfatasa que actda sobre la
estreptomicina-6-fosfato se inhibidé por exceso de fosfato (Miller
y Walker, 1570).

El balance fosfato/glucosa juega un papel importante para
favorecer la formacién de estreptomicina. En cultivo en lote,
por ejemplo, el fosfato debe consumirse durante la trofofase y
para permitir la formacién del antibiético en la idiofase debe
existir glucosa residual (Inoue y col., 1982a). Por otra parte,
en cultivo continuo, s6lo se forma estreptomicina cuando hay una
limitacién extrema de fosfato (Inoue y col., 1982b).

Martin (1977), sugirié que el efecto del fosfato sobre la
biosintesis de la estreptomicina podria estar regulado por un
factor comin como seria la concentracién intracelular de AMP
ciclico, dado que éste se forma una vez que la velocidad de
crecimiento empieza a disminuir, cuando se acerca a la fase
estacionaria. Estudios posteriores demostraron que la
concentracién intracelular de AMP ciclico en S. griseus, fue més
alta durante la fase de crecimiento logaritmico, y se redujo poco
antes de alcanzar la fase estacionaria. Al inicio de la sintesis
- de la estreptomicina, se detectd solo una minima cantidad de AMP
ciclico, lo que sugirid que una alta concentracién intracelular
de éste no tuvo efecto regulatorio sobre la sintesis del
antibiético, en contraste con el efecto gue se ha observado en
otras bacterias (Ragan y Vining, 1978; Hu y Demain, 1979, Martin
y Demain, 1980).

3.2 Papel de la fuente de nitrdgeno

Se encontré que en un medic quimicamente definido, a PpH
constante, la formacién de estreptomicina es estimulada por la
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adicidén de cantidades crecientes de sulfato de amonio. En esta
situacidén, se incrementan los niveles de é&cido glutémico y
glutamina debido a que estos dos sirven como donadores de grupos
amino. Cuando se adicionan &cido glutédmico, glutamina 6
glucosamina al medio de cultivo al final de la trofofase, 1la

sintesis del antibiético se estimula en la idiofase (Inoue Yy
col., 1983).

3,3 Efecto del propio antibidtico

Se sabe gque la estreptomicina tiene efecto sobre tres
enzimas de la via: la estreptomicina-6-cinasa, que actGa sobre el
C6 de estreptidina; la dihidroestreptomicina-3’~cinasa, que
presenta actividad sobre el €3’ de la estreptosa y también la
estreptomicina-3"-cinasa que actua sobre el C3" de la N-metil-L-
glucosamina (Demain e Inamine, 1970; Martin, 1977).

3.4 Papel de la fuente de carbono

En algunos cultivos de S. griseus, se ha detectado 1la
acumulacién de manosidoestreptomicina, un derivado que, al
parecer, se forma a partir de estreptomicina o de alglin precursor
de ésta. La conversién de este derivado a estreptomicina es el
resultado de una manosidasa que rompe el enlace glicosidico entre
la molécula de manosa y la MN-metil-L-glucosamina de 1la
estreptomicina. Esta manosidasa, que se  produce durante el mismo
cultivo, estd sujeta a un fendmeno de represién catabélica, por
lo que empieza a sintetizarse cuando la glucosa del medio ha sido
completamente agotada (Inamine y col., 1969; Demain e Inamine,
1970; Hu y Demain, 1979; Martin y Demain, 1980). No se sabe que

alguna otra fuente de carbhono presente efecto regulatorio sobre
la sintesis de estreptomicina.

Los efectos regulatorios descritos, se resumen en la Tabla 1

4. DERIVADOS DE LA ESTREPTOMICINA

La estreptomicina, gue también se conoce como estreptomicina
A, es producida principalmente por S. griseus, siendo solo
algunas cepas las que son capaces de producir cantidades
considerables del antibidético. Otras especies de Streptomyces
producen derivados de estreptomicina como manosidoestreptomicina
o estreptomicina B, dihidroestreptomicina, manosidodihidro-
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TABLA |

FACTORES QUE REGULAN LA BIOSINTESIS DE ESTREPTOMICINA

Fosfato una baja concentracién permite

~ reducir la velocidad de utilizacién de glucosa

- evitar la acumuilacidn de lactato y .piruvato

= la acumulacidn de inositol que es un precursor
de la estreptidina

- reducir la velocidad de sintesis de acldos
nucléicos y proteinas

- la sintesis de aminotransferasa, enzima que
participa en la blosintesis

- evitar la acumulacidn de derivados fosforlla-
dos que carecen de actividad antibidtica

Amonio incrementa los niveles de acido glutdmico y gluta-
' mina que son donadores de grupcs amino.
Estreptomicina® una alta concentracidn al Inicio del crecimiento
tiene efecto negativo sobre las enzimas blosintéti
cas,
Glucosa ' en cepas que producen manosidoestreptomJCIna repri

me la sintesis de mancsldasa, enzima que libera
estreptomicina a partir del derivado.
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estreptomicina, hidroxiestreptomicina y N-dimetilestreptomicina
(Demain e Inamine, 1970; claridge, 1979; oOkachi y Nara, 1984;
Florent, 1985; Atkinson y Havituna, 1983).

Las diferencias en la estructura quimica de estos derivados
se muestra en la Fiqura 3. Sclamente la hidroxiestreptomicina
(Benedict y col., 1951) y la dihidroestreptomicina presentan una
actividad antimicrobiana similar a la de la estreptomicina como
se observa en la Tabla 2,

La dihidroestreptomicina también se usa clinicamente y se
produce de manera comercial por reduccién catalitica de la
estreptomicina a pesar de que se ha mencionado que su produccién
por fermentacién directa presenta ciertas ventajas econémicas
(Kavanagh y col., 1960). Se sabe que este derivado aunque afecta
en menor grado al sistema vestibular, muestra una mayor toxicidad
sobre la rama auditiva (Ootten y Plembel, 1980; Florent, 1985).
Otro derivado semisintético que fue utilizado clinicamente en
Japén hace algunos afios, es la deoxidihidroestreptomicina cuya
actividad es similar a la de estreptomicina y parece ser menos
téxico. Aunque la actividad antimicrobiana de estos dos derivados
semisintéticos es similar, el comportamiento farmacocinético vy
farmacodindmico que presentan es diferente (Otten y Plembel,
1980). '

La manosidoestreptomicina o estreptomicina B, se sintetiza
de manera simultdnea a la estreptomicina. Este derivado se
encuentra hasta en un 40% del total de la estreptomicina
producida en la fermentacién (Hockenhull, 1960). Ya que la
actividad antibiética de este derivado es entre 20 y 25% de la
que presenta la estreptomicina, su hidrélisis enzimitica tiene
gran importancia econdmica (Demain e Inamine, 1%70).

5. MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS PARA LA
PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA

Los medios de cultivo que se han descrito para la produccién
de estreptomicina han sido desarrollados empiricamente. En 1la
primera formulacién que se describié, destacaba la presencia de
extracto de carne o agua de cocimiento de maiz como fuente de
nitrégeno (Garner y col., 1953; Hockenhull, 1960; Demain e
Inamine, 1970). En estudios posteriores, se definié un medio que
llegd a ser clasico para la produccién del antibidtico el cual
contenia glucosa, harina de soya y cloruro de sodio (Rake y
Donovik, 1946). Mé&s tarde, Dulaney (1948a) utilizé este mismo
medio para seleccionar cepas de S. griseus que produjeran altos
niveles de estreptomicina. cuando obtuvo las mutantes
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Fig. 3. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LOS DIFERENTES DERIVADOS DE LA
ESTREPTOMICINA,
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TABLA 2

DERIVADOS DE LA ESTREPTOMICINA PRODUCIDOS POR ESPECIES DE Streptomyces

Derivado

Microorganismo productor

Actividad antibiStica relativa

Estreptomicina

Manosidoestreptomicina
Dihidroestreptomicina

Hidroxiestreptomicina

N-demetilestreptomicina

Manosidohidroxiestreptomicina

S. graseus
S. bikindensis

S. grniseus

S. humidus

S. griseocarneus
S. glaucescens
S. subrutilus

S. grniseus

Stneptomuces sp.

1.0

0.20-0.25
1.0

1.0

0.10

menor a 1.0




hiperproductoras, modificé la composicién del medio por adicién
de destilados solubles (Dulaney, 1951).

Otros estudics también citan el empleo de la harina de soya
como fuente de nitrégeno (Rake y Donovick, 1946; Perlman y col.,
1954; Shirato y Motoyama, 1966; Singh y col., 1976;). Su
efectividad en la produccidén de estreptomicina al parecer se debe
a su lenta degradacién, lo que permite un suministro continuo de
nitrégeno orgdnico a lo largo de la fermentacién (Rake y
Donovick, 1946; Aharonowitz, 1980).

El empleo de materiales como agua de cocimiento de maiz,
hidrolizado enzimidtico de casefna, preparaciones de levadura Y
destilados solubles es comin, dada su efectividad como fuentes
de nitrégeno (Dulaney, 1948b; Mc Daniel, 1950; Hockenhull, 1960;
Nomi, 1963; Demain e Inamine, 1970; Miller y wWalker, 1970; cCella
y Vining, 1975; Inoue y col., 1982a)., Ocasionalmente estos
compuestos son adicionados para propdsitos especificos, como por
ejemplo, para estimular la produccién de la manosidasa, enzima
¢que libera estreptomicina a partir de su derivado unido a manosa
(Hockenhull, 1960; Demain e Inamine, 1970).

Varios aminodcidos han sido evaluados como fuente de
‘nitrégeno. Entre ellos, la prolina es la mids efectiva a pesar de
gue se observa una fase de adaptacidén muy larga (Dulaney, 1948b).
Esta puede reducirse si se adicionan trazas de fosfato de amonio
al medio de cultivo (Woodruff y Ruger, 1948). Otros aminodcidos
gue han dado buenos resultados son glicina, B-alanina, histidina,
asparagina, arginina, glutamato (Dulaney, 1948b), glutamina ¥y
glucosamina (Inoue y col., 1983).

La estreptomicina puede ser sintetizada cuando una sal de
amonio como fosfato, sulfato o cloruro, es utilizada como fGnica
fuente de nitrégeno en presencia de carbonato de calcio, aunque
el titulo de produccién es menor a la gue se alcanza con
nitrégeno organico. Los nitratos o nitritos no son capaces de
soportar el crecimiento del microorganismo, mucho menos 1la
produccién del metakolito (Dulaney, 1948b)., La combinacién de
citrato de amonio y sulfato de amonio resulté benéfica para la
produccién del antibiético (Shirato y Motoyama, 1966).

Para la produccién de estreptomicina, la glucosa es la
fuente de carbono mas utilizada aunque otros compuestos como la
manosa, maltosa, glicerol, manitol, almidén, dextrinas y fructosa
pueden soportar el crecimiento del microorganismo y la produccién
del metabolito. Sacarosa, sorbosa, sorbitol, &cidos orgédnicos o
. pentosas, empleadas como inica fuente de carbono, no soportan el
crecimiento y en medios complejos dan una minima produccién del
antibiético (Dulaney, 1949).. También se describié un medio
conteniendo una mezcla de dextrinas y glucosa como fuente de
carbono para cultivar una mutante de S. griseus resistente a
fagos (Carvajal, 1957).
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Aceites de mafz, de soya, de semilla de algoddn, de linaza,
de oliva, de cacahuate, de coco, de sésamo.y de ballena, sebo y
otros Acidos grasos como triesteamin, trilaurin, estedrico,
oléico, palmitico y sus glicéridos, pueden reemplazar a la
glucosa con excelentes resultados (Perlman y Wagman, 1952).

Algunos iones también son necesarios para asegurar buen
crecimlento J, blosintesis de estreptomicina, tal es el caso de
Na*, Kt Mg +, Fe +, Zn++, Cu Y ca*t. por 1o general todos
ellos, a excepcién del Na*, pueden ser omitidos cuando se tiene
un medio complejo. El1 papel del calcio como estimulante en 1la
produccién de estreptomicina al parecer se debe a que revierte
los efectos de una alta concentracién de fosfato que se tiene al
emplear compuestos complejos. También se ha citado que el calcio
incrementa la reproducibilidad de los experimentos, debido a un
retraso en la lisis del micelio (Demain e Inamine, 1970).

Al parecer, la presencia de los iones Na*t podria estar
involucrada en la liberacién de la estreptomicina, la cual se
encuentra unida al micelio por enlace idénico (Demain e Inamine,
1970; Barabas y Szabo, 1980).

El barbital y otros compuestos relacionados presentan un
efecto estimulatorio sobre la produccidén de estreptomicina, ya
que tienden a incrementar la resistencia del micelio a 1a
autolisis (Ferguson y col., 1957).

En la Tabla 3 se enlistan los compuestos estimulatorios de

la producciédn de estreptomicina que han sido descritos hasta
ahora.

6. PRODUCCION FERMENTATIVA DE ESTREPTOMICINA

La estreptomicina fue el primer antibidético sintetizado por
- un actinomiceto que se produjo en forma comercial (Claridge,
1979; Okachi y Nara, 1984)., Desde su descubrimiento se realizaron
varios estudios para definir las condiciones de pH, temperatura y
nivel de oxigenacién que favorecen su produccién (Tabla 4).

Las fermentaciones de estreptomicina por lo general se
llevan a cabo a un pH inicial alrededor de 7, el cual es también
el pH Optimo para la utilizacién de la glucosa y del fosfato
inorgdnico (Demain e Inamine, 1970). Algunos estudios realizados
por Inoue y col. (1982a) demostraron que el pH tiene efecto
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TABLA 3

COMPUESTOS QUE ESTHMULAN LA PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA

cloruro de sodio

glucosa
narina de soya

levadura

calcio

elementos traza

glutamato

glutamina

glucosamina

factor A

barbi tal

favorece la liberacidn de! antibidtico al medio

a partir de ésta se sintetizan las tres subunidades
de la estreptomicina

por su lenta degradacidn, proporciona nitrbgeno
durante toda la fermentacidn

estimula la produccion de manosidasa, enzima que
libera estreptomicina a partir de la manosidoestrep
tomicina

revierte el efecto inhibitorio causado por altos
niveles de fosfato

magnesio, zinc, cobre y potasio aseguran buen
crecimiento y biosintesis de la estreptomicina

precursor de glutamina

 donador- de grupos amino para la sintesis de glucosa

mina-6-P, precursor de la estreptomicina
precursor de la estreptomicina

induce a la estreptomicina-b6-fosfotransferasa que
da la resistencia a estreptomicing

incrementa la resistencia del micelio a la autolisis




TABLA &

CONDICIONES DE FERMENTACION QUE FAVORECEN

LA PRCDUCCION DE ESTREPTOMICINA

temperatura
pH inicial

oxigenacion

entre 24 y 30°C
entre 6.0 y 7.0

se recomiendan altos niveles de
transferencia de oxigeno; el con-
sumo de potencia por unidad de vo
lumen {Pg/v) para fermentadores
de & 1 se ha reportado del orden
de 0.37 w/1 (Karow y col., 1953)
y de 1.8% w/1 (Dulaney, 1951};
para fermentadores de 57,000 1,
0.26 w/1 (Karow y col., 1953).




critico sobre la formacién de estreptomicina, especialmente en la
idiofase. Utilizando la cepa de S. griseus HUT 6037, estos
autores encontraron que a un pH constante entre 6.0 y 6.5, la
formacién del antibidtico ocurre en la trofofase y en 1la

idiofase, mientras que a 7.0 y 8.0 solo se detecta durante la
idiofase,

La temperatura gptima para la produccién de estreptomicina
varia entre 24 y 30%C, dependiendo de la cepa (Bartholomew y
col., 1950; Hockenhull, 960). A mads de 30°'C se observa buen
crecimiento incluso a 37YC, pero hay una brusca caida en 1la
producciédn (Thornberry y Anderson, 1948; Dulaney, 1951).

Para favorecer 1la produccién de estreptomicina se requieren
altos niveles de transferencia de oxigeno, ya que una oxigenacién
restringida incrementa la velocidad de utilizacién de glucosa, lo
gue resulta en la acumulacidén de lactato y piruvato en el medio
(Hackenhull, 1954, 1960; Demain e Inamine, 1970; Scriban, 1985).
Utilizando un medio con extracto de carne, se encontrd dque al
incrementar la velocidad de aeracidén en fermentadores, se
favorecid la produccién del antibiético; a 1 vvm se obtuvieron
menos de 50 mg/l, mientras que entre 2 y 6 vvm se incrementé a
75 mg/1l (Kempf y Sayles, 1946).

Utilizando dos mutantes hiperproductoras, se describié el
efecto de la transferencia de oxigeno sobre la produccién de
estreptomicina en fermentadores con diferentes valores de consumo
de potencia por unidad de volumen, manteniendo constante la
velocidad superficial del aire. Con 1la mutante 2-38, se
obtuvieron 1656 mg/l con un consumo de potencia de 0.97 W/1, al
aumentar éste a 1.89 W/l la produccién aumentdé a 2051 mg/l, 1la
respuesta ya no fué la misma al incrementarse la potencia a 4.53
W/l ya que solo se alcanzaron 2077 mg/l. La mutante L~118 mostrd
un comportamiento similar aunque el titulo de produccién
alcanzado fué de 980 mg/l a la maxima potencia estudiada de 18.12
W/, con esto se demostrd la necesidad de tener altos niveles de
transferencia de oxigeno para favorecer la produccién del
antibiético, aunque cada cepa tiene sus propios requerimientos
(Dulaney, 1951).

Estudios realizados por Karow y col, (1953), demostraron dque
al incrementar la transferencia de oxigeno en el cultivo a fravés
de un aumento en el consumo de potencia, se favorecié 1la
produccién de estreptomicina. En fermentadores de 5 litros el
aumento de 0.18 a 0.37 W/1l, incrementé 5 veces el titulo de
antibiético. En reactores de 57,000 litros el aumento en el
consumo de potencia de 0.14 a 0.26 W/1l, duplicé la produccién.

Los titulos de estreptomicina obtenidos con las diferentes
cepas de S. griseus que se citan en la literatura, se enlistan en
la Tabla 5. Las cepas, los tiempos en que se alcanza la méxima
produccién asi como los titulos de estreptomicina alcanzados, son
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TASBLA 5

TITULOS MAXIMOS DE ESTREPTOMICINA ALCANZADOS POR‘N FERENTES CEPAS DE S. griseus

Cepa Fuente de Carbono Fuente de Nitrégeno mg EM=/1 diasE Referencia
glucosa harina de soya 237 7 Rake y Donovick, 1946.
glucosa fosfato de amonio 1565 6 Dulaney, 1948,
glucosa s6lidos de cocimiento 303 5 Dulaney, 1948,
: de maiz
glucosa prolina 800 9 Dulaney, 1948.
E15-1 glucosa extracto de carne 1000 i Garper y col., 1953.
+ peptona
K-1 glucosa harina de soya 3000 5-10 Shirato y Motoyama, 1966,
+ levadura seca
+ sulfato de amonio
ATCC 12475 glucosa soytona + sélidos de 450 & Miller y Walker, 1370.
cocimiento de maiz ' '
SC 2376 glucosa soytona + sdlidos de 700 5 Miiler y Walker, 1970.°
cocimiento de mafz
DTH-2 glucosa + harina de soya + 5650 8 Singh y col., 1976.
dextrinas sulfato de amonio
+ sblidos de
cocimiento de maiz
HUT 6037 glucosa sulfato de amonio 200 & Inove y cot., 1982.

+ asparagina

A

% EM significa estreptomicina

E dias en gque se alcanzd la maxima produccidn




muy variados. El titulo méds bajo es de 155 mg/l (Dulaney, 1948Db)
Y €1 mids alto de 5,650 mg/l (Singh y col., 1976). Asimismo, puede
observarse que por lo deneral se utilizé glucosa como fGnica
‘fuente de carbono, a excepcién de Singh y col. (1976) quienes
utilizaron una mezcla de glucosa y dextrinas, En relacién a la
fuente de nitrégeno se observa una preferencia por el uso de

materiales complejos, como fue indicado por Demain e Inanmine
(1970). -

La informacién acerca de los aspectos practicos involucrados
en la produccién de estreptomicina a escala comercial es muy
limitada, dado que ésta se mantiene en secrecia (Okachi y Nara,
1984) . No obstante, es posible tener un panorama de la evolucién
gue ha tenido la tecnologia patentada a nivel mundial, el cual se
presenta en la Figura 4, _ '

El titulo de estreptomicina que se reporté en la primera
patente aparecida, en 1948, fue de 250 mg/l, Esta cepa fue
sometida a mejoramiento genético con lo cual el titulo se
incrementé a 800 mg/l (Dulaney, 1948a). De las 8 patentes dque
aparecieron entre 1950 y 1951, 7 de ellas se enfocaron a la
formulacién de medios de cultivo sin que esto mejorara de manera
notable el tftulo de antibiético. En su mayoria se reportd el uso
de materiales complejos como destilados solubles (Colingsworth,
1950; McDaniel, 1951; McDaniel y Hendlin, 1951) levadura de
cerveza (McDaniel, 1950), harina de soya (Donovick y col., 1950;
McDaniel, 1951; Trussell, 1951), hidrolizado de caseina (McDaniel
y Hendlin, 1951) y agua de cocimiento de mafz (Trussell, 1951).

En 1951 aparecié la patente de una mutante sobreproductora
capaz de alcanzar tf{tulos de 2,000 mg/l en un medio con harina de
soya y destilados solubles (Dulaney, 1951). Posteriormente, se
sugirié el empleo de pasta de soya y malta en el medio de cultivo
(Kawasaki, 1957), o una mezcla de levadura de cerveza y extracto
de pescado (Nakayama, 1960). En 1957, Dulaney (1957) obtuvo una

mutante sobreproductora con nuevas caracteristicas atractivas

para un proceso industrial, tales como insensibilidad a la accién
de fagos y resistencia a su proplo antibiético, que alcanzé un
titulo de produccién de 3,700 mg/l, en un medio con sulfato de
amonio y nitrato de sodio. A partir de ese afio varias patentes
reportaron el uso de sulfato de amonio como fuente de nitrégeno
(Kubo y col., 1962; Bormann y col,, 1980; Monteanu y col., 1982;
Bormann y col., 1984) ya que hasta entonces solo una patente
habia reportado el empleo de una sal inorginica como fuente de
nitrégeno, que fue nitrato de amonio (Baron, 1950).

Fue hasta 1979 cuando se obtuvo una mutante capaz de
alcanzar titulos de produccién considerablemente mas altos, de
10,000 mg/l (Bormann y col., 1980). Para 1981 el incremento fue
atin mayor, de 13,000 mg/l (Monteanu y col., 1982). En la Gltima
patente reportada se habla de un titulo de 5,800 mg/l (Bormann y
col., 1984).
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Como pudo observarse en la Figura 4, los mAs altos titulos
de produccién corresponden a los obtenidos con cepas que han sido
mejoradas genéticamente. Este, es un reflejo de la importancia de
contar con microorganismos altamente productores para el
establecimiento de procesos de produccién a escala industrial. Al
respecto, Florent (1985) menciona que a partir del descubrimiento
de la estreptomicina por Waksman y su grupo, la productividad de
las cepas de S. arlseus usadas en la industria hasta la fecha se
ha incrementado por arriba de 100 veces a través de programas de
obtencién de mutantes mediante el uso de agentes fisicos,
quimicos y también biolégicos.

7. DEGENERACION DEL CULTIVO

La degeneracién del cultivo es otro de los principales
problemas gue han requerido atencién en la produccién industrial
de estreptomicina. Perlman y col. (1954) encontraron que la
produccién de estreptomicina por una mutante de §. griseus
disminuydé notablemente en subcultivos sucesivos de la cepa. La
pérdida de la capacidad de produccién fue correlacionada con un
cambio en la morfologia de la poblacién.

El metabolismo del fierro también parece 3jugar un papel
importante en la degeneracién del cultivo. Esta degeneracién es
acompafiada de la inhibicién de la sintesis de un citocromo y la
produccién de un pigmento del tipo cuproporfirina enlazado al
micelio. La transferencia de S. griseus a un medio sin fierro
retarda la degeneracién del cultivo (Musilek, 1963).

Entre las caracteristicas que acompafian a los cultivos
degenerados incluyen el incremento en la velocidad de crecimiento
y la velocidad de utilizacién de la fuente de carbono, aumento en
la capacidad de usar arabinosa para el crecimiento, cambios en la
proporcién de carbohidratos en la pared celular, incremento en la
susceptibilidad a la lisozima, formacién de esporas en cultivo
sumergido y pérdida de la capacidad de producir un pigmento
- amarillo soluble (Perlman y col., 1954; Musilek, 1963; Nomi,
1963; Demain e Inamine, 1970).

8. RESISTENCIA A FAGOS

Desde las primeras fermentaciones de estreptomicina que se
llevaron a cabo, se detecté la existencia de fagos (Saudek y
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Colingsworth, 1947). Las caracteristicas de un cultivo de
estreptomicina infectado por fagos, son la pérdida de viscosidad,
la disminucién o aumento del crecimiento micelial, muy baja o
nula cantidad de antibiético en el medio y la presencia de un
pigmento café oscurc soluble.

El mecanismo de accidn que determina la lisis del micelio de
8. griseus y la formacién de placas es dependiente de la
disponibilidad de agua libre en el medio, que ayuda a la difusién
del fago y a su penetracién en las células, con la consecuente
lisis. Algunos estudios realizados demostraron que la
multiplicacién del fago puede limitarse por la adicién de
citrato, oxalato y fitato los cuales son capaces de secuestrar el
calcio en el medio antes de gue la infeccién de las células por
fagos tome lugar (Carvajal, 1953).

Después de muchos estudios se demostré que los fagos atacan
solamente a las cepas productoras de estreptomicina y no afectan
otros microorganismos productores del antibiético como 8.
bikiniensis o sobre otras especies de Streptomyces. Los fagos se

multiglican solamente en células vivas a una temperatura 6ptima
de 28%YC (Carvajal, 1953).

A través del desarrollo de cepas de S, griseus inmunes a
fagos, no solo fue eliminado el problema de este tipo de

infeccién, también se 1logré aumentar el rendimiento de
estreptomicina (Carvajal, 1953; 1957).

9. MERCADO DE LA EBTREPTOMICINA EN MEXICO

En México la estreptomicina se encuentra dentro del Cuadro
Basico de Medicamentos del Sector Salud (1986). Cada afio se ha
incrementado su consumo por parte de los organismos de seguridad
social del estado asi como las ventas del antibiético al pdblico
en general. Aunque no se tienen cifras especificas del consumo de
estreptomicina para usos agricola y veterinario, el sector
industrial ha identificado un mercadoc considerable de aplicacién
en agricultura (Centro para la Innovacién Tecnolégica, 1985).

En virtud de gue la estreptomicina no se produce en México,
se hace necesaria su importacién de otros paises para satisfacer
el total de la demanda. Un andlisis del comportamiento de las
compras del antibibético al extranjero en los dltimos 10 aifios
muestra un incremento de tipo exponencial en el valor de las
importaciones asi como en el precio medio unitario, ambos
expresados en moneda nacional (pesos corrientes), como se muestra
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en la Figura 5. El1 volumen de estreptomicina importada de 1979 a
1989 presenta un comportamiento irregular.:. En los afios 1981 y
1985 se observan cifras por arriba de las 100 toneladas gque son
muy altas comparadas con el volumen importado en los otros afios
que fue en promedio de 55 toneladas. De 1987 a 1989, la cantidad
de estreptomicina importada presentd un incremento paulatino, lo

que podria sugerir que para 1los siqguientes afios serd mayor a las
70 toneladas.

‘Durante el andlisis realizado se detecté la influencia de
dos factores que junto con la devaluacién de la moneda nacional,
influyeron el comportamiento irregular observado en el volumen de
importacién. Estos factores son: 1) la estreptomicina como
producto comercial se encuentra en forma de sales, que en el
mercado comunmente se conocen como sulfato de estreptomicina,
clorhidrato de estreptomicina y complejo clorhidrato de
estreptomicina-cloruro de calcio, siendo el costo de cada uno de
ellos diferente, y 2) el costo unitario del producto en cada uno
de los palses donde se adquiere, es muy variable como se muestra
en la Tabla 6. Por ejemplo, en 1989 la estreptomicina se importd
de 12 diferentes paises, el costo més bajo fue de $32,839 M.N./kg
para el producto de Hong Kong mientras que el mds alto fue de
$547,114 M.N./kg para el de Espafia. Es de esperarse gue estas
diferencias se deban no salo al tipo de sal, sino también al
grado de pureza de la misma.

No obstante que la cantidad de estreptomicina importada ha
presentado variaciones en la pasada década, el minimo valor
observado de acuerdo a la Figura 5 sobrepasa las 40 toneladas
anuales, cifra que podria ser cublerta si se contara con una
tecnologia para su produccién comercial en México. A pesar de que
la estreptomicina se produce comercialmente en otros palses desde
1948 (Florent, 1985), en México no se han desarrollado hasta la
fecha, proyectos tendientes a implementar una tecnologia propia.

Un estudio realizado sobre la evaluacidén tecnolégica de la
produccién de estreptomicina (Centro para 1la Innovacién
Tecnolbédgica, 1985), establece la necesidad de iniciar proyectos
de desarrollo tecnoldégico en nuestro pais que conduzcan a su
produccidén en escala comercial, utilizando materias primas
nacionales y cepas altamente productoras. Esto es posible
llevarlo a cabo ya que se cuenta con la infraestructura fisica
necesaria y la experiencia de 1los investigadores que se han
dedicado al estudio del proceso fermentativo, conocimiento que ha
quedado resumido en la introduccién de este trabajo.

Los antecedentes expuestos hasta este momento, crearon el
interés por realizar el presente proyecto como un reto por
demostrar que el proceso puede ser dominado técnicamente con base
en el conocimiento fundamental de cada uno de los factores
involucrados en la fermentacién, y que puede ser escalado del
laboratorio a nivel de planta piloto.

27



1004

50+

TONELADAS DE ESTREPTOMICINA

db_q_e——Q’?’

L100, 000
L 50,000
10,000
- 8,000
- 6,000
. 4,000
L 2,000

1980 1983 1986 1989

Fig. 5. lmportacién de estreptomicina: volumen (e), costo (o)
y precio medio (A). (Fuente: Anuarios Estadisticos de

Comercio Exterior, SPP),

PRECIO MEDIO
$ corrientes (MN)/Kg

MILLONES DE PESOS
CORRIENTES

28



TABLA 6

CIFRAS DE IMPORTACION DE SALES DE ESTREPTOMICINA EN 1989

PAIS MONTO VOLUMEN PRECIO MEDIO
(MILLONES DE (kg) $ corrientes
PESOS CORRIENTES (MN) / kg

Replblica Federal de Alemania 948,50 12,837 73,894
Japén 1,370.57 8,662 158,228
Panamé 635.75 6,856 92,729
Estados Unldos 1,627.26 6,494 250,580
Paises Bajos 543,48 5,172 105,081
" Espafa 2,775.51 5,073 547,114
China 323.38 3,637 88,913
Francia 211.80 3,367 62,906
Dinamarca 224,59 2,461 91,258
Hong Kong kg .06 1,494 32,839
U.R.S.S. 99.53 1,299 76,617
Reino Unido * 16,38 . 300 54,594
TOTAL 8,825.90 67,652 130,448

Fuente: Anuarios Estadisticos de Comercio Exterior, SPP.
El precio medio en moneda nacional se estimé considerando
1 US Dolar = $2,512.00 mexicanos.
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La experiencia praActica que se adquiera podrd servir como
base de un desarrollo tecnolégico con intereses meramente
comerciales, ademds de que podrén estudiarse muchos aspectos que
poco se han dado a conocer de esta fermentacién en particular,
la cual se podria catalogar como tradicional.
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IIXI. OBJETIVOS

Objetivo general:

Desarrollar un proceso fermentativo para la produccibén de

estreptomicina utilizando la cepa de Streptomyce g griseus ATCC
12475,

Objetivos espscificos:

1.

Seleccionar un medio de cultivo, preparado con reactivos
industriales y aqua de la llave, gue favorezca la produccién
de estreptomicina.

Establecer /las condlciones de cultivo que permitan 1la

obtencién de los més altos titulos de estreptomicina a nivel

de matraces.

Optlmizar el medio de cultivo para la méxima produccibn de
estreptomLCLna utilizando el minimo nGmero de ingredientes.

Optimizar las condiciones de operacién para obtener la maxima
produccién de estreptomicina en fermentadores de 14 litros.

Escalar el proceso fermentativo a planta piloto con un volumen

de operacién de 1000 litros.

Estimar el titulc de estreptomicina minimo necesario para
que el proceso sea comercialmente atractivo.
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IV. EBTRATEGIA

Para cumplir con los objetivos planteados se establecié 1la
estrategia que se muestra en la Figura 6 en forma de diagrama. Se
eligié una cepa productora de estreptomicina cuyas
caracteristicas permitieran llevar a buen término las corridas de
fermentacién.

La experimentacién propiamente se inicié al probar
diferentes formulaciones de medio para seleccionar uno que
favoreciera la produccién del antibiético. En todo momento a 1lo
largo del estudio; se buscaron las condiciones més apropiadas
para obtener los maximos titulos de estreptomicina (EM).

Los criterios de evaluacién que se establecieron en el
estudio fueron:
- el titulo de estreptomicina (mg EM/1l),
- el rendimiento de producto en base a sustrato
(mg EM/g glucosa),
la productividad volumétrica (mg EM/1 x h),
el incremento en masa celular (g células/l),
la produccidén especifica (mg EM/g células), y
la productividad especifica (mg EM/g células x h)

De éstos, a nivel de matraces preferentemente se emplearon
los dos primeros, mientras que a nivel de fermentadores como se
tenfa la facilidad. de tomar muestras de mayor volumen, se
utilizaron adicionalmente, los otros criterios.

En escala de laboratorio, se evalué el efecto de 1los

"parémetros gque determinan las condiciones de cultivo como son: el

tipo de matraces, la fraccién de llenado de los mismos y la
velocidad de agitacién. Una vez establecidas las condiciones
6ptimas, se eliminaron del medio de cultivo aquellos nutrientes
que no fueron utilizados por el microorganismo y se optimizé la
concentracién de los nutrientes indispensables.

Posteriormente, se escald el proceso a fermentadores de 14
litros, donde se optimizaron las condiciones de operacién a
través de evaluar el efecto de la velocidad de agitacién, el
flujo de aire y el tipo de difusor sobre 1la produccién de
estreptomicina. Los resultados obtenidos a este nivel, sirvieron
como base para escalar el proceso fermentativo a planta piloto
con un volumen de operacién de 1000 litros.

. Finalmente, se analizaron los resultados obtenidos en 1las

tres escalas de operacidn con el fin de detectar problemas que se
presentaron durante el escalamiento del proceso fermentativo.
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V. MATERIAL ¥ METODOS

REACTIVOS ANALITICOS

. Hidrdéxido de sodio, tartrato doble de sodio y potasio,
fenol, metabisulfito de sodio, fosfato monobasico de potasio,
fosfato dib4sico de potasio, sulfito de sodio, cloruro de sodio,
sulfato de amonio, glicerol y glucosa se obtuvieron de J.T. Baker
- de México, S.A.

Sulfato de estreptomicina de Sigma Chemical Company. Acido
3,5~ dinitrosalicilico de Aldrich Chemical Company, Inc., de
Estados Unidos.

Extracto de levadura, peptona, extracto de malta, extracto

de carne, triptona y agar de Difco Laboratories de Estados

Unidos de Norteamérica.

REACTIVOS INDUSTRIALES GRADO ALIMENTICIO

. Cloruro de sodio, dextrinas, sulfato de magnesio, sulfato de

amonlo, nitrato de sodio, fosfato dibasico de potasio y

carbonato de calcio adquiridas en la Drogueria Cosmopolita,
S.A. de C.V. . '

Dextrosa monohidratada, maltodextrina (Amidex 30), extracto
de levadura (Yestal 400), sélidos de cocimiento de malz
(Nutriferm) y peptona (Peptamin C), obsequiados por Arancia
Comercial, S.A. de C.V.

Hidrolizado enzimitico de proteina de pescado (CPSP 90
ANOREL) fabricado por 1la compaiiia Sopropéche, de Boulogne-sur-
Mer, Francia. :

La harina de camarén se preparé moliendo camarédn seco
adgquirido en un mercado popular.

Harina de soya integral cruda de Industrial de Alimentos,
SIA. » .

Levadura de cerveza autolisada desamargada en polvo de Pharm
Yeast de México, S.A., con las siguientes especificaciones:
proteina 45-55%, tiamina 120 ug/g, riboflavina 30 ug/g y A4cido
nicotinico 400 ug/g. '

Residuo sélido de cerveceria, obtenido después de 1la

filtracién de 1la cerveza, conteniendo levadura y 1lapulo
principalmente, obsequiado por la Cerveceria Cuauhtemoc, S.A.
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Muestras de levadura de panificacién, marca Nevada,
obsequiada por Panadis, S.A.

Antiespumantes Mazu-DF-7911 y Mazu-DF-40 obsequiados por
Mazer de México, S.A.

AGUA DE LA LLAVE

De acuerdo al andlisis fisicoquimico tenfia un pH de 6.88 ‘a
7.0. La dureza total y permanente, medida como CaCO,, fue de 130
ppm y 23 ppm, respectivamente. Las sales encontradas fueron:
bicarbonatos de calcic y magnesio, sulfatos de magnesio y sodio,
y cloruro de sodio.

MICROORGANISMOS

Para las fermentaciones de estreptomicina se utilizé la cepa
Streptomyces griseus ATCC 12475, En 1la cuantificacién
microbiolégica de estreptomicina se utilizé Bacillus subtilis
ATCC 6633 comc microorganismo de prueba.

MEDIOS DE CULTIVO

Medio 1: de conservacién de B, subtilis.
Las esporas se mantuvieron en suapensién a 4°C bajo
cero, en tubos con tapén de rosca con el siguiente
medio: peptona, 2.0%; extracto de levadura, 1.0% y
glicerol, 40% (v/v) disueltos en agua destilada.

Medio 2: Medio de propagacién de B, subtilis.
v Se prepararon cajas con el siguiente medio: extracto de
carne, 0.3%; peptona, 0.5% y agar, 1.5% disueltos
en agua destilada.

Medio 3: Medio para la cuantificacién de estreptomicina por
ensayo microbiolégico.
Extracto de carne, 0.15%; extracto de levadura, 0.3%;
peptona, 0.6% y agar, 1.5% disueltos en solucién
amortiguadora de fosfatos 0.01M a pH 7.9 (Kirshbaum y
Arret 1967). _ :
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Medio 4: Medio de conservacién de S. griseus.
Las esporas gel microorganismo: se mantuvieron en
suspensién a 4°C bajo cero, en tubos con tapdn de rosca
con el siguiente medio: extracto de malta, 1.0%;
extracto de levadura, 0.4% y glicerol, 40% (v/v)
disueltos en agua destilada.

Medio 5. Medio de propagacién de 8. grisgeus
Se prepararon placas con medio gque contenia: extracto de
malta, 0.3%; extracto de levadura, 0.3%; glucosa, 1.0% y
agar, 1.5% disueltos en agua destilada (The American
Type Culture Collection, 1978).

Todos 1los medios de conservacién y propagacién se
esterilizaron a 121°C durante 15 min.

Medios para la produccidn de estreptomicina:

Medio 6: Glucosa, 4.0%; dextrina, 1.0%; sulfato de amonio, 1.0%;
nitrato de sodio, 0.2%; cloruro de sodio, 0.3%; fosfato
dibdsico de potasio, 0.1%; sulfato de magnesio

heptahidratado, 0.02%. E1 pH se ajustd a 7.5 y se

adiciond enseguida 1.0% de carbonate de calcio
(carvajal, 1957).

Medio 7: Glucosa, 1.0%; cloruro de sodio, 1.0%; levadura de
cerveza seca, 2.5%; nitrato de sodio, 0.5%; fosfato
dib&sico de potasio, 0.1%; sulfato de magnesio
heptahidratado, 0.1% (McDaniel, 1950).

Medio 8: Glucosa, 1.0%; harina de soya, 1.0%; cloruro de sodio,
0.5% (Rake y Donovick, 1946). '

Medio 9: Glucosa, 2.0%; extracto de levadura, 0.2%; harina de
' soya, 2.0%; s6lidos de cocimiento de maiz, 1.0%;
fosfato de potasioc, 0.17% (Miller y Walker, 1970).

Medio 10: Glucosa, 0.1%; maltodextrina, 2.4%; extracto de
' levadura, 0.5%; extracto de carne, 0.3%; triptona,
0.5%; carbonato de calcio, 0.4% (Rowlands, 1987).

Medio 11: Glucosa, 2.5%; harina de soya, 4.0%; cloruro de sodio,
0.25% (Dulaney, 1951).

Medio 12: Glucosa, 1.0%; extracto de levadura, 0.2%; peptona,

0.4%; extracto de carne, 0.2%; cloruro de sodio 0.5%;
sulfato de magnesio, 0.025% (Hara y Beppu, 1982).
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Medio 13: Glucosa, 6.0%; sdélidos de cocimiento de maiz, 4.0%;
harina de soya, 3.0%; sulfato de amonio, 0.9%; cloruro
de sodio, 0.25%; fosfato dib&sico de potasio,

0.0025%; carbonato de calcio, 0.9% (Singh y col.,
1976). '

Medio 14: Glucosa, 1.0%; cloruro de sodio, 1.0%; levadura de

cerveza autolisada, 2.5%; fosfato dibAsico de potasio,
0.1%. :

Medio 15: Glucosa, 2.3%; cloruro de sodio, 0.8%; levadura de

cerveza autolisada, 2.69%; fosfato dibdsico de potasio,
0.1%. ' =

Todos los medios de produccién se esterilizaron a 1210¢
durante 20 min.

PREPARACION.DE LA SUSPENSION DE ESPORAS

S. griseus se propagd a 26-27%, en cajas con medio 5
durante 4 dias, o con medio 7 durante 6 dias, segln se indica en
el texto. Después de este tiempo se prepard una suspensién de
~esporas en medio 4 hasta tener una densidad éptica de 15 leida a
540 nm en un colorimetro Spectronic 20 (Baush & Lomb). Para

inocular se emplearon 0.2 ml de esta suspensién por cada 100 ml
de medioc de cultivo. '

PRODUCCION DE' ESTREPTOMICINA EN MATRACES

Los matraces se incubaron a 281200 en un agitador rotatorio
(New Brunswick Scientific, Co.). El1 tipo y volumen de 1los
matraces empleados, asi como la velocidad de agitacién empleada
se indican en el texto. Durante la fermentacién se tomaron
muestras en forma aséptica, de éstas se tomd una alicuota para
confirmar la pureza del cultivo, sembrando en placas con medio 5
las cuales se incubaron a 289C durante 3 dfas. E1l volumen
restante de cada muestra se utiliz6 inmediatamente para medir la
viscosidad. Una alicuota de 3 ml de cada muestra se centrifugé a
4000 rpm durante 15 min en una centrifuga clinica. En el
sobrenadante se midié el pH y se determinaron el titulo de
estreptomicina y glucosa residual. El precipitado se resuspendid

en solucién de cloruro de sodio para determinar el crecimiento
celular.
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PRODUCCION DEL INOCULO MICELIAL EN FERMENTADOR

El inbculo de los fermentadores se obtuvo a 280C, en un
fermentador Multigen de 2 litros (New Brunswick Scientific, Co.),
equipado con 4 deflectores y 3 impulsores tipo turbina de paleta
plana con diametro (D;) de 4.9 cm. El didmetro de la jarra (D,.)
fue de 11 cm. La altu¥ra del liquido (H;) fue de 14.5 cm, cuando
el volumen de medio fue de 1.4 litros,lio que corresponde al 70%
de la capacidad de la jarra. La velocidad de agitacién se
estab%ecié a 625 rpm, el aire se suministré a una presién de 2
kg/em® y un flujo de 1.4 1/min (1 vvm).

PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA EN FERMENTADORES DE 14 LITROS

- Los experimentos se llevaron a cabo en un médulo Labroferm,
para 3 jarras de fermentacidn de 14 litros (gew Brunswick
Scientific Co.) a una temperatura constante de 28YC, Las jarras
con un diémetro (D) de 21 cm, estaban eqguipadas con 4
deflectores y 3 impulsores de 7.2 cm de didmetro (Dj). El tipo de
difusores, la velccidad de agitacién y las condlciones de
suministro de aire empleados, se indican en el texto. El volumen
de medio en todos los casos fue de 10 litros (70% de 1la
capacidad), lo que did una altura de liquido de 30 cm.

Durante las corridas de fermentacién se tomaron muestras,
~las cuales fueron procesadas de la manera que se describié
anteriormente.

DETERMINACION DE LA VISCOSIDAD RELATIVA

Los valores de viscosidad de las muestras de fermentacidén se
determinaron en relacién al agua, debido a limitaciones de
equipc. El método consistié en medir el tiempo que un volumen
medido de fluido tarda en cruzar dos puntos marcados en un

viscosimetro de Ostwald, tipo Cannon-~-Fenske tamafio 300.

A muestras de fermentacidn recién tomadas, se les midié el
tiempo de flujo en el viscosimetro sumergide en un bafio a
temperatura constante de 28%C., Se tomaron 3 lecturas por cada
muestra y se calculd el promedio. Los valores obtenidos fueron
referidos al tiempo de flujo del agua medido a las mismas
condiciones. Los resultados de viscosidad relativa que se
presentan deberdn interpretarse como el niinero de veces que la
viscosidad de cada muestra, es mayor al del aqgua.
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DETERMINACION DEL CRECIMIENTOC CELULAR

El precipitado obtenido después de la centrifugacién de cada
muestra, se resuspendié en la cantidad necesaria de una solucién
de cloruro de sodio al 0.85%, para llevarla a su volumen
original. Se centrifugd durante 30 seqg en una centrifuga clinica
a 500 ypm para favorecer la precipitacién de las particulas
provenientes del medio de cultivo. El sobrenadante se separd y el
precipitado nuevamente se resuspendid en solucién salina, dicha
operaciédn se repitié hasta completar 5 veces., Los sobrenadantes
se reunieron cada vez y se tomaron lecturas de densidad 6ptica a
540 nm en un colorimetro Spectronic 20 (Baush & Lomb). Los
valores obtenidos se refirieron a una curva de calibracién de
densidad 6ptica contra peso seco micelial, la cual se muestra en
la Figura 7.

DETERMINACION DE LA GLUCOSA RESIDUAL

A una alicuota de 0.5 ml de caldo libre de células se le
adicionaron 1.5 ml de agqua y 3.0 ml del reactivo del &4cido 3,5~
dinitrosalicilico (DNS). De acuerdo con Miller (1959), se llevé a
ebullicidén en baflo maria durante 5 min, se dejé enfriar y se
adicionaron 15 ml de agua para completar 20 ml de volumen final.
Se leyé densidad éptica a 550 nm en un colorimetro Spectronic 20
(Baush & Lomb). La concentracién de glucosa se calculdé a partir
de la curva de calibracién que se presenta en la Figura 8.

El reactivo de DNS contenia: hidréxido de sodio, 1.4%; &cido
3,5-dinitrosalicilico, 0.75%; tartrato doble de sodio y potasio,
21.6%; fenol, 0.56% y metabisulfito de sodio, 0.59%. Los
conmponentes se adicionaron en ese orden, permitiendo 1la
disolucién completa cada vez, se aforé al volumen correspondiente
Yy se guardd en un frasco color ambar.

DETERMINACION DE ESTREPTOMICINA POR ENSAYO MICROBIOLOGICO

Se procedidé de acuerdo con Kirshbaum y Arret (1967), Simon y
Ying (1970) y Difco (Manual, 1972). 1.0 ml de una suspensién de
Bacillus subtilis con una densidad éptica de 0.409 medida a 580
nm, se utilizé para inocular 100 ml de medio 3. Las cajas de
Petri de 10 cm x 15 mm, fueron llenadas cada una con 15 ml del
medio inoculado, se dejaron solidificar y se guardaron en
refrigeracidén mientras se prepararon los discos. En cada disco de
papel filtro analitico de 1/4 pulg de diadmetrc (marca Schleicher
& Schuell, 1Inc., USA), se aplicaron 20 ul de muestra o de
soluciones estidndar del antibiético a diferentes concentraciones
preparadas en amortiguador de fosfatos 0.01 M a pH 7.9. Cuando
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fue necesario diluir las muestras, se hizo con la misma soluciédn
amortiguadora. 8e aplicaron los discos en las cajas y se permitié
la dsfusién a 4°C durante 90 min, pasado este tiempo se incubaron
a 37°C., Después de 24 h se midieron los diadmetros de los halos de
inhibicién del crecimiento. Con las 1lecturas obtenidas de 1los
estdndares se construyd la curva de calibracién mostrada en la
Figura 9. Los intervalos de confianza se calcularon de acuerdo

con Hewitt (1977}, utilizando el paquete estadistico Statgraphics
(1987) .

DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL

De acuerdo con el método de Kjeldahl (JAOAC, 1970), muestras
de los diferentes materiales complejos de 200 mg, se mezclaron
con 800 mg de mezcla reactiva de selenio y 7 ml de &cido
sulfdrico concentrado, se pusieron a ebullicién hasta digestién
completa de la materia orgénica. Se dejaron enfriar y se
diluyeron con agua a un volumen de 100 ml. Se tomd una alicuota
de 40 ml, se llevdé el pH a un valor entre 2.5 y 3.5 con una
solucién de hidréxido de sodio al 40% y nuevamente se afordé a 100
ml con agua destilada. Se determindé la concentracién de amonio de
acuerdo a Weatherburn (1967). A cada alicuota llevada a un
volumen final de 1.0 ml se le adicionaron 5.0 ml de una solucién
de fenol-nitroprusiato y 5.0 ml de una solucién alcalina de
hipoclorito, se agité vigorosamente y se dejdé reposar a
temperatura ambiente durante 30 min, para leer densidad éptica a
625 nm en un colorimetro Spectronic 20 (Baush & Lomb). La
concentracién de amonio se calculdé a partir de la curva de

calibracién mostrada en la Figura 10 y se refirid al peso.

inicial de la muestra.

La solucidn de fenol-nitroprusiato se preparé disolviendo 10
g de fenol y 50 mg de nitroprusiato de sodio en agua a un volumen

de 1 litro. Para preparar la solucién alcalina de hipoclorito, se

disolvieron 5.0 g de hidréxido de sodio y 7.4 ml de hipoclorito
de sodio al 12% en agua hasta un volumen final de 1 litro.

DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA DE OXIGENO (k;a)
EN FERMENTADORES CON AGUA

Se midié por el método de eliminacidén de oxigeno de acuerdo
a Quintero (1983), utilizando sulfito de sodio para abatir el
oxsgeno presente en el agua. Las determinaciones se realizaron a
28Y¢C, bajo diferentes condiciones de aeracién y agitacidén como se
hace referencia en el texto. El porcentaje de saturaciédn del
oxigeno disuelto se cuantificé por medio de un electrodo
galvanico marca Ingold. El1 porcentaje de saturaciédn fue
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convertido a unidades de concentracién considerando que, en la
Cisdad de México, la maxima saturacién de oxigeno en el agua a
28°C es de 6.76 ppm (mg/l) de acuerdo a Bailey y 0llins (1977).
Los valores del coeficiente de transferencia de oxigeno se
calcularon de manera tradicional a través de las pendientes de la
grafica C; (ppm de 0,) contra t (tiempo). Los valores referidos
en el texto deberan entenderse como (kLa)agua a las condiciones
de agitacién y aeracién indicadas.

Las velocidades de transferencia de onganb_(VTO) se

calcularon a partir de los valores de k;a obtenidos, mediante la
relacién: : .

VTO = (Kp3) agua (c* - ¢cp)

asumiendo que C;, = 0 y que c* = 6.76 mg O,/1.
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VI. REBULTADOS Y DISCUBION

1. ELECCION DE LA CEPA PRODUCTORA DE ESTREPTOMICINA

Para llevar a cabo el presente estudio se decidié utilizar
la cepa de Streptomyces griseus ATCC 12475 (The American Type
Culture Collection, 1978), que es una mutante obtenida por
Carvajal (1957) después de varias exposiciones a radiaciones de
luz ultravioleta. De acuerdo a Carvajal (1957), esta cepa posee
las siguientes caracteristicas: 1) es sobreproductora de
estreptomicina, alcanza titulos promedio de 3,700 mg/l a los 5
dias de incubacién; 2) es insensible a la acciédn de fagos y 3} es
capaz de crecer en presencia de estreptomicina a una
concentracién de 50 mg/l. '

La cepa fue probada en el laboratorio con el fin de
confirmar sus caracteristicas y conocer su comportamiento. Cuando
se. cultivd en el medio 6 preparado con reactivos analiticos vy
agua destilada, de acuerdo a lo sugerido por Carvajal (1957), se
observd un titulo maximo de 300 mg/l a las 72 horas de incubacién

(Segura, 1990). Llama la atencién el hecho de que la cepa haya

alcanzade titules de produccién menores a los que Carvajal
(1957) establecié., Como antecedente, es conveniente citar que
Miller y Walker (1970) utilizando la misma cepa cultivada en el
medio 9 obtuvieron 450 mg/l a los 6 dias de fermentacidén. Este
titulo es del mismo orden de magnitud al obtenido por Segura
(1990) en el laboratorio, y también estd lejos del establecido
por Carvajal (1957).

Para comprobar que el cultivo no tenia fagos, se obtuvo un
cultivo micelial de 120 horas el cual fue transferido
sucesivamente hasta 6 veces, manteniendo el mismo tiempo de
incubacién cada vez. Al finalizar cada uno de los cultivos, se
tomaron muestras asépticas pasa sembrar en cajas con medio 5, las
. cuales fueron incubadas a 28°C durante 5 dias para observar el
crecimiento. Dada la ausencia de placas liticas en las cajas, se
asumié gque la cepa no contenia fagos, por 1lo dque 1las
- fermentaciones podrian llegar a buen término.

Posteriormente se evalud la resistencia de la cepa a su
propio antibiético., Para esto se prepararon placas con medio §,
adicionando diferentes concentraciones de estreptomicina
previamente esterilizada por filtracién. En cada placa se sembrd
0.1 ml de una suspens%Pn de esporas de S§. griseus y se incubaron
durante 4 dias a 28%C. Pasado este tiempo, se contaron las
colonias, obteniéndose los resultados que se muestran en la
Figura 11. Como se observa, la resistencia a estreptomicina
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obtenida es de 50 mg/l. Aunque no se probaron concentraciones
intermedias entre 50 y 75 mg/l, este resultado coincide con la
concentracién a la que Carvajal (1957) aisldé esta mutante de 8.
griseus, lo gue confirma la resistencia a su propio antibidtico.

De acuerdo a estos resultados, la ausencia de fagos en el
cultivo y la resistencia al propio antibiético fueron comprobadas
satisfactoriamente. El titulo de produccién estd muy abajo del
esperado, tal vez la cepa perdié o no expresd la caracteristica
de hiperproduccién. Al respecto, es comGn que cualquier cepa
presente un comportamiento diferente al reportado por un autor,

cuando es cultivada en otra 1localidad. Esto puede deberse a.

varios factores, por ejemplo el cambio en las condiciones
ambientales como la humedad relativa y la presién atmosférica,
incluso el origen de los reactivos empleados en la preparacién
del medio o la ausencia de compuestos gque protegen las
caracteristicas de cepas modificadas geneticamente, los cuales no
siempre se reportan. No obstante, es claro que una cepa
industrial altamente productora dificilmente se puede adquirir
para llevar a cabo una investigacién como ésta, ese tipo de cepas
estadn accesibles s6lo cuando se compran paquetes tecnolégicos.
Por eso la alternativa mds viable para llevar a cabo un estudio,
es adquirir cepas en las colecciones microbianas, identificar
las variables que afectan su comportamiento para poder
controlarlas y someterlas a intensos programas de mejoramiento
genético, de la misma manera que esta situacién se ha dado en el
terreno industrial, ‘ '

»

2. BELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO

Para tener el medio industrial de fermentacién, se eligieron
diferentes formulaciones reportadas por otros autores para la
producciédn de estreptomicina, cuyos ingredientes pudieran
sustituirse por reactivos industriales de fabricacién nacional.
De estos medios, se selecciondé aquél que permitié el mayor titulo
de produccién en el menor tiempo posible,

Los medios de cultivo utilizados, del 6 al 13, se presentan
en forma comparativa en la Tabla 7. El nGmero asignado a cada
uno es el mismo que se indica en el capitulo = "Material y
Métodos".

El medio 6 (Carvajal, 1957) contenia una mezcla de sulfato
de amonio y nitrato de sodio como fuente de nitrégeno. En los
medios 7 a 12 resalta la presencia de por lo menos una fuente
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TRABLA 7

COMPOSICION DE LOS MEDIOS EMPLEADOS PARA LA PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA

INGREDIENTE
(%) 6 7 8 9 10 11 12 13

glucosa 4.0 1.0 1.0 2.0 0.1 1.0 1.0 6.0
dextrina 1.0 | - - - - - - -
malto dextrinal - - - - 2.k - - -
levadura de cerveza .

autolisada? - 2.5 - - - e - -
s6lidos de cocimiento

de maiz3 - - - 1.0 - - - 5.0
extracto de levadura® - - - 0.2 G.5 - 0.2 -
peptona” - - - - - - 0.4 -
harina de scya® - - B I 2.0 - 2.0 - 3.0
extracto de carne - - - ) - 0.3 - 0.2 -
triptona - - - - 0.5 - - -
sulfato de amonio 1.0 . - - . - - - . - 0.9
nitrato de sodio 0.2 0.5 - - - - - -
cloruro de sodio 0.3 1.0 0.5 - - 1.0 0.5 0.25
fosfato dipotasico 0.1 0.1 - 0.17 - . - - 0.002
sulfato de magnesio . 0.02 0.1 - - - - 0.025 -
carbonato de calcio 1.0 - - - 0.4 - - 0.9

lamidex 30: 3Nutriferm; “Yestal 400; >Peptamin C; Arancia Comercial, S.A. de C.V., MSxico, D.F.
€industrial de Alimentos, S.A., México, D.F.; 2Pharm Yeast de México, S.A.




orgdnica de nitrégeno. El medio 7 (McDaniel, 1950) contenia una
mezcla de levadura de cerveza autolisada y nitrato de sodio, y el
13 (Singh y col., 1976) una mezcla de harina de soya y sulfato de
amonio. Los medios 8 (Rake y Donovick, 1946) y 11 (Dulaney,
1948a) contenian harina de soya y los restantes, 9 (Miller y
Walker, 1971), 10 (Rowlands, 1987) y 12 (Hara y Beppu, 1982),
mezclas de tres diferentes materiales. Entre los materiales
orgdnicos empleados destacan, los sélidos de cocimiento de maiz,
extracto de levadura, peptona, extracto de carne y triptona.

‘ La fuente de carbono en todos los medios fue glucosa, a
excepcidédn de los medios 6 y 10 en los que se adicionb dextrina y
maltodextrina, respectivamente.

Para la preparacidn de los diferentes medios se emplearon
reactivos 1industriales grado alimenticio y agua de la 1llave.
Dichos reactivos fueron adquiridos en casas comerciales que
distribuyen materias primas a la industria fermentativa vy
alimentaria, segin se indicd en el capitulo de "Material y
Métodos". El1 experimento se corrié por triplicado en matraces de
250 ml con deflectores conteniendo 50 ml de medio. Los matraces
se inocularon con una suspensidén de esporas y se incubaron a 200
rpm, durante 6 dias. Se tomaron muestras cada 24 horas para
evaluar la cantidad de estreptomicina producida, el consumo de
glucosa como un indicativo.de la actividad microbiana y el
incremento de la viscosidad relativa.

Con base en la experiencia de diversos autores, quienes han
encontrado que para favorecer la produccidén de estreptomicina se
requieren altos niveles de transferencia de oxigeno (Hockenhull y
col, 1954, Hockenhull, 1960; Demain e Inamine, 1970 y Scriban,
1985), se decidid utilizar matraces con deflectores ya que de

acuerdo a Freedman (1969) y a Van Suijdam y col. (1978), con
~éstos se alcanzan niveles de transferencia de oxigeno mayores a
los que se logran en matraces erlenmeyer lisos,

Como se observa en la Figura 12A, con el medio 7 se alcanzé
el mas alto titulo de estreptomicina que fue de 240 mg/l a los 3
dias. Con el medio 13 se alcanzaron 120 mg/l a los 6 dias de
incubacién. Al utilizar el medio 6 el titulo alcanzado fue de 16
mg/l a los 4 dias y con los medios 9 y 12 solamente 5 mg/l. En
los medios 8, 10 y 1t no se observd produccién del antibiético.

Es importante resaltar que el mayor titulo de
estreptomicina, 240 mg/l, se obtuvo a los 3 dias con el medio 7
que fue el Gnico gque contenia levadura como fuente orgdnica de
nitrégeno. El rendimiento obtenido con este medio fue de 24 mg/g
glucosa y la productividad de 3.33 mg/l x h. Otro aspecto
interesante, es el haber alcanzado en menor tiempo y utilizando
reactivos industriales y agua de la llave, un titulo cercano al
reportado por Segqura (1990), quien obtuvo 300 mg/l a los 5 dias
de fermentacidén en el medio 6, preparado con reactivos analiticos
y agua destilada. '
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En las fermentaciones para la obtencién de estreptomicina,
generalmente se observa gque la produccién se inicia dentro de los
pPrimeros dos dias y el titulo maximo se alcanza cuando mis a los
seis dias. Bartholomew y col. (1950c), detectaron estreptomicina
desde el primer dia de fermentacién y el maximo titulo se alcanzéd
a los tres dias. Garner y col., (1953), Hockenhull (1960) y Singh
Yy col. (1976) detectaron estreptomicina en el medio a los dos
dias de fermentacién, alcanzando el maximo titulo de produccién
entre los cuatro y seis dias. En el presente estudio, utilizando
el medio 7, la produccién se inicié desde el primer dia y el
miximo titulo se obtuvo a los tres dias de fermentacidn. -

El crecimiento celular no pudo ser evaluado a través de
mediciones de densidad éptica ya que algunos medios presentaron
turbiedad, principalmente aquellos que contenian harina de soya,
s6lidos de cocimiento de maiz o carbonato de calcio. Por esta
razén se decidid medir la viscosidad relativa como un indicativo
del incremento en masa celular. En la Figura 12B, se observa un
aumento considerable de la viscosidad solamente con los medios
7, 9 y 13, que fue de 35, 40 y 12.5 veces en relacidn al agua,
respectivamente. Aparentemente, el crecimiento fue mis réapido en
el medio 7, ya que a los 2 dias alcanzé el maximo valor de
viscosidad relativa, mientras que en los medios 9 y 13, 1lo
alcanzé hasta los 3 dias., Se puede apreciar, en todos los casos,
la brusca caida en la viscosidad relativa después de alcanzar su
médximo valor, debido a la lisis celular que ocurre en todos los
cultivos de Stréptomyces. En la misma Figura 12B se observa que
‘en los medios 6, 8, 10, 11 y 12 el 1ncremento en la viscosidad
relativa fue muy ligero, por abajo de 5.

Con respecto al consumo de glucosa, como se observa en la
Figura 12C, en los medios 7 y 12 se detectd el mAximo consumo,
alrededor del 95%. En el medio 13 se consumié el 81% de la
glucosa inicial y en los medios 6 y 9 alrededor del 75%, siendo
mayor la velocidad de utilizacién de glucosa con el medio 9 que
con el 6. Al utilizar los medios 8, 10 y 11 se consumidé solo el
60% de la glucosa inicial. Con el medio 11 se observd la mas
lenta utilizacién del carbohidrato.

Con base en los resultados obtenidos, se selecciondé el medio
7, ya que con éste se alcanzd el méximo titulo de estreptomicina
Yy los méds altos valores de rendimiento y productividad. Como se
indicé anteriormente este medio fue preparado con reactivos
industriales de fabricacién nacional y agua de la llave, aspecto
gue hace interesante considerarlo como un bhuen punto de partida
para su optimizacién y utilizacién durante el estudio del proceso
en fermentadores de 14 litros.
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3. OPTIMIZACION DE LAB CONDICIONES8 AMBIENTALES A
NIVEL DE MATRACES

3.1 Propagacidén de las esporas de 8. griseus ATCC 12475

Antes de evaluar el efecto de diversos factores sobre la
produccidén de estreptomicina, se considerd conveniente definir el
medio para la propagacidédn de esporas de la cepa de S. griseus.

Se probaron dos medios con agar en cajas de Petri. Uno de
ellos fue el medio 5 recomendado por la coleccidn microbiana a
que pertenece la cepa (The American Type Culture Collection,
1978) gque contiene extracto de malta, extracto de levadura y
glucosa disueltos en agua destilada. El otro fue el medio 7,
seleccionado anteriormente para la produccién del antibiético.
Este dltimo tendria 2 ventajas: 1) ser mds econdmico que el
primero ya que esti preparado con reactivos industriales y agua
de la llave, y 2) al tener la misma formulacién que el medio de

produccién, se podria reducir la fase de adaptaciédn del
microorganismo.

Las cajas conteniendo los dos medios fueron inoculadas
distribuyendo con una asa 8e vidrio, 0.1 ml de una suspensién de
esporas, e incubadas a 28°C al mismo tiempo. Con el medio 7 se
observdé un crecimiento y formacién de esporas mds abundante que
con el medio 5, Por apreciaciones visuales, se encontré que
después de 4 dias ya no hay mAs esporulacién en las cajas
conteniendo medio 5, mientras que para el medio 7 se necesitaron
6 dias. Al finalizar el tiempo de incubacién, se prepararon por
separado las dos suspensiones de esporas ajustando a 15 la
densidad 6ptica leida a 540 nm. Al preparar las suspensiones se
confirmé que con el medio 7 se alcanzé la densidad Sptica deseada
con las esporas provenientes de una sola .caja, mientras que
fueron necesarias mis de 4 cajas del medio 5, para ajustar la

suspensién a la misma densidad é6ptica. En ambos casos se utilizé

el mismo volumen del medio para la resuspensién de esporas.
Asimismo, se observd que las esporas obtenidas con el medio 7
.tenian la caracteristica de desprenderse muy fAcilmente con el
asa lo cual favoreci6 su recoleccifn, en cambio las esporas
obtenidas en el medio 5, se desprendieron con dificultad.

Posteriormente, con las dos suspensiones de esporas se
inocularon por triplicado, matraces de 250 ml con deflectores
conteniendo 50 ml de medio 7. Los matraces se incubaron durante 5
dias a 200 rpm, se tomaron muestras cada 24 h para evaluar la
produccién del antibiético y el crecimiento. Los resultados gque
se. muestran en la Figura 13A, indican que no hay diferencia
significativa en la produccidn de estreptomicina al utilizar
esporas propagadas en los dos medios, ya que los titulos
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alcanzados a los 5 dias fueron de 228 + 10.4 y de 235 + 9.05
mg/l para los medios 5 y 7, respectivamente. El crecimiento
también fue similar en 1los dos casos, sin presentarse fase de
adaptacién como se muestra en la Figura 13B, se alcanzdé una
concentracién celular de 12.4 g/l a los 3 dias.

Con base en 1las observaciones realizadas durante la
incubacién de 1las cajas con medio sélido, la recolecciétn de
esporas Yy los resultados obtenidos, se decidié utilizar el medio
7 para la propagacién de esporas de S. griseus ATCC 12475,
preparado con reactivos industriales y agua de la llave.

3.2 vVariabilidad en la produccidén de estreptomicina

En la prdactica se sabe que en la produccién de antibiéticos
los titulos obtenidos varian de una fermentaciédn a otra. Schultz
y col. (1960), advirtieron que las fermentaciones para 1la
produccién de estreptomicina no son una excepcién y sugirieron la
necesidad de conocer la magnitud de tal variacidédn a escala
industrial, ya que un cambio en el titulo de produccién se
refleja directamente en la economia del proceso.

A pesar de que el presente trabajo no se estd realizando a
escala industrial, este antecedente debe tomarse en consideracidn
ya dque se busca optimizar la produccién de estreptomicina a
través de 1la modificacidén de diversos paradmetros de 1la
fermentacién. Por tanto, es necesario saber si las diferencias en
los titulos de produccién se deben al efecto de dichos paré&metros
sobre el proceso, o si se deben al error experimental asociado de
manera natural al propio experimento.

Con el fin de conocer la magnitud de la variabilidad en el
titulo de produccién con la cepa empleada y bajo las condiciones
experimentales establecidas hasta ahora, se revisaron dos
aspectos. Primero la variabilidad en un mismo experimento que
dard la magnitud del error experimental Yy el segundo la
variabilidad en diferentes experimentos, que permitird conocer el
intervalo dentro del cual varia la produccidn en fermentaciones
realizadas en diferentes fechas.

Para evaluar la variabilidad en un mismo experimento, se
utilizaron 10 matraces de 250 ml con deflectores conteniendo 50
ml de medio 7 preparado en un solo lote. A todos los matraces se
les dié el ‘mismo tratamiento y fueron inoculados e incubados a
las mismas condiciones, con el fin de eliminar la influencia de
factores ambientales o de manipulacién que pudieran afectar el
comportamiento de la cepa. Incluso la determinacién de 1la
estreptomicina que, de acuerdo con Garner y col. (1953) tiene
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su propia variacién, fue realizada al mismo tiempo para evaluar
exclusivamente la magnitud del error experimental.

Los resultados obtenidos, mostrados en la Tabla 8 muestran
la variabilidad en la produccién de estreptomicina en un mismo
experimento. La diferencia entre el valor mds bajo y el mas alto
fue de 31 mg/l, esta variacién estadisticamente representa el
4.28% del promedio y corresponde a la variacidén natural de este
proceso biolégico. Este resultado refleja la necesidad de
realizar repeticiones de cada condicién a estudiar, para incluir
la variacién natural propia.

Para analizar la variabilidad de un experimento a otro se
llevaron a cabo 10 corridas por triplicado en fechas diferentes,
preparando el medio de cultivo cada vez. El1 lote de reactivos,
los tratamientos y las condiciones utilizadas para cada corrida,
fueron los mismos., Los 30 titulos de produccién obtenidos en los
10 experimentos se presentan en la Tabla 9. Con estos resultados
se realizé un andlisis de varianza utilizando la prueba de Tukey
a un nivel de confianza del 95%. Los resultados, mostrados en la
Tabla 10 indican gue la variabilidad en la produccién en
diferentes experimentos es mayor que la que se tiene en un mismo
experimento y es altamente significativa (indicado por *%*). Esto
significa que cuando se estid evaluando el efecto de diversas
variables no se deben comparar los titulos de produccién
obtenidos en diferentes experimentos, sino que serd necesario
incluirlas en un mismo experimento, con el fin de hacer un
anilisis mas objetivo de los resultados.

En la Figura 14 se presenta la comparacidén midltiple de
medias utilizando los titulos de producciédn obtenidos en
- diferentes experimentos., La linea punteada corresponde al
promedio de los 30 titulos de produccidédn. Al comparar éste
con los promedios de cada uno de los experimentos se puede
apreciar dgue 4 de los experimentos muestran una variacién
extrema. Los experimentos 1, 4 y 8 estdn por abajo del promedio,
mientras que el experimento 2 estd por arriba. Esta comparacidén
viene a reforzar la inconveniencia de comparar los titulos de
producciédn provenientes de dlferentes experimentos, como se
establecidé anteriormente.

_ En el caso especifico de este trabajo el nGmero de
repeticiones se definié en funcién de la disponibilidad del
equipo. Dado que el coeficiente de variabilidad obtenido con 3
repeticiones (Tabla 9) fue del mismo orden de magnitud que el
obtenido con 10 repeticiones (Tabla 8), se decidié trabajar
tripl1cados de cada condicién a evaluar, para asi incluir en un
mismo experimento el efecto de hasta 10 condiciones diferentes
cada vez,

En la Tabla 11 se presentan en forma comparativa los titulos

de produccién obtenidos en los 10 diferentes experimentos con
resultados obtenidos por otros autores.
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TABLA 8 §
VARIABILIDAD DE LA PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA -
EN UN MISMO EXPERIMENTO §
Matraz Titulo de o
No. Estreptomicina |
mg/ | i
1 260
2 242
3 265
L 268
5 273
6 255
7 271
8 248
9 245
10 254 | | |
" Promedio 258 | -
Desviacidn estdndar +11,04 .
Coeficiente de varlabilidad - h,28% |
|
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TABLA 9

VARIABILIDAD DE LA PRODUCC!ON DE ESTREPTOMICINA
EN DIFERENTES EXPERIMENTOS

Experimento Titulo de TITULO PROMEDIO COEFICIENTE DE

No. Estreptomicina {mg /1) VARIABIL IDAD
mg/ | (%)
) 231 225 246 234 £10.82 4,62
2 328 333 315 325 + 9.89 2.86
3 275 263 298 279 + 17.78 6.37
! 240 227 252 240 £ 12.50 | 5,21
5 285 295 315 298 + 15,28 5.13
6 296 318 322 312 £ 14,0 - kb9
7 ‘271 298 280 283 £ 13,74 4,86
8 250 245 272 256 + 14,36 5,61
9 258 275 272 268 + 9.07 3.38
10 3t6 304 295 305 £ 10.54 - 3.46
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TABLA 10

ANAL1S1S DE VARIANZA DE LA VARIABILIDAD EN LA PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA

Fuente de Variacitn Grados de Suma de Cuadrado F Nivel de
Libertad Cuadrados Medio Significancia
- (P<0.05)
. Diferentes
experimentos (10-1) 9 25566 2850.7 16.77 LEd
En un mismo
experimento (10x3)-8-1 20

3388 169.4

El_anéliéis se hizo utilizando 1a prueba de

Tukey a un nivel de confianza del 95%.
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TABLA

VARTABILIDAD EN LA PRODUCCION DE ESfREPTOMICINA CON DIFERENTES

1

CEPAS DE S. griseus

EXPERIMENTO McDaniel, 1950 Bartholomew y col ., 1950c Este estudlo
No. (pg/m1)} (actividad relativa)? (mg /1)3
l 168 1.07 234
2 240 1.12 325
3 223 1.05 279
h 268 0.82 240
5 220 0.90 298
6 2h6 1,04 312
7 283
8 256
9 268
10 305
promedio 227.5 1,0 280
desviacidn
estdndar +33.93 +0,115 +30.63
coeficiente de .
variabilidad (%) o 14,88 11.5 10.94
! Los datos provienen de corridas diferentes.
2 Cada dato es promedio'de 2 6 3 fermentaciones por semana,
¥ Cada dato es promedio de 3*fermentaciones de fechas diferentes.,
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El coeficiente de variabilidad obtenido con 1los datos de
Bartholomew y col. (1950c), de 6 corridas en fermentador
utilizando un medic con harina de soya, fue de 11.5%. Los autores
consideran tener una buena reproducibilidad debida al rigido
control de diversas variables durante el proceso, particularmente
edad del inbéculo, composicién del medio y su esterilizacién,
temperatura de incubacién y oxigenacién.

McDaniel (1950), utilizando un medio con levadura de cerveza
seca, llevé a cabo 6 experimentos manteniendo constantes todas
las condiciones de cultivo. El coeficiente de variabilidad que
obtuvo fue 14.88% y aunque no lo discute, parece considerarlo
como un valor razonable.

carvajal (1957) menciona gque en varios experimentos
realizados con S. griseus ATCC 12475 en un medio con dextrinas y
sulfato de amonio, un total de 16 matraces dieron titulos de
estreptomicina entre 3000 y 4300 mg/l. El promedio fue de 3700
mg/l y aunque el autor no da el valor de la desviacién estdandar
gue obtuvo, se podria estimar que el coeficiente de variabilidad
es del mismo orden de magnitud que los reportados por McDaniel
(1950) y Bartholomew y col. (1950c)

La variabilidad obtenida en los 10 diferentes experimentos
del presente trabajo fue de 10.94%. Este valor es comparable a
los obtenidos por McDaniel (1950) y Bartholomew y col. (1950c),

Las razones por las que varian los titulos de produccién en
un proceso fermentativo es un aspecto sobre el cual facilmente se
puede especular. En este. trabajo posiblemente la temperatura de
incubacién jugé un papel importante pues, como se 8ndic6 en el
capitulo de "Material y Métodos", varié de 26 a 30°C ya que la
temperatura del cuarto de incubacién se ve seriamente afectada

por la temperatura ambiente. Esta posibilidad se plantea con base

en estudios realizados por otros autores como Bartholomew y col.
(1950), quienes encontraron que la produccién del antibiético
alcanzd el 3itulo mds alto entre 25 y 2?00, pero disminuydé en
un 18% a 29°C y en 40% a 310¢c. Asisismo, Dulaney (1951) obtuvo el
maximo titulo de produccién a 28.5°C con la cepa S. griseus Z-38,
por arriba de esta temperatura, la produccién cayd bruscamente.

3.3 Efecto del tipo de matraces f la fraccién de llenado

Existe una amplia variedad de las condiciones de cultivo que
han utilizado otros autores para evaluar la produccién de
‘estreptomicina o sus derivados en matraces agitados. Entre estas
condiciones resaltan el volumen de los matraces, el volumen del
medio y la velocidad de agitacién.
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Como se observa en la Tabla 12, la variedad miAs marcada se
presenta en la combinacién del volumen del medio y el volumen del
matraz empleados, cuya relacién da un valor que se conoce como
fraccién de llenado. Este aspecto que pareciera ser poco
importante debe ser considerado, ya que de acuerdo a Freedman
(1969), la fraccidédn de 1llenado determina la capacidad de
transferencia de oxigeno en matraces agitados.

Entre los pocos autores que han considerado este pard&metro
como una variable en un proceso fermentativo estAn Remmers y Dunn
(1961), quienes maximizaron el crecimiento de Aspergillus niger y
Moresi y col. (1979), que optimizaron el crecimiento de
Kluyveromyces fraqilis en un medio con suero de leche.

De acuerdo a la Tabla 12, la fraccidén de llenado encontrada
con mayor frecuencia para la produccidn de estreptomicina ha sido
0.2, utilizando matraces de 500 ml con 100 ml de medio. Otros
autores han empleado matraces de menor capacidad, 125, 250 y 300
ml, con diferentes volimenes de medio, lo que da una diversidad
de valores de la fraccién de llenado que va de 0.10 a 0.32. Se
presenta también el caso en que Shirato y col. (1966), utilizaron
frascos de boca ancha de 500 ml como recipientes de fermentacién
con solo 25 ml de medio, lo gue corresponde a una fraccién de
llenado de 0.05.

Rake y Donovick (1946) al cultivar una cepa de S. griseus en
un medio con glucosa, harina de soya extracto de carne y cloruro
de sodio, observaron gue el volumen de medio en el matraz fue
sumamente importante para la produccién de estreptomicina. Estos
autores al emplear 200 ml de medio en un matraz de 500 ml,
obtuvieron 73.2 mg/l cCuando disminuyeron el volumen de medio a
100 ml, el titulo alcanzado fue de 181 mg/l, Esto significa que
al disminuir la fraccién de llenado de 0.4 a 0.2, el titulo del
antibiético mejoré en 1.5 veces mds, Este aspecto, indica 1la
importancia de 1la oxigenacién durante la fermentacién de
estreptomicina ‘

Con base en estos antecedentes, se considerd conveniente
definir el tipo de matraces a utilizar y la fraccién de llenado
adecuados para lograr la maxima  produccién de estreptomicina.
Para esto se llevd a cabo un experimento con diferentes tipos de

‘- matraces conteniendo diferentes volumenes de medio. Se eligieron

matraces Erlenmeyer lisos de 250 y de 500 ml, matraces Erlenmeyer
de 250 y 500 ml con deflectores y matraces Fernbach de 2.8
litros. Para definir la mds baja fraccién de llenado se tomd en
cuenta que el volumen de medio se reducirfa al tomar muestras
cada dia y se debia tomar el minimo volumen para no alterar
sustancialmente el valor de la fraccién de llenado. El1 valor mas
alto se eligié después de confirmar que no se mojaran los tapones
de algodén durante la agitacién. Al revisar este aspecto en los
matraces de 500 ml con deflectores se observé gque aGn con la mas
baja fraccién de llenado (0.1), se mojaron los tapones de
algodén por lo gue se eliminaron del experimento. En la Tabla 13
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TABLA 12

CONDICIONES REPORTADAS EN LA PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA Y SUS DERIVADOS A NIVEL DE MATRACES

.ANTIBIGTICG VOLUMEN VOLUMEN FRACCiION VELDCIDAD REFERENCIA
DE MATRAZ DE MEDIO - DE DE
(m1) (m1) LLENADO AGITACION?
Estreptomicina 500 100 0.20 100 opm Rake y Donovick, 1946.
500 -~ 100 0.20 90 opm Garner y col., 1953.
500 ‘ 100 0.20 120 opm Periman y col., 1954,
5002 25 0.05 Shirato y Motoyama, 1966.
300 30 0.10 Ferguson y col., 1957.
250 25 0.10 220 rpm Woodroff y Ruger, 1948.
250 , 4o 0.16 220 rpm Dulaney, 1951.
125 4o 0.32 220 rpm Dulaney, 1948b, 1949.
125 30 0.24 240 rpm Miller y Walker, 13870.
125 25 0.20 Cella y Vining, 1975.
- Hidroxiestreptomicina 500 100 ' 0.20 200 rpm Benedict y col., 1951.
Dihidroestreptomicina 500 100 0.20 245 rpm Kavanagh y col., 1960.

1 Oscilatoria: opm, oscilaciones por minuto. Rotatoria: rpm, revoluciones por minuto.

2 Matraces tipo frascc de boca ancha.




T1PO DEMATRACES Y FRACCION DE LLENADO UTILIZADAS PARA

TABLA 13

EVALUAR LA- PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA

Tipo de Matraz Vo lumen Vo lumen Fraccidn
de Matraz de Medio de
(m1) (m1) 1tenado
Erlenmeyer liso 250 50 0.2
100 0.4
150 0.6
Erlenmeyer con deflectores 250 25 0.1
50 0.2
100 0.4
150 0.6
Erlenmeyer liso 500 50 0.1
' 100 0.2
200 0.4
Fernbach 2800 300 0.11
' 600 0.21
900 0.32
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se indican las condiciones que se utlllzaron para realizar el
experimento.

83 matraces se inocularon y se incubaron simultdneamente a
28 + 2°C y 160 rpm. Se tomaron muestras cada dia para evaluar el
titulo de estreptomicina, el consumo de gluccsa y la evolucién de
la viscosidad. Los resultados obtenidos a 1lo largo de 1la
fermentacién, se presentan en las Figquras 15, 16, 17 y 18.

Con una fraccién de llenado de 0.4 en los matraces de 500
ml, se obtuvo un titulo de estreptomicina de 12 mg/l1 (Fig. 17A),
mientras que en los lisos de 250 ml no se observdé produccidn
{({Fig. 15A). Al disminuir la fraccién de llenado de 0.4 a 0.2, en
los matraces de 500 ml el titulo fue de 55 mg/l (Fig. 174} y
58 mg/l en los de 250 ml (Fig. 15A) a pesar de que en ambos la
produccién se inicié a los 3 dias., En todos los casos el titulo
de produccién y el rendimiento alcanzado en los matraces de 500
ml fue mayor al observado en los lisos de 250 ml. En los matraces
Fernbach, a una fraccién de llenado de 0.11 (Fig. 18A) el titulo
de estreptomicina alcanzada fue 1.5 veces mayor gue el obtenido
con los matraces Erlenmeyer de 500 ml (Fig. 17A). Freedman (1969)
encontr® que la capacidad de transferencia de oxigeno detectada

-en los matraces Fernbach con una fraccién de llenado de 0.1, fue

1.6 veces mayor a la observada con los de 500 ml.

El titulo de estreptomicina obtenido en los matraces de 250
ml con deflectores a una fraccién de llenado de 0.2, fue

significativamante mayor al obtenido con el resto de 1las
condiciones probadas. La produccién se observd desde el primer
dia, alcanzando el titulo maximo, de 225 mg/l, entre los 3 y 4
dias de incubacidn, 1lo que dié los més altos valores de
rendimiento y productividad. En los matraces con deflectores, al
igual que en los otros casos, fue notoria la disminucién del
titulo del antibidtico al aumentar la fracciédn de 1llenado. En el
experimento se incluyeron matraces con deflectores de 250 ml con
una fraccidén de llenado de 0.1, peroc sin tomar muestras cada dia,
para no alterar el volumen del cultivo. Solamente se tomd una
muestra al final de los 6 dfas de incubacidn y se determiné la
cantidad de estreptomicina producida. El1 tftulo promedio
obtenido, de 243 + 12.22 mg/l, aunque fue ligeramente mayor que
el alcanzado al utilizar una fraccidén de 0.2, no presentd
- diferencias significativas al ser comparado con esta Gltima
condicién, como se observa en la Figura 19.

De todos los casos analizados los més altos niveles de
viscosidad relativa, que son indicativos del crecimiento celular,
se observaron en la mds baja fraccién de 1llenado, la cual
corresponde a la mas alta capacxdad de transferencia de oxigeno
(Figs. 15B, 16B, 17B y 18B). Asimismo, el consumo de glucosa fue
mis rapido en la menor fraccién de 1llenado, observéandose el
maximo consumo a los 4 dias de fermentacién (Figs. 15D, 16D, 17D
y 18D). Los perfiles de consumo de glucosa obtenidos en los
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matraces con deflectores y en los Fernbach, a la mids baja
fraccién de llenado fueron muy similares (Figs. 16D y 18D).

El perfil del pH observado en todas las fracciones de
llenado empleadas, también fue indicativo de las condiciones de
oxigenacién existentes en los matraces. Cuando la capacidad de
oxigenacién se vié disminuida, los valores de pH gque se
registraron fueron mas bajos (Figs. 15C, 16C, 17C y 18C), como
consecuencia de la acumulacién de lactato y piruvato en el medio
de acuerdo a Hockenhull y col. (1954), Hockenhull (1960) y Demain
e Inamine (1970).

En la Figura 19 se presentan los titulos de produccién de
estreptomicina obtenidos al final de los 6 dias de fermentacién,
en funcién de la fraccién de llenado. Las curvas fueron trazadas
tratando de tener el mejor ajuste. En todos 1los casos, el
aumento en la fraccién de llenado fue asociado a una disminucién
en el titulo de estreptomicina.

Los mAs bajos titulos de produccién alcanzados en este
estudio fueron los obtenidos con los matraces lisos de 250 ml.
Estos resultados podrian explicarse con base en los estudios de
Freedman (1969), quien encontré que en los matraces de 250 ml se
logran los mas bajos niveles de transferencia de oxigeno en
comparacién con las otras capacidades comerciales existentes en
este tipo de matraces, que van desde 10 hasta 2000 ml, El mismo
autor destaca gue a pesar de ésto, los matraces Erlenmeyer de 250
ml son los que mls se utilizan en todo el mundo en el campo de
las fermentaciones.

El mayor titulo de estreptomicina se alcanzd en los matraces
con deflectores. Con una fraccién de llenado de 0.2, se encontréd
gque el titulo del antibiético fue 3.88 veces mayor que el
obtenido en los matraces lisos de 250 ml. Esto se debe a 1la
presencia de los deflectores que ocasionan turbulencia en el
cultivo, la cual favorece la oxigenacién. Freedman (1969),
demostrd que en los matraces con deflectores laterales se
alcanzan velocidades de transferencia de oxigeno
considerablemente mayores a las que se tienen en matraces lisos,
con deflectores en el fondo o en la esquina. Van Suijdam y col.
(1978), encontraron que la transferencia de oxigeno en los
- matraces de 500 ml con deflectores laterales fue 14 veces mayor
que la que se presenta en matraces Erlenmeyer sin deflectores.
Esto se debe al grado de turbulencia que es efecto de la
presencia de los deflectores.

A este respecto, llama la atencién el hecho de gque alGn
conociendo los altos requerimientos de transferencia de oxigeno
para la produccién de estreptomicina, en ninguno de los estudios
revisados se menciona del empleo de matraces con deflectores, a
excepcién de Singh y col. (1976), quienes los utilizaron para
preducir el inéculo de fermentadores de laboratorio.
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Para demostrar que el efecto de la fraccién de llenado sobre
la produccidén de estreptomicina es debida a la transferencia de
oxigeno gue se tiene en los matraces, en la Figura 20 se
compararon los titulos de produccién obtenidos en este trabajo en
los matraces de 500 ml con las velocidades de transferencia de
oxigeno obtenidas por Freedman (1969) en el mismo tipo de
matraces y a las mismas fracciones de llenado. El1 hecho de gue
ambas curvas presenten el mismo perfil, confirma que el efecto de
la fraccién de llenado sobre la produccién de estreptomicina es
funcién de las velocidades de transferencia de oxigeno que
prevalecen en los matraces. De los datos de la Figura 20 se tiene
que al reducir la fraccién de llenado de 0.4 a 0.2 Freedman
(1969), encontrd que la velocidad de transferencia de oxigeno
aumentd al doble, en el presente estudio se observé un aumento de
cuatro veces en el titulo de estreptomicina. Este aspecto
confirma los altos requerimientos de oxigeno de la cepa
productora. ‘

Con base en los resultados obtenidos, se decidié trabajar
con los matraces de 250 ml con deflectores conteniendo 50 ml de
medio, lo gque da una fraccidén de 1llenado de 0.2. Estas
condiciones permitirdn tener un volumen suficiente de cultivo
para que al tomar muestras cada dia, no se disminuya de manera
considerable la fracciédn de llenado, y por lo tanto no se vea
alterada la oxigenacién del cultive, y obtener con pocos
matraces, un volumen de cultivo suficiente para ser utilizado
como inéculo en los fermentadores.

3.4 Efecto de la velocidad de agitacidn

La velocidad de agitacién es otra variable que determina la
capacidad de transferencia de oxigeno, por lo que es de esperarse
que afecte la produccidn de estreptomicina. Para evaluar 1la
magnitud de tal efecto se llevé a cabo un experimento a
velocidades de agitacién de 160, 200 y 220 rpm, las cuales se
seleccionaron en base a la disponibilidad del equipo utilizado.

Los resultados obtenidos utilizando matraces de 250 ml con
deflectores se presentan en la Figura 21 de manera comparativa
con las velocidades de transferencia de oxigeno en matraces lisos
de 500 ml reportados por Freedman (1969). Se observa dque un
incremento en la velocidad de agitacién de 160 a 200 rpm provocd
un incremento del 13% en la velocidad de transferencia de oxigeno
y al aumentar de 160 a 220 rpm el incremento fue 20% (Freedman,
1969). E1 titulo de estreptomicina se incrementd en 28% al
aumentar la velocidad de agitacién de 160 a 200 rpm, y del 35% a
llevar la agitacién de 160 a 220 rpm. El aumento de 200 a 220 rpm
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no tuvo efecto significativo sobre la produccién del antibidtico
y si el inconveniente de que a esta Gltima velocidad, los tapones
de algodén se mojaron. Los resultados confirman gque al aumentar
la velocidad de agitacién, se mejoré la transferencia de oxigeno,
y esto favorecié la produccién de estreptomicina.

Durante el experimento también se observd que cuando la
velocidad de agitaciédn fue de 160 rpm, el pH del cultivo mostré
valores mds bajos que a 200 o 220 rpm. Esto se debe, como se
mencioné anteriormente, a la acumulacién de lactato y piruvato
como consecuencia del bajo nivel de oxigenacidén (Hockenhull vy
col. 1954; Hockenhull, 1960 y Demain e Inamine, 1970).

En la literatura no existen datos que muestren el efecto de
la velocidad de agitacién sobre la producciédn de estreptomicina
en matraces. Pero a partir de los datos gque se mostraron en la
Tabla 12, se puede observar que la velocidad de agitacién
comGnmente utilizada para la produccién de este antibiético y sus
derivados ha sido entre 200 y 245 rpm (Woodroff y Ruger, 1948;
Dulaney, 1948b, 1949 y 1951; Benedict y col., 1951; Kavanagh y
col., 1960; Miller y Walker, 1970; Cella y Vining, 1975). otros
autores utilizaron agitacién oscilatoria entre 90 y 120 opm
{(oscilaciones por minuto; Rake y Donovick, 1946; Garner y col.,
1953; Perlman y col., 1954).

Por los resultados obtenidos en este trabajo, se decidié
utilizar una velocidad de agitacién de 200 rpm.

4. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Una vez definidas las condiciones de experimentacién en
matraces, se iniciaron las pruebas preliminares a la optimizacién
del medio, con el fin de seleccionar los ingredientes importantes
para la produccién de la estreptomicina.

4.1 Efecto del agua de la llave Y de los elementos traza

Algunos autores como McDaniel (1946), Hockenhull (1960) vy
Singh y cel. (1976) utilizaron agua de la llave para la
produccién de estreptomicina. Garner y col. (1953) mencionan
haber obtenido resultados favorables con la mutante E15-1 de S.
griseus, al utilizar agua de la llave en lugar de agua destilada.
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Los elementos traza que, como su nombre lo indica son
requeridos en bajas concentraciones, actian como cofactores de
numerosas actividades enzimiticas, por lo que son esenciales para
asegurar el crecimiento y la produccién de estreptomicina (Demain
e Inamine, 1970). Al respecto, Shirato y Motoyama (1966),
encontraron que zinc y fierro fueron indispensables para obtener
una buena produccién de estreptomicina con S. grjiseus K-1. Por
otro lado, Demain e Inamine (1970) establecieron que el calcio
estimula la produccién del antibiético al revertir el efecto
negativo de las altas concentraciones de fosfato en el medio.

Muchos de los microelementos estdn presentes en el agua de
la llave, aunque su concentracién varia dependiendo de la fuente
de donde provenga. Ademis, los nutrientes complejos en especial
los productos de levadura como la levadura de cerveza, sus
autolisados o sus extractos, son ricos en microelementos (Bader,
1986), entre los que se encuentran calcio, potasio, magnesio,
zinc, cobre y fierro (Cejka, 1985).

En virtud de que en este trabajo se plantea llevar la
fermentacién a escala de planta piloto utilizando reactivos
industriales, es necesario pensar en el uso de agua de la llave
para tener un menor costo y fAacil disponibilidad de esta
importante materia prima. Por tanto, se considerdé conveniente
evaluar si el agua de la llave, presentaba algin efecto sobre la
produccién de estreptomicina. Simult&neamente, se probé si era
necesario adicionar al medio, elementos traza como Fe'?, zntt y
ca*? para favorer la produccién del antibiético.

Para esto se llevd a cabo un experimento en el que se
sustituyd el agua de la llave por agua destilada, y al mismo
tiempo se adicionaron conjuntamente los elementos traza a las
- concentraciones que McDaniel (1950) recomendd para el medio 7:
FeSO4,.0.001%; ZnSO4, 0.0002% vy CaClz, 0.01%,.

Los resultados obtenidos al final de 5 dias de incubacién,
se presentan en la Figura 22. Se observa que no hay diferencia
significativa al emplear cualquiera de 1las combinaciones
probadas, agua de la llave o agua destilada con y sin elementos
traza. Al parecer, el hecho de usar levadura en el medio de
cultivo proporciena al microorganismo los microelementos
necesarios para su crecimiento y la sintesis del antibiético.

Por los resultados obtenidos se decidié no incluir 1los

elementos traza probados y se confirmé gue el agua de la llave no
presenta efecto negativo sobre la produccién del antibibtico.
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4.2 Efecto del pH inicial

Se sabe que el pH tiene un efecto critico sobre 1la
produccién de estreptomicina (Inoue y col., 1982a). Por esto se
considerdé importante encontrar el pH inicial al cual se alcanza
el mayor titulo de antibidtico, antes de iniciar los experimentos
conducentes a la optimizacién del medio. Esto se hizo porque la
eliminacién de algin nutriente o 1la modificacién de su
concentracién podria alterar el valor del pH inicial del medio,

ocasjonando al mismo tiempo variacién en el titulo del
antibiético.

Para tal efecto se 1llevé a cabo un experimento por
triplicado, considerando 9 valores de pH inicial. En 4 de ellos
el pH se ajustd entre 6.0 y 7.5 antes de esterilizar. En otros
4, el pH se ajustd después de esterilizar entre 5.5 y 7.5. A un
control no se le ajustd el pH. Todos los matraces fueron
inoculados con la suspensidén de esporas e incubados a las
condiciones establecidas con anterioridad. Después de cinco dias
de incubacidén, se determind el titulo de estreptomicina

~ producida,

De acuerdo a los resultados obtenidos mostrados en la Figura
23, el pH inicial m&s adecuado fue de 6.0. Cuando el pH del medio
se ajustd a 6.0 antes de esterilizar, el titulo de estreptomicina
alcanzado a los 5 dias de incubacién no presenté diferencias
significativas con respecto al medio control. E]l valor O6ptimo
encontrado en este estudio es cercano a los reportados en la
literatura. Dulaney (1951) encontrd gque la produccidédn de
estreptomicina en un medio conteniendo glucosa, harina de soya Yy
destilados solubles, fue maxima a pH inicial entre 6.5 y 6.6 para
la mutante de S. griseus Z-38 y de 6.1 a 6.3 para la mutante L-
118. Garner y col. (1953), utilizando un medio con glucosa,
extracto de carne y peptona encontraron la miaxima produccién a un
pH inicial de 6.6, valores de pH por abajo y por arriba de é&ste,
disminuyeron la produccién, después de 7.0 la produccién cayéd
notablemente. Un comportamiento similar se observd en este
estudio, a medida que el pH aumenté por arriba de 6 5, el titulo

- del antibidtico se vié afectada negativamente.

4.3 Eliminacién de ingredientes no indispensables

El interés por seleccionar los nutrientes importantes en la
produccién de estreptomicina fue fundamentalmente, incluir sélo
aquellos nutrientes que son indispensables para la Optima
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actividad metabélica del microorganismo y eliminar aquellos que
no son utilizados.

El hecho de que se esté utilizando levadura de cerveza
autolisada en el medio de cultivo, que es rica en gran cantidad
de nutrientes, deja abierta la posibilidad de que satisfaga otros
requerimientos nutricionales del microorganismo adem&s del
nitrégenc., De ser asi, la adicién de una mayor cantidad de éstos
no seria aprovechada y por el contrario estaria incrementando el
costo del medio de cultivo. En esta situacién podrian estar el
sulfato de magnesio, el fosfato dibasico de potasio y tal vez el
cloruro de sodio. :

Por otro lado, Dulaney (1948b) encontrd que los nitratos no
pueden ser utilizados por el microorganismo, y dado gque el medio
contiene nitrato de sodio, habia que investigar si éste estaba
siendo aprovechado. Lo mAs probable es que el microorganismo
prefiera a la levadura de cerveza como fuente de nitrégeno.

Para identificar los nutrientes esenciales, se llevd a cabo
un experimento por triplicado en el que se elimindé un nutriente
cada vez., Esta estrategia se considerd ma&s sencilla pues con
pocas observaciones se podria saber cuales ingredientes son

esenciales y cuales no lo son. Aquellos que al estar ausentes no

afecten la produccién serdn considerados no indispensables, por
lo tanto podran ser eliminados. Por el contrario los nutrientes
que por ser eliminados causen una reduccién significativa en el
titulo de antibiétco, seran considerados indispensables y en una
etapa posterior podrd determinarse su cohcentracién éptima.

" Es de esperarse que la eliminacién de las fuentes de carbono
0 de nitrégenc si tenga efecto negativo sobre la produccién, por

lo que pareceria obvio el resultado. No obstante sirvieron como

- referencia para observar el efecto de la eliminacién de los otros
nutrientes.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 24. Como
se esperaba, al eliminar la glucosa el titulo observado fue bajo
y en ausencia de la levadura de cerveza autolisada no se produjo
antibidtico. Al eliminar el cloruro de sodio y el fosfato
dibdsico de potasio, la produccién de estreptomicina también se
disminuyé notablemente. : »

Cuando se elimind la glucosa, la levadura de cerveza
autolisada le permitié al microorganismo alcanzar un titulo de
estreptomicina de 94 mg/l, cifra que corresponde al 30% del
~ titulo observado en el medio conteniendo todos los ingredientes.
"Esto indlca que esta fuente orgédnica de nitrdgeno, es utilizada
también como fuente carbono.

Al eliminar el cloruro de sodio el titulo de estreptomicina

alcanzado fue de 187 mg/l, que corresponde al 70% en relacién al
control. Este ingrediente es importante para la liberacién del
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antibidético al medio (Rake y Donovick, 1946); Demain e Inamine,
1970 y Barabas y col., 1980) por lo que su ausencia tiene efecto
negativo sobre la produccién del antibibiético.

La eliminacién de fosfato dibdsico de potasio provocé una
disminucién del 20%, ya que el titulo alcanzado fue de 215 mg/l.
Esto se debid a que la concentracién de fosfato en el medio es un
factor regqulatorio de la sintesis de estreptomicina (Demain e
Inamine, 1979). El1 pH medido al final de la fermentacién fue
practicamente el mismo que en el control, por lo que no se puede
asegurar si el fosfato de potasio también afecté6 1la capacidad
reguladora del pH.

Aparentemente el microorganismo empleado no utiliza el
nitrato de sodio como fuente de nitrégeno, ya que su eliminacién
no afecté de manera significativa la produccién de
estreptomicina, Esto se confirma porque al estar ausente la
levadura de cerveza autoclisada, el nitrato podia haber sido
empleado por el microorganismo, sin embargo, no se observd
crecimiento ni mucho menos produccién de estreptomicina. Dulaney
(1948b), también observdé que una cepa de S. griseus no mostrd la
capacidad de utilizar el nitrato de sodlo como fuente de
nitrégeno.

La eliminacién del sulfato de magnesio no afecté de manera
significativa el titulo de estreptomicina, en relacién al
‘control, conteniendo todos los ingredientes. De acuerdo a Demain
e Inamine (1970) este nutriente puede ser eliminado cuando se
emplean fuentes complejas de nitrdgeno en el medio.

Los resultados obtenidos indicaron que solo cuatro
ingredientes del medio: glucosa, levadura de cerveza autolisada,
cloruro de sodio y fosfato dibasico de potasio podian
considerarse indispensables. Para comprobar si esto era correcto,
se realizd un experimento adicional en el que se eliminaron
nitrato de sodio y sulfato de magnesio de manera alternada y
simultinea. Los resultados obtenidos, mostrados en la Figura 25
confirmaron que al eliminar estos dos ingredientes la produccién
de estreptomicina no se vid afectada negativamente, La
comparacién midltiple de medias indicé que no hubo diferencias
significativas, a un nivel de confianza del 95%, entre los
diferentes tratamientos.

Con base en estos resultados se decidié eliminar del medio
7, al nitrato de sodio y al sulfato de magnesio y emplear
solamente los cuatro ingredientes esenciales que fueron glucosa,
levadura de cerveza autolisada, cloruro de sodio y fosfato
dibdsico de potasio. Este medio simplificado fue denominado medio
14, de acuerdo al capitulo "Material y Métodos" y se consideré el
punto de partida para su optimizacién.
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Fig. 25. Produqciéh de estreptomiclina en el medio 7,

eliminando nitrato de sodio y sulfato de magnesio
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ATCC 12475 fué cultivada en matraces con deflecto
res de 250 ml con 50 ml de medio, lncubados a
28°C y 200 rpm durante 5 dfas.
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4.4 Optimizacién de la concentracién de los
ingredientes del medio

El uso de metodologlias estadisticas que ya han mostrado su
aplicacién en otras &reas pueden ser de gran utilidad para
establecer los efectos principales y las interacciones de los
factores que juegan un papel fundamental en cualquier proceso.
Varios han sido 1los autores gque han empleado técnicas
estadisticas para la optimizacién de un proceso biotecnolégico;
entre ellos Votruba y col. (1975), Moresi y Sebastiani (1979),
Moresi y col. (1979), Fannin y col. (1981), Chen {(1981), Chen y

Gutmanis (1982), Egorov y col. (1982) y Wright y Richardson
(1982),

A pesar de que la metodologia de superficie de respuesta fue
descrita hace casi 4 décadas y de que algunos autores sugirieron
su empleo en el drea biotecnolégica (Calam, 1967), hasta la fecha
ha sido poco explotada. Entre los ejemplos de su aplicacién
encontrados en la literatura estdn: la optimizacién del
crecimiento de Aspergillus niger utilizando un medio de baijo
costo (Remmers y Dunn, 1561); la optimizacién de la produccién de
candidina por Streptomyces viridoflavus y del macrélido hexaeno
191 (Mc Daniel y col., 1976); la optimizacién de un medio de
cultivo para la produccién de &cido giberélico por Fusarium
moniliforme (Maddox y Richert, 1977); la optimizacién del medio
para la produccién de celulasa por Schizophyllum commune
(Desrochers y col., 1981); el establecimiento de las condiciones
para la bioconversién de citronelal a citronelol por cCandida
tenuis (Cheynier y col., 1983) y la optimizacién de  las
condiciones de activacién de un soporte aminado para la
inmovilizacidén de ribonucleasa A con glutaraldehido (Marty,
1985) .

La metodologia de superficle de respuesta (MSR), es una
herramienta estadistica sencilla, ripida y accesible que permite
determinar las condiciones éptimas que maximizan una respuesta
gque puede ser por ejemplo, la concentracién de un producto, el
rendimiento o la economia de un proceso (Box y Wilson, 1951;
Myers, 1971; Mead y Pike, 1975). Al emplear esta metodologia se
requieren relativamente pocas observaciones para obtener buenos
resultados, también elimina la necesidad de realizar varias
repetic1ones de todas las observaciones, lo que ahorra mucho

tiempo y costo de experlmentacion y el manejo de gran cantidad de
muestras al mismo tiempo.

Los pasos seguidos para la optimizacién, utilizandd la
metodologia de superficie de respuesta podrian resumirse como
sigue:

1, seleccionar las variables que van a ser estudladas,
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2. definir la respuesta gue va a ser maximizada,

3. definir el dominioc experimental a explorar,

4. plantear el diseno experimental,

5. realizar la experimentacién de acuerdo al disefic establecido
manteniendo constantes las condiciones de operacién,

6. con los resultados obtenidos, establecer el modelo matemdtico
estimado (y) con el cual podran calcularse los valores éptimos
de cada variable y la superficie de respuesta correspondiente,

A través de la representacién esquemdtica de las variables
es posible conceptualizar el problema de optimizacién. Con un
cuadrado se representan los niveles codificados para dos
variables x Y %, (Fig. 26A) y con un cubo los niveles para
tres variables x,, %, y %X, (Fig. 26C). La representacifn de méis
de tres variables ya no es posible presentarla mediante un
esguema. Cada variable se evalGa a dos niveles, uno alto (+1) y
otro bajo (~1), los cuales son referidos a un punto central (0)
el cual corresponde a la concentracién de cada una de las
variables en el medio que va a ser optimizado. En algunos casos,
se incluyen puntos axiales o estrella a un nivel alto (+a) vy
otro bajo (-a) con el fin de eliminar la interaccidén entre las
variables y observar el efecto puro de cada una de ellas.

Utilizando la metodologia de superficie de respuesta se

procedié a determinar la 6éptima concentracién de los cuatro

ingredientes del medio seleccionados previamente, para maximizar
el titulo de estreptomicina. Las variables se identificaron como
sigue: glucosa, x,; levadura de cerveza autolisada, X,; cloruro
de sodio, X5 Yy fosfato dibdsico de potasio, X

Expe:imento 1.

Con fines exploratorios, se realizé un primer experimento en
el que cada variable se evalué a dos niveles los cuales fueron
codificados como -1 y +1 y fueron referidos a un punto central,
La concentracidén en el punto central para Xy, fue 1% y se eligié
una distancia de 0.5%, por lo que 1los niveles =~1 y +1
corresponden a 0.5 y 1.5%, respectivamente. Para x,, el punto
central fue 2.5% y la distancia fue de 1%, el nivel -1
corresponde a 1.5% y el nivel 41, a 3,5%. El mismo tratamiento se

didé a las variables X3 Y X4, las cuales fueron codificadas como
se indica en la Tabla 15.

Para este primer experimento, se utilizé un disefio ortogonal
para modelos de primer orden (Myers, 1971), el cual se presenta
en la Tabla 16. En este se consideraron todas las combinaciones
posibles para cada variable y el punto central repetido cuatro
veces para incluir la variabilidad experimental del sistema. De

esta maqfra se hizo un disefio a 2 niveles para 4 factores, es .

decir, 2 16 combinaciones y cuatro puntos centrales gque dan un
total de 20 observaciones. En todos los casos el pH inicial fue
de 6.0, Los matraces fueron incubados durante 5 dias, después de
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Representacidn esquemdtica de los niveles de concentracidn para
disefios experimentales que constan de: (A) dos variables x)yxp
cada una a un nivel alto y un nivel bajo y un punto central; -~
(B) el caso anterior pero adicionando cuatro puntos axiales; -
(C) tres variables xj, x» y %3 cada una a un nivel alto y un ni
vel bajo y un punto central y (D) el caso anterior pero adicio-
nando seis puntos axiales.

87

e b b b vt




0 v s i nr e

S At kst o e ¥ 3t e KoL sy

TABLA 15
NIVELES DE CONCENTRACION DE LOS NUTRIENTES PARA EL DISERO
EXPERIMENTAL ORTOGONAL
NIVEL GLUCOSA LEVADURA NaCl KoHPOy
: x; (2) _ x> (%) x3 (%) xy (%)
- -1 . 0_5 ].5 O-S 0-05
0 1.0 2.5 1.0 0.10
+1 1.5 3.5 1.5 _ 0.15
[ve]
[ve]




TABLA 16 |

DISENO EXPERIMENTAL ORTOGONAL |

PARA LA OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO

|

I

No. GLUCOSA LEVADURA NaCl K HPO,,

0BSERVACION (x1) (x7} (x3) (xy)

1 -1 -1 -1 -1

2 -1 - -1 1 {

3 -1 -1 1 -1

Y -1 ! -1 -1 :

5 ! -1 -1 -1

6 -1 -1 1 1

7 -1 ! 1 -1

8 1 -1 1 -1

9 -1 1 -1 1

10 1 -1 -1 1 !

1 1 1 -1 -1 ;

12 -1 1 1 1 -‘
13 | -1 1 1
14 1 ] -1 1
15 1 1 1 -1
16 ! 1 | 1
17 0 0 0 0

18 0 0 0 0 ;

19 0 0 0 0 ;
20 0 0 0 0

;

I

i

!

!
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los cuales se determind el titulo de estreptomicina producido. A
los resultados obtenidos en este experimento se les ajusté un

modelo de regresién lineal de segundo orden para 4 variables,
cuya expresién es la siguiente:

byaX X3 + bygX3%y + DyaXoXy + byaikpxy + bysXxaxy +

2 2 2 2
P11¥1% + BaaXp® + Pa3X3® + byyx,

donde ¢ = titulo de estreptomicina estimado bajo las condiciones
_ experimentales establecidas

b, = constante
bj = coeficiente para cada término
xy = concentraci6én de cada uno de los ingredientes

El ajuste'se hizo con ayuda de computadora, empleando el
paquete estadistico Statgraphics (1987). El1 coeficiente de
determinacién obtenido en este primer experimento fue 0.35 debido

a la interaccién entre las variables, por lo gue se consideréd

necesario ampliar el disefio experimental para observar el efecto
de cada una de ellas, de manera independiente.

Pxperimento 2.

Con base en lo anterior, se utilizé un disefio experimental

central compuesto ortogonal para cuatro factores. En éste se.

incluyeron 2 puntos axiales para cada una de las variables a una
distancia o = 1.414 (Myers, 1971). La adicién de estos 8 puntos
axiales, permitidé la evaluacién de 5 niveles de concentracién
para cada una de las variables. La codificacién ampliada de é&stas
se presenta en la Tabla 17. Al incluir los puntos axiales se
adicionaron 8 observaciones, lo que dié un total de 28.

Los titulos de estreptomicina obtenidos a los 5 dias de
incubacién en este segundo experimento, fueron ajustados al
nodelo de regresidn lineal de segundo orden. Al observar el
perfil de las superficies de respuesta generadas, se detecté que
el intervalo de exploracién para la glucosa (x,), no fue
- suficiente, por lo que se complementd el experimento con un
ensayo utilizando concentraciones de glucosa de hasta 3%. La
concentracién del resto de los ingredientes se mantuvo en el
punto central del mismo disefio.

La respuesta en el titulc de produccién a diferentes
concentraciones de glucosa, se presenta en la Figura 27. El
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EXPERIHgNTAL CENTRAL

TABLA 17

LOS NUTRIENTES PARA EL DISERO

COMPUESTO ORTOGONAL

NIVEL GLUCOSA LEVADURA NaC) K2HPO,
xy  (2) x3 (%) x3 (%) xy (%)
-1.414 0.3 1.1 .3 .03
-1 0.5 1.5 0.5 .05
0 1.0 2.5 1.0 0.1
+1 1.5 3.5 1.5 0.15
+1.414 1.7 3.9 1.7 0.17
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Fig. 27. Efecto de la concentracidon de glucosa sobre la
- produccién de estreptomicina por S. griseus
ATCC 12475, A
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titulo mads alto se obtuvo con 2% de glucosa, a medida que esta
concentracién aumentd, la produccidédn del antibiético empezé a
disminuir. En el experimento se observéd que la viscosidad del
cultivo fue aumentando conforme la concentraciédn de glucosa fue
mas alta, lo que seguramente dificulté la transferencia de
oxigeno en los matraces y como consecuencia afecté negativamente
la produccidén de estreptomicina,

Experimento 3.

Con 1la informacién obtenida se realizé el tercer
experimento utilizando el mismo disefio central compuesto
ortogonal pero con el punto central de la glucosa (x,) corrido
en direccién de la concentracidén que permitid la m&s alta
respuesta, es decir 2%, lo que esquemiticamente se presenta en
forma tridimensional para tres variables, en la Figura 28. Los
niveles de las variables x,, X, Y X4, 8e mantuvieron constantes,
como se indica en la Tabla 18. Con estas modificaciones se llevé
a cabo el experimento como se procedid anteriormente.

Con los titulos de estreptomicina obtenidos, mostrados en la
Tabla 19 se ajustd nuevamente el modelo de regresién 1lineal
de segundo orden para 4 factores. Para esto se consideraron las
variables lineales y cuadraticas, y sus interacciones de primer
orden. La estimacién de los coeficientes del modelo cuadréitico
ajustado se presenta en la Tabla 20, se ldentifican con (*)
agquellos que resultaron tener un efecto significativo sobre el

proceso. El modelo matemdtico obtenido con estos resultados
experimentales fue:

- - - 2
Y = 355.58 + 39.17x;, + 22.37x, ~ 13.81x; - 31.34X,

-~ 41.60%,% - 17.59%4% - 10.81x,%, | (2)

La comparacién entre los resultados experimentales y los
valores pronosticados a partir de este modelo, se presentan en la
Fig. 29. La bondad del acondicionamiento de) modelo fue
confirmada por el coeficiente de determinacién (R = 0.938), el
cual indica que sdlo el 6% de la variacién total no es explicada
por el modelo estimado (Tabla 21). Al analizar el % de la suma de
cuadrados mostrada en la Tabla 20, se podria decir gue Gnicamente
las variables glucosa (xl),2 levadurg de cerveza autolisada (%5) ¥
sus valores al cuadrado X, Yy X tienen una influencia més
marcada sobre la produccidn de estreptomicina ya gque estos
coeficientes dan cifras superiores al 10%. Por lo que desde el
punto de vista estadistico, podria utilizarse un modelo més
sencillo considerando s6lo estos cuatro términos y la constante,
agruparian el 85.,7% de la suma de cuadrados del modelo propuesto,
lo que corresponde a un coeficiente de determinaciédn de 0.925. No
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Fig. 28.

1,0% —— 2.02

Representacidn esquematica del corrimiento del punto
central de la concentracion de glucosa, x;, de 1.0 a
2,0%. Los valores de las variables, x5, x3 y xy, se
mantuvieron constantes.
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" TABLA 18

NIVELES DE CONCENTRACION DE LOS NUTRIENTES PARA EL DISERO
EXPERIMENTAL CENTRAL COMPUESTO
ORTOGONAL CON MODIF1CACION EN x4

NIVEL GLUCOSA " LEVADURA NaCl KoHPO,,
x; {%) xs (%) x3 (%) xy (%)
-1.414 1.3 1.1 ' 0.3 0.03
-1 1.5 1.5 0.5 0.05
0 2.0 2.5 1.0 0.1
+1 | 2.5 3.5 1.5 0.15
+1.414 2.7 3.9 1.7 : 0.17
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TABLA 19

DISERO EXPERIMENTAL CENTRAL COMPUESTO ORTOGONAL
PARA LA OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO

No. GLUCOSA  LEVADURA  NaCl  KgHPO, TITuLO OE
0BSERVAC | ON (x1) (x5) (x3) Tcu) EST“?E;?P§§'"“
! - -1 -1 -1 234
2 -1 -1 -1 l 202
2 ! - ! -1 188
A - ! -1 -1 242
5 ! -1 -1 -1 287
6 -1 -1 ‘ l 135
! - B ! -1 245
S ; ! ! -l 295
g -1 ! -1 1 272
10 ‘ - -1 l 298
2 -! ! l l 253
13 ! -1 l l 278
. ‘ ! -1 l 302
12 ) ! ! -1 294
'8 0 0 - 0 380
2 0 0 0 0. 354
20 0 0 0 0 368
22 1Y 0 0 0 230
23 0 1Ay 0 0 306
2 0 ~-1.414 0 0 225
25 0 0 b o 265
26 0 0 1.4 0 362
27 0 0 0 1,414 316
28 0 0 0 -1.414 356
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TABLA 20

COEFICIENTES DEL MODELO CUADRATICQ AJUSTADO

VARIABLE COEFICIENTE SIGNIFICANCIA

(p.<0,05)

% SUMA DE
CUADRADOS

&,

constante
X1

X2

X3

Ry
x12 )
X2
x3?
x“z,
XiX2 -
XiXj
X1 Xy
XoXy -
XaXy
XXy

355.58
39.17
22.37

-13.8!
-4 .58

~31.34

“41,60

~17.59
-6.34

-10.81

7.43
3.69
6.94
9,18
-1.56

33.85
11,05
ho2h
0.46
19,74
21.19
3.44
0.40

R

* ¥

%
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TABLA 21

ANAL{51S DE VARIANZA DEL MODELO CUADRATICO AJUSTADO

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADO F NIVEL DE
VARIACION LI1BERTAD CUADRADOS MEDIC SIGNIFICANCIA
' (95%)
Modelo 14 90657.0 6475.5 14,14 *

Error 13 5953.7 457.9
Total .27 56610.7

Coeficiente de determinacidn, R? = 0.93%4




obstante se decidi6 utilizar el modelo de la ecuacién (2) para

incluir todos los términos gque fueron significativos durante la
optimizacién del medio.

A partir de 1los coeficientes del modelo matematico
propuesto se determinaron, mediante un sistema de ecuaciones, los
valores O6ptimos para cada uno de los ingredientes del medio, 1los
cuales se presentan en la Tabla 22. Se observa que las
concentraciones de glucosa y levadura de cerveza autolisada se
incrementaron, la de cloruro de sodio disminuyé y la de fosfato
dib&sico de potasio permanecié constante, Al medio optimizado se
le denomin®é medio 15, de acuerdo al capitulo "Material y
Métodos",

Las superficies de respueasta y sus graficas de contornos,
‘que se generaron al hacer interaccionar las variables a los
valores &ptimos, se presentan en las Figuras 30 (para x, vs
X3), 31 (para Xy vs X,;) y 32 (para x; Vs X4). La superficie de
respuesta tridﬁmensional en forma de sombrilla, permitié
visualizar los efectos principales de los factores y sus
interacciones, adema&s de localizar el punto de miaxima produccién.
Las graficas de contornos que son una vista superior de 1la
superficie de respuesta permitieron también, localizar el punto
de mdxima produccién con ayuda de las lineas de contornos que se
van haciendo m&s estrechas conforme se acercan a la cGspide de la
superficie, ~

Una vez que se optimizé el medio, se corrid un experimento
complementario en el que se compard el perfil de la fermentacién
~entre el medio original y el medio optimizado. Como se muestra en
la Figura 33, con el medio origihal se obtuvo un titulo promedio
de 280 mg/l, mientras que con el medio optimizado el titulo fue
de 421 mg/l, lo que corresponde a un incremento del 52%, En ambos
casos, la maxima produccién se alcanzé a 1los tres dias. En
relacién al crecimiento, se observé un incremento de
aproximadamente 10%, que corresponde a un incremento en la
produceién especifica de 32% (Tabla 23). La velocidad especifica
de crecimiento aumentd en 47%. El perfil de pH 81 se modificéd
sustancialmente por el incremento en la concentracién de glucosa,

ya que durante la fermentacién presenté valores mis bajos que los

obtenidos con el medio sin optimizar. ‘

Aungque poco se sabe de los procedimientos estadisticos
utilizados en la industria para la optimizacién de un proceso,
existen antecedentes de que la metodologia de superficie de
respuesta es una herramienta de gran utilidad, ya que con un poco
de conocimientos estadisticos y sentido comidn es posible obtener
en un tiempo relativamente corto, las condiciones que maximizan
una respuesta. .

La apreciacién visual del comportamiento de las variables
que permite el método, ayuda al experimentador a no perderse
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| TABLA 22
% MODIFICACION DE LA CONCENTRACION DE LOS
INGREDIENTES EN EL MEDIO OPTIMIZADO
INGREDIENTE MEDIO ORIGENAL MEOQIO OPTIMIZADO
(%) _

Glucosa 1.0 2,30
Levadura de
cerveza :
autolisada 2.5 2.69
NaC! 1.0 - 0.80
K,HPO, 0.1 0.1

.
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cidn de estreptomicina en funcidn de la concentracién de - .
glucosa y cloruro de sodlo, obtenidas durante la optimiza-- ‘2
cién del medio de cultivo. - é

Fig. 31. Superficie de respuesta y grafica de contornos de la produc
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Comparacidn del perfil de produccion de estreptomicina de §S. grsseus

ATCC 12475 en matraces, utilizando el medio, antes de optimizar

"y en el medio optlmizado»(o)
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TABLA 23

COMPARACION DE LA FERMENTACION DE ESTREPTOMICINA
UTILIZANDO LOS MEDIOS ORIGINAL Y OPTIMIZADO

PARAMETRO

MEDIO
ORIGINAL

MEDIO
0PTIMIZADO

Titulo de estreptomicina (mg/1)
Peso seco micelial (g/1)
Produccién especfflca (mg/g cels)

Velocidad especifica de crecimiento
: ’ (llmax, h-l)

Productivldad volumétrica (mg/1 xh)

Productividad especffica (mg/g cel xh)

280 15,04
11.0
25. 45

0.065

3.89

0.35

421 £19,31
12.5
33.68

0.096

5.85

0.47
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entre tratamientos estadisticos, dificiles de comprender para
quien carece de experiencia. Las caracteristicas de la
metodologia de superficie de respuesta, hacen atractivo su empleo
en el &rea biotecnolégica, en la que siempre se buscan las
condiciones é6ptimas de operacién. Lo recomendable es tener
conocimientos previos del proceso en estudio y seleccionar el
conjunto de variables que van a ser optimlizadas.

5. EBCALAMIENTO Y OPTIMIZACION DEL PROCESO A NIVEL
DE FERMENTADORES DE 14 LITROS

5.1 Desarrollo del indculo micelial

Cuando se trabaja a nivel de fermentadores, el obtener
grandes cantidades de esporas que sirvan como inéculo es una
actividad muy laboriosa. Por tanto es necesario desarrollar una
metodologia sencilla y que consuma el menor tiempo posible, para
obtener un inéculo micelial, que sea representativa de la manera
como esto se hace en la practica industrial.

Dos aspectos deben ser establecidos en cada proceso
especifico para obtener un indculo, estos son la edad y el
porciento del volumen en relacién al cultivo de produccidn. La
edad es importante porque se debe definir el estado fisiolégico
en el que las células estin mis activas para desarrollarse y
producir el metabolito de  interés, generalmente esto sucede
durante la fase exponencial. En cuanto al porciento de inéculo,
comunmente se recomienda que sea del 10% para con esto disminuir
la fase de adaptacién y permitir que en un tiempo corto se

alcance el final de la fermentacidén. No obstante, al trabajar en

planta piloto o a escala comercial, es comdn utilizar inéculos
. menores al 10%, para no elevar los costos de materias primas y
de labor. '

En la producclén de antibidticos se presenta una situacién
adicional que es la concentracién del antibiético en el inéculo.
Si esta concentraciédn es alta, podria ejercer un efecto negativo
sobre el crecimiento del cultivo y por lo tanto sobre 1la

produccién del mismo antibiético. Dado que la concentracién del

antibiético en el inéculo es funcién de la edad y del porciento,
la combinacién de estos dos factores debe ser establecida para
asegurar el éxito de cualquier proceso.
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Con base en lo establecido se considerd conveniente estudiar
el efecto de la edad y el porciento del in6éculo micelial sobre la
produccién de estreptomicina en matraces agitados. Esta seria la
primera etapa del desarrocllo de la metodologia para obtener el
inéculo de fermentadores de 14 1litros. Para llevar a cabo el
experimento se tomé como base lo reportado por Shirato y col.
(1961), guienes mencionan haber alcanzado los mas altos
rendimientos de estreptomicina al emplear como indculo un cultivo
en fase exponencial.

De acuerdo con el perfil de crecimiento observado en
experimentos anteriores (Fig., 13) se decidié probar cultivos con
tres diferentes edades, a las 36 h al inicio de 1la fase
exponencial, a las 48 h en pleno crecimiento exponencial y a las
60 h cerca de la fase estacionaria. En cada una de estas edades
se probaron 3 proporciones 2, 6 y 10%. El medio de cultivo
empleado para el inéculo tenia la misma formulacién que el de
produccidn, esperando con esto minimizar la fase de adaptacién
del microorganismo. En la Tabla 24 se presentan las

caracteristicas de los cultivos miceliales que sirvieron como

inéculo.

Los resultados obtenidos, mostrados en 1la Figura 34
indicaron que en las tres proporciones empleadas 2, 6 y 10%, la
edad mas apropiada fue 48 horas. De acuerdo a la Tabla 24 el
inéculo contenia un titulo de estreptomicina de 196 mg/l, el 52%
de la glucosa residual y su peso micelial fue de 7.61 g/l. Al

parecer con este inéculo, el antibiético se empezéd a producir al

poco tiempo de que se inicié la fermentacién lo que permitiéd
alcanzar el miximo titulo de antibiético, de 405 mg/l, en 2 dias,
Al utilizar el inéculo de 36 h, el cual contenia 20 mg/l de
estreptomicina y estaba en fase de crecimiento exponencial, se
observé una produccidn de antibiético mas lenta en comparacién
con lo observado con el inéculo de 48 h, el miaximo titulo del
antibiético se alcanzdé entre los 3 y 4 dias de incubacién, Con el
inéculec de 60 horas, también se observé un retraso en la
produccién del antibiético ya que el méximo titulo se alcanzb
hasta los cuatro dias, posiblemente el contenido  de
estreptomicina (396 mg/l) o el hecho de que el cultivo estaba
cerca de la fase estacionaria provocé este retraso.

En relacién al porciento de inéculo, se observd
pridcticamente el mismo perfil de produccién con 2, 6 y 10% en las
3 edades probadas. Estos resultados sugirieron la conveniencia de
utilizar un inéculo de 48 h a un porcentaje de 2, que fue el més
bajo entre los probados, lo que permite un ahorro en el proceso,
principalmente en lo que se refiere a materias primas.

La segunda etapa del desarrollo del inéculo se llevd a cabo
en un fermentador de 2 litros, para determinar la edad en la que
se debe cosechar el inbéculo a utilizar en los fermentadores de 14
litros. Después de realizar varias pruebas a diferentes
condiciones de agitacién y aeracidn en el fermentador de 2
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TABLA 24
CARACTERISTICAS DEL CULTIVO MICELIAL UTILIZADO CMO INOCULC PARA LA
PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA A NIVEL DE MATRAZ
EDAD TITULO DE PESO MICELIAL SECO GLUCOSA RES!DUAL
(h) ESTREPTOMICINA (g/1) (g/1)
: ' (mg/1) .
36 20 4.73 14,10
48 196 7.61 10.98
60 ' 376 ' 10.36 7.90
S
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Fig. 34. Efecto de la edad y proporcién del inGculo sobre la produccidn de estreptomicina. El cultivo
micelial utilizado como indculo se obtuvo de matraces incubados durante 36 h (e); 48 h (o) y
60 h (A). En cada cuadro se indica la proporcién de inéculo empleada, 2, 6 y 102 {v/v).
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litros, se decididé cultivar al microorganismo a 625 rpm y 1.4
litros de aire/min (lvvm), lo que dié _un coeficiente de
transferencia de oxfgeno (kya), de 120 hl, El porcentaje de
inéculo utilizado fue del 2, con base en los resultados obtenidos
en la primera etapa.

En la Figura 35 se presenta el perfil del cultivo obtenido
en el fermentador de 2 litros. De este cultivo se tomaron 200 ml
de cultivo a tres diferentes edades 12, 24 y 36 horas, los cuales
se inocularon a fermentadores de 14 litros (los tiempos se
indican con flechas). Las corridas de fermentacién a nivel de 14
litros, se llevaron a cabo a una velocidad de agitacién de 625
rpm y un fluj? de aire de 10 1l/min (1 vvm), lo que da un valor de
kya de 149 h™".

Como se muestra en la Figura 36, con el inéculo de 12 horas
se observé un retraso en la produccién de estreptomicina, ya que
el mdximo titulo se alcanzdé entre los 4 y 5 dias de
fermentacién. El perfil de produccién al utilizar el inéculo de
36 horas fue muy similar al observado con el de 24 horas. Estos
resultados sugirieron la conveniencia de utilizar un cultiveo con
24 horas de crecimiento para la sequnda etapa de inoculacién, con
el fin de obtener el inéculo y el mAximo titulo del antibidtico
en el menor tiempo posible.

De acuerdo a lo anterior, el procedimiento de preparacién
del inéculo para los fermentadores de 14 litros, se resume en la
Figura 37. Se prepard en dos etapas, 48 horas para la primera y
24 horas para la segunda. Las edades de cultivo seleccionadas en

el presente estudio para la obtencién del inéculo en dos etapas,

coinciden con las establecidas por Dulaney (1951), Shirato y
Motoyama (1966) y Singh y col. (1976).

5.2 Uso de antiespumante en la fermentacién

Para realizar las corridas en el fermentador, se requirié
adicionar antiespumante al medio de cultivo, ya que la levadura
ocasiona la formacidén de espuma. Se probaron los productos Mazu-
DF~7940 y Mazu-DF-7911, cuyo contenido de tensoactivo es el
mismo, pero el sequndo contiene ademds aceite de soya y un
dispersante. Las observaciones realizadas indicaron que el Mazu-
DF-7911 fue mas eficjente para evitar la formacién de espuma.-

La concentracién de antiespumante que inicialmente se probé
fue de 0.2% (v/v). En experimentos posteriores se observd que un
0.1% (v/v) adicionado durante la preparacién del medio fue
suficiente para evitar la formacién de espuma durante el tiempo
que dura la fermentacién. A nivel de matraces, se comprobé que el
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" Fig. 35. Evolucidn de la fermentacién de S. griseus ATCC en fermentador de
2 }, Las flechas indican los tiempos a los que fueron cosechados
cada uno de los indculos evaluados en fermentadores de 14 1,
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Fig. 36.

(mg /1)

utLao DE
ESTREPTOMIC!NA

T
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DIAS DE FERMENTACION

Efecto de la edad del indculo sobre la produccién de
estreptomicina por 5, griseus ATCC 12475, en fermen-
tadores de 14 1 a 625 rpmy fiujo de airede 10 1/min,
Los indculos con edades de 12 h (o), 24 h (e) y-

36 h (A) fueron obtenidos en un fermentador de 2 1.
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antiespumante no presenté efecto negativo sobre la produccién de
estreptomicina,

Por los resultados observados, se decididé incluir el
antiespumante MAZU~DF-7911 a una concentracién de 0.1% (v/v),
para todas las corridas en el fermentador.

5.3 Efecto de la agitacién y la aeracidén

El efecto de la agitacién y la aeracidn sobre la produccién
de estreptomicina en fermentadores ha sido estudiado por algunos
autores, La combinacidn de estas dos variables determina 1la
capacidad de transferencia de oxigeno de un sistema y por
consecuencia afecta los titulos de produccién del antibidtico.
Kempf y Sayles (1946) encontraron que al incrementar la velocidad

de aeracién de 1 a 2 vvm, el titulo de estreptomicina se

incrementé de 50 a 75 mg/l. Dulaney (1951) encontrd que al
duplicar el consumo de potencia por unidad de volumen (P./V) en
fermentadores de 5 litros, el titulo de produccién se in %ementé
en un 24%, Por otro lado, Karow y col. (1953) encontraron que al
duplicar /V en fermentadores de 5 litros, el titulo del
estreptomié&na se incrementé 5 veces, mientras que en
fermentadores de 56,000 litros el titulo se duplicé. ‘

Estos antecedentes sirvieron como base para estudiar el
efecto de la agitacién y la aeracidén sobre la produccién de
estreptomicina, con el fin de determinar las condiciones de
operacién oéptimas en los fermentadores de 14 litros. Estas
corridas se llevaron a cabo utilizando el medio 14, en virtud
de que esta parte del trabajo se inicié antes de tener el medio
optimizado. De las fermentaciones realizadas, se observd que a
velocidades de agitacidn de 100, 180, 250 y 325 rpm y un flujo de
aire de 10 1/min (1 vvm) el crecimiento fue escaso y 1la
produccidén del antibidético fue nula. El pH tendid a disminuir, 1lo
que indicé un bajo nivel de oxigenacidén de acuerdo a Hockenhull
(1954, 1960) y Demain e Inamine (1970). En otros experimentos
- realizados a 400, 475, 550 y 625 rpm y una aeracién de 1 vvm, si
se observd crecimiento y produccién de antibidtico., E1 mismo
comportamiento fue observado por Singh y col. (1976) gquienes al
cultivar la cepa de S.griseus DTH-2 en un fermentador de 5
litros, detectaron crecimiento y titulos de estreptomicina
solamente a velocidades de agitacién mayores a 400 rpm.

Durante el desarrollo de las fermentaciones se observd una
disminucién en el flujo de aire, ocasionado por el taponamiento
del orificio del difusor, lo cual no permitié llevar las corridas

a buen término. El problema se soluciondé aumentando la presién
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del aire de 98 a 196 kPa {esto es, de 1 a 2 kg/cmz), sin
modificar la velocidad de aeracién.

Posteriormente se corrieron fermentaciones para comparar los
titulos de produccién alcanzados con los medios sin optimizar y
optimizado. Las fermentaciones se corrieron a 625 rpm y 1 vvm,
Los resultados mostrados en la Figura 38, indicaron que con el
medio optimizado se obtuvo un titulo de 675 mg/l, que corresponde
a un incremento del 60%, en relacién al titulo alcanzado con el
medio antes de optimizar que fue de 420 mg/l. En la misma figura
se observa que la produccién con el medio optimizado se inicid
desde las 24 horas, la maxima velocidad se tuvo entre las 24 y 48
horas, alcanzdndose el midximo titulo entre el tercero y cuarto
dia, Los perfiles de pH durante la fermentacién si presentaron
diferencias. Con el medio optimizado bajé ligeramente a los 2
dias, incrementdndose nuevamente a los 4 dias. Con el medio sin
optimizar el pH mostrdé una tendencia a incrementarse desde el
primer dia, alcanzando valores de 8.0 a los 2 dias, cuando casi
habia terminade la fermentacién. La velocidad de consumo de
glucosa fue similar en ambos casos, agotédndose 1la fuente de
carbono a los dos dias para el medio sin optimizar y a los
cuatro, para el medio optimizado. En relacidén al crecimiento, se
observé un incremento del 20% con el medio optimizado. E1l
incremento en el titulo de produccién especifica fue de 22%.

Con los resultados obtenidos se establecid el intervalo de
exploracién para evaluar el efecto de la aeracién y la agitacién
sobre la produccién de estreptomicina con el medio optimizado.
Utilizando nuevamente la metodologia de superficie de respuesta,
se plante® un disefio experimental ortogonal para modelos de
primer orden. El procedimiento que se siquid fue similar al que
se utilizé durante la optimizacién del medio. Se consideraron dos
variables: velocidad de agitacién (x,) y velocidad de aeracién
(X5), las cuales fueron evalugdas a dos niveles uno bajo (-1) y
otro alto (+1). Esto dié 2 = 4 combinaciones. Ademds se
incluyeron seis puntos centrales, lo que hizo un total de 10
observaciones. La codificacién de los niveles de las variables se
presenta en la Tabla 25. El nivel minimo de agitacién (475 rpm)
se establecid con base en los resultados obtenidos previamente,
el mdximo (625 rpm) fue definido en funcién del limite de
operacién del equipo utilizado.,

Las fermentaciones fueron 1llevadas a las condiciones de
oxigenacién establecidas de acuerdo al disefio experimental que
se presenta en la Tabla 26. Los titulos de estreptomicina
alcanzados a los 5 dias de fermentacidén, se presentan en la Tabla
27, asi como los coeficientes de transferencia de oxigeno
obtenidos ((k;a)aqua) Y 12s velocidades de transferencia de
oxigeno (VTO) caldladas a partir de los valores de (kLa)agua'

Los titulos de antibibdtico que corresponden al punto central

del experimento (550 rpm y 1 vvm), sirvieron para evaluar la
variabilidad del proceso fermentativo. En promedio se obtuvo un
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TABLA 25

NIVELES DE AGITACION Y AERACION UTILI1ZADOS PARA EVALUAR
LA PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA EN FERMENTADORES DE 14 £

N 1VEL »  AGITACION AERACION
: (x33 rpm) (x93 vvm)

-1 475 0.5
0 550 1.0
+ | 625 . 1.5
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TABLA 26

DISENO EXPERIMENTAL ORTOGONAL

PARA EVALUAR EL EFECTO DE LA AGITACION Y LA AERACION

SOBRE LA PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA

No,
OBSERVACION

AGI TACION
(xy)

AERAC | ON
(x2)

st

© W o~ & o

o O O O O ©

-1
+1
-1
]

S O © O O O
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TABLA 27

PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA EN FERMENTADORES DE 14 |

A DIFERENTES NIVELES DE TRANSFERENCIA DE OXIGENO

No. OBSERVACION kLa! VT2 TITULO DE
(h-1) mmoles 05/1xh ESTREPTOMICINA

(mg/1)

! 93.98 19.83 180

2 122.25 25.80 360

3 132,55 27.97 530

I 166.13 35.05 750

5 144,21 30.46 630

6 144,21 30.46 590

7 144,21 30.46 560

8 144,21 30.46 600

9 144,21 30.46 650

10 144,21 550

30.46

I coeficiente de transferencia de oxfgeno determinado en agua.

2 ve!ocldad de transferencla de oxigeno, calculada a parLir de
 los valores de ka y asumiendo que ¢; = 0.
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titulo de 596 + 38.8 mg/l, lo gque corresponde a un coeficiente de
variabilidad de 6.51%. Este valor es menor al obtenido a nivel de
matraces que fue de 10.94% (Tabla 7), por lo que el resultado es
bastante aceptable considerando que cada corrida de fermentacibn
es un experimento independiente aunque las corridas se realicen
simultdneamente. De acuerdo a Bartholomew y col. (1950c),
posiblemente esta baja variabilidad se deba a que en los
fermentadores se tiene un mejor control de las condicionesg de
operacién, en comparacién con el que se observa en matraces.

Los valores del coeficiente de transferencia de oxigeno
obtenidos a las diferentes condiciones de agitacién y aeracién
(Tabla 27), fueron ajustados a un modelo de regresién maltiple
para dos variables de acuerdo a la expresioén:

o 2 2
Y = bg + byXqy + byXy + by1XC + bpyXy® + byoxX X, | (3)
donde ¥y = coeficiente de transferencia de oxigeno estimado
by = constante
b; = coeficientes de cada término
Xy = variables

El ajuste se realizé mediante el paquete estadistico
Statgraphics (1987), con el fin de generar la superficie de
respuesta que se presenta en la Figura 39. Como era de esperarse,
a medida que se incrementé la velocidad de agitacién de 475 a 625
rpm se observdé un mayor incremento en el coeficiente de
transferencia de oxigeno, comparado con el obtenido al aumentar
- la velocidad de aeracidn. Este comportamiento se debe a gue
- cuando en un fermentador se aumenta la velocidad de agitacién,
los impulsores yxompen las burbujas haciéndolas mis pequefias lo
que aumenta el Area superficial, al mismo tiempo hay una mejor
distribucidn de las burbujas en el caldo que ocasiona un aumento
en el tiempo de residencia de las mismas, esto hace que 1la
transferencia de oxigeno se vea favorecida notablemente. En
cambio, un aumento en la velocidad de aeracién hace que haya mas
aire en el sistema por el aumento en el nGmero de burbujas, pero
como no hay una buena distribucién, éstas tienden a coalescer Yy
a salir del reactor por lo que el tiempo de residencia casi no
aumenta., Consecuentemente el incremento en la transferencia de
oxigeno, no es muy notable.

De la misma manera, los titulos de estreptomicina obtenidos
(Tabla 27) se ajustaron a un modelo de regresién lineal mdltiple,
con la cual se generd la superficie de respuesta presentada en la
Figura 40. El perfil observado fue similar al que se describié en
‘la Figura 39, el titulo de estreptomicina aumentd de manera mas
notoria cuando se incrementd la velocidad de agitaciédn y muy poco
con el aumento de la velocidad de aeracién.
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Dado gue los resultados obtenidos confirman que la
produccién de estreptomicina estd intimamente relacionada con la
capacidad de oxigenacién del sistema, se construyé la grafica que
se presenta en la Figua 41 para determinar el tipo de correlacidn
que existe entre estos dos paradmetros. Al ajustar los datos
experimentales mediante una regresién lineal, se obtuvo el
siguiente modelo matematico:

EM = 8.14 (kpa)aqua - 590.25 (4)

donde EM = titulo de estreptomicina, expresado en mg/l,
(kLa)agua = coeficiente de transferencia de oxigeno en
agua, expresado en h™—.

El andlisis de varianza correspondiente se presenta en la
Tabla 28. El coeficiente de determinacién obtenido al ajustar el
modelo fue 0.979.

Con el fin de obtener una correlacién que expresara el
efecto conjunto de las velocidades de agitacién y aeracién sobre
la produccién de estreptomicina, se buscé primero la manera de
relacionar estas dos variables con el coeficiente de.
transferencia de oxigeno.

Quintero (1981) resume varias correlaciones reportadas por
otros autores en las que el kra se expresa en términos de
variables que pueden ser medidas durante un proceso fermentativo,
De éstas, las mas empleadas son las que se expresan en funcién
del consumo de potencia por unidad de volumen (P,/V) y la
velocidad superficial del aire (Vg) de la siguiente mantra:

kpa = K (Pg/V)® (Vg)® - (5)

donde los valores de los pardmetros K, a y B dependen de las
caracteristicas del reactor, asi como de la técnica de
determinacién del k;a.

A su vez, la potencia en un sistema aereado (P,) puede ser

expresada en funcién de otras variables de aclerdo a la
correlacion: '

Pg = C (POZ N DiSIQ0.56)0.45 (6)
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Tabla 28

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS MODELOS AJUSTADOS

1) Estreptomicina en funclén de k,a

Fuente de variacidn Grados de Libertad Suma de Cuadrados Cuadrado medlo F
Modelo o - 189363,30 189363.30 139.7
Error 3 4067.90 1355.97
Total b 193431,20
Coeficiente de determinacién, R? = 0,9790
2) k a en funcién de N y Vs
Fuente de variacidn Grados de Libertad  Suma de Cuadrados Cuadrado medio F
Modelo 3 89642,25 29880.75 596.10
Error _ 2 100,25 50.13
Total 5 89742.51
Coeficlente de determinacién, RZ = 0,9649
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donde P, es la potencia consumida por la agitacién en un fluigo
no aereado en kg/m-seg, N es la velocidad de agitacién en seg™?,
D; es el didmetro del impulsor en m, Q la velocidad de flujo de
alre en m/segq y C es una constante que estd en funcién de la
geometria del reactor.

. Adicionalmente, la potencia consumida por la agitacién en un
fluido (P_,) tambié&n puede ser expresada en términos de variables
de mis f&cll medicién, por medio de la correlacién:

o = TTTTTTTITT ST (7)

donde N, es el numero de potencia, D; es el diémetro del
impulsor Bn m, o es la densidad del caldo " en kg/m3 Y go es el
factor de conversibén de la ley de Newton en m/seq.

Para hacer uso de estas expresiones se puede asumir que N,
D; Y ¢ permanecen constantes durante -las fermentaciones. POr
tanto la ecuacién (7) se reduce a:

Py = £ (N°) (8)

la ecuacidén (6) también se puede reducir a:

Py = £ (Py) (9)

y finalmente de las ecuaciones (8) y (9) se asume que:

Py = f (N3) (10)
Ya que en este trabajo no fue posible medir el consumo de
potencia, con base en la ecuacién (10) se decidié utilizar la
velocidad de agitacién (N) como la variable representativa del
consumo de potencia. De esta manera se establecié una relacién,
parecida a la ecuacién (5), para expresar el coeficiente de
transferencia de oxigeno en términos de las velocidades de
agitacién y aeracién conjuntamente, de la siguiente manera:
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(Kp2) agua = K/ (8% (vs) B’ (11)

donde los valores K’, a’ y B’ pueden ser determinados mediante
una regresién no lineal. Debe recordarse nuevamente gque los
valores del (kpa)agpa fueron determinados en agua a las mismas
condiciones de a&%&acién y aeracién que se realizaron las
corridas de fermentacién.

Tomando como base la ecuacién (11), los datos experimentales
obtenidos al utilizar el difusor de un solo orificio se ajustaron
a una regresién no lineal mediante el paquete estadistico

Statgraphics (1987). El1 modelo matemi&tico obtenido fue el

siguiente:
(kpa) agua = 17.75 (N3)0-326 yg0-084 (12)

dogde N esté expresada en seg'l, Vs en cm/seqd ¥ (Kpa)aqy en
h™'., El andlisis de varianza del modelo ajustado se presgnga en
la Tabla 28, el coeficiente de determinacién cbtenido fue 0.9649,
La representacién grafica de este modelo se presenta en la Figura
42. '

Sustituyendo la ecuacién (12) en la (4) se tiene una
expresién que permite expresar la produccién de estreptomicina en
funcién de las velocidades de agitacién y de aeracién, como se
habia estado buscando:

EM = 144.49 (N3)0.326 y_0.084 _ 599 25 (13)

Hasta la fecha no se ha reportado en la literatura algln
modelo matemi&tico que exprese conjuntamente el efecto de la
agitacién y aeracién, sobre el proceso. El modelo obtenido
empiricamente tiene la ventaja de estar expresado en términos de
variables independientes las cuales son ajustadas al inicio de
una fermentacién. La magnitud de los exponentes reflejan que la
velocidad de agitacién tiene una influencia mids marcada sobre la
fermentacién, que la velocidad de aeraciédn.

128

st .



1704

150

130

1op

COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA DEVOXIGENO, kLa {h'l)

/ .
LLI ] 1 1 1 d
4 v

10 12 L] .16

(N3) 0,326 (VS)O . 084

Efecto conjunto de las velocidades de
agitacién (N} y de aeracién (vs) sobre
el coeficiente de transferencia de oxi

- geno (kja) en fermentadores de 14 1i-"

tros con difusor de un solo orificio.

129




5.4 Empleo de diferentes tipos de difusores

Bartholomew y col, (1950b) observaron un incremento en el
coeficiente de transferencia de oxigeno al emplear un difusor de
placa porosa en lugar de unc que tenfa un solo orificio. Esto se
debe a que la placa porosa permite la salida de un mayor nGmero
de burbujas, que generalmente son de un didmetro menor al que se
observa cuando se utilizan difusores de un solo orificio, lo que
se traduce en un aumento del 4&rea superficial de las burbujas y
consecuentemente en la capacidad de transferencia de oxigeno.

Con base en este antecedente Y con la intencién de
incrementar la transferencia de oxigeno en 1los fermentadores
empleados, se disefaron y construyeron exprofeso otros dos tipos
de difusores, uno de anillo y el otro de placa porosa. Este tipo
de difusores al tener més orificios permiten un aumento en el
nimerc de burbujas que se suministran al sistema.
Adicionalmente, el difusor de placa porosa tiene la peculiaridad
de formar burbujas de menor tamafio en comparacién con los otros
dos tipos de difusores.

El difusor de anillo tiene un di&metro externo de 7 cm y 21
orificios de 1 mm de diémetro cgda uno, lo que da una superficie
efectiva de aeracién de 16.5 mm Esto corresponde al 51.26% del
drea transversal del tubo. El di&metro del difusor de placa
"porosa es de 6 cm, El funcionamiento de ambos difusores fue
comparado con el del difusor de orificio, el cual se habia venido
utilizando para las corridas de fermentacidn. Dicho difusor de
orificio fabricado en tubo de acero "inoxidable de 6.5 mm de
didmetro (1/4 de pulgada), tiene un orificio de 2 mm de
digmetro, lo que da una superficie efectiva de aeracién de 3.14

m“; es decir, el 9.7% del &rea transversal del tubo.

En la Tabla 29 se presentan los valores del coeficiente de
transferencia de oxigeno {k;a) obtenidos en agua con los tres
tipos de difusores a las mismas condiciones de operacién, asi

como las veloclidades de transferencia de oxigeno (VTO) calculadas

a partir de los primeros. Como era de esperarse, al incrementar
el nGmero de los orificios en el difusor, se incrementé la
capacidad de transferencia de oxigeno. '

Para ‘evaluar la diferencia en la produccién de
estreptomicina al usar los diferentes difusores, se realizaron
corridas de fermentacién por duplicado, a una velocidad de
agitacién de 625 rpm y aeracién de 1.0 vvm. Los perfiles
obtenidos mostrados en la Figura 43 indican que, al emplear los
difusores de anillo y de placa porosa se observé un incremento en
el titulo de produccién de 25 y 35%, respectivamente, en
comparacién con el titulo obtenido al emplear el difusor de
orificio. La magnitud de estos incrementos practicamente coincide
con la mejora en la transferencia de oxigeno que fue de 19 y 33%,
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TABLA 29

VALORES DEL COEFICIENTE Y DE LA VELOCIDAD DE TRANSFERENCIA DE OXIGENQ OBTENIDOS
EN FERMENTADORES DE 14 LITROS CON DIFERENTES DIFUSORES

TIPO DE DIFUSOR | kpal (h=1) VT02 (mmoles 0,/1xh)
orificio 148.95 31.43
anille 176.30 37.33
placa porosa 1198.28 41,84

1 coeficiente de transferencia de oxigeno determinado en agua.

2 velocidad de transferencia de oxigeno calculada a partir de los valores de
kia y asumiendo que ¢; = O.
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para los difusores de anillc y placa porosa, respectivamente. En
la Figura 43 también se observa que las velocidades de consumo de
glucosa y de crecimiento aumentaron al utilizar los dos nuevos
tipos de difusores. '

El incremento en el titulo de antibiético al emplear el
difusor de placa porosa fue 11% mayor al obtenido con el de
anillo. A pesar de esto, se decididé seguir utilizando el difusor
de anillo debido a aspectos de tipo técnico. Al final de las
fermentaciones se observé que una capa de micelio se formbé sobre
la superficie del difusor de placa porosa, aparentemente esta
capa no impidié el flujo de aire durante la fermeq}acién debido a
que la presién de suministro fue alta (2 kg/cm®), pero si se
corria el riesgo de contaminacién en fermentaciones sucesivas al
no poder asegurar una limpieza eficiente del difusor. Ademas,
de que podria presentarse taponamiento de dicho difusor durante
la preparacién o esterilizacién del fermentador por la presencia
de los sb6lidos contenidos en el medio.

Tomando como base los resultados obtenidos con anterioridaq,
se llevaron a cabo fermentaciones a diferentes velocidades de
agitacién y aeracidn con el fin de evaluar la magnitud del efecto
de estas variables al utilizar el difusor de anillo. Para esto, a
una velocidad de aeracién constante de 1 vvm, se probaron cuatro
diferentes velocidades de agitacién 400, 475, 550 y 625 rpm. En
la Figura 44 se presentan los perfiles obtenidos, como se
esperaba el titulo de estreptomicina se incrementé a medida que
aumentd la velocidad de agitacién. Las velocidades de consumo de
glucosa y de crecimiento, también se incrementaron.

Con los titulos alcanzados a los 5 dias de fermentacién, se
construy® la grafica mostrada en la Figura 45, en la que de
manera simultéinea se presenta el efecto de la velocidad de

agitacién sobre el titulec de antibiético y sobre la transferencia

de oxigeno. Se observan incrementos notorios en el titulo de
antibiético y en 1la transferencia de oxigeno al aumentar la
agitacién entre 400 y 550 rpm. Cuando se aumenté de 550 a 625
rpm, el incremento en la respuesta fue menor.

En otras corridas de fermentacién, manteniendo constante la
velocidad de agitacién a 625 rpm, se probaron tres diferentes
flujos de aire 5, 10 y 15 1/min, que corresponden a 0.5, 1.0 Yy
1.5 vvm, respectivamente. Como se presenta en la Figura 46, no se
observd un incremento notable en el coeficiente de transferencia
de oxigeno al aumentar el flujo de alre de 10 a 15 1/min, lo que
se reflejé en el minimo incremento en el titulo de
estreptomicina. Este comportamiento se observa mds claramente en
la Figura 47, donde se presentan los médximos titulos de
antibiético alcanzados a los 5 dias de fermentacién y la
capacidad de transferencia de oxigeno, en funcién de la aeracién,

Tomando los titulos de estreptomicina alcanzados al final de
los 5 dias de_fermentacién a las diferentes condiciones de
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aeracién y agitacién de las Figuras 44 y 46, se construyd la
grdfica de la Figura 48 para mostrar la relacién que existe entre
el coeficiente de transferencia de oxigeno y el titulo de
produccién al emplear un difusor de anillo. Esta relacién es
también de tipo lineal. Al ajustar estos resultados a un modelo
de regresiétn, se obtuvo la siguiente expresién dque es similar a
la ecuacién (4):

EM = 9.21 (Kpa),qua - B16.59 (14)

El andlisis de varianza del modelo se presenta en la Tabla
30. El coeficiente de determinacién fue 0.9891. A partir de esta
ecuacién se encontré que el minimo valor de (kpa) aqua que
peimite la producciétn de estreptomicina estd por arriba de 89
h™", abajo de este valor la produccién es nula. Aparentemente, a
pesar de que con este difusor se logrdé aumentar el titulo de
produccién, parece ser que el oxigeno sigue siendo el factor
limitante del proceso.

Con base en la ecuacién (11), se calculé el modelo
matemidtico para expresar el efecto conjunto de la agitacién y 1la
aeracién sobre la produccién de estreptomicina utilizando el
‘difusor de anillo, que resultd ser el siguiente:

El andlisis de varianza del modelo ajustado se presenta en
la Tabla 30. El coeficiente de determinacién fue 0.9218. Como se

observa en esta ecuacidén, los valores de K/, a ' y B/ son

ligeramente diferentes a los encontrados cuando se utilizé el
difusor de orificio (ecuacién 12), lo que refleja la diferencia
~en el comportamiento hidrodinadmico al utilizar los dos tipos de
difusores. La representacién grédfica de este modelo se presenta
en la Figura 49. _

‘Sustituyendo 1la ecuacién (15) en la (14), la produccién de
estreptomicina expresada en términos de la agitacién y la
aeracién utilizando el difusor de anillo es la siquiente:

EM = 186,32 (N3)0:318 y 0.042 _ g4 59 (16)
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Tabla 30

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS MODELOS AJUSTADOS

1) Estreptomicina en funcién de k, a

Fuente de variacién Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadrado medio F
Modelo i 306474.69 306474,69 363.2
Error 4 3375.31 843,83

Total 5 309850.00

Coeflciente de determinacién, R? = 0,989}

2) kLa en funcidn de Ny Vs

Fuente de variacidn . Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadrado medio F
Modelo 3 151478.52 50492, 84 535,45
Error - | 3 | 282,90 94.30

Total 6 151761 .42 |

Coeficiente de determinacién, RZ = 0,9218
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Como en la ecuacién {13), los exponentes de las variables
indican que la agitacién, la cual favorece en mayor medida la
transferencia de oxfgeno, tiene una mayor influencia sobre la
produccién de estreptomicina que la velocidad de aeracidn.

Era de esperarse que al existir una relacién lineal entre
el titulo de estreptomicina y el coeficiente de transferencia de
oxigeno, se presentara el mismo tipo de relaciédn al tener como
respuesta el rendimiento de estreptomicina en base a sustrato
(Ygm/g) + debido a que la concentracién inicial de glucosa fue la
mismad en todos casos. Para confirmarlo se construyd la grdfica de

la Figura 50 y se obtuvo el modelo matemidtico que se presenta a
continuacién:

Ypy/s = 24.45 (Kpa)agua ~ 37-24 (17)

donde (Kk;a),qua ©5td expresado en min~1,
YEM/S gsg& expresado en mg EM/g glucosa

- El1 andlisis de varianza del modelo ajustado se presenta en
la Tabla 31. El coeficiente de determinacién fue 0.9944.

Por otra parte, si nuevamente se analizan los perfiles de
fermentacidédn presentados en las Figuras 44 y 46, se puede
observar que al mejorar las condiciones de oxigenacién en el
cultivo, no s6lo se incrementa el titulo miximo de estreptomicina
también se reduce el tiempo en que éste se alcanza. Esto
significa que hay un efecto sobre la productividad (P) del
proceso fermentativo. Para conocer el tipo de efecto que tiene el
coeficiente de transferencia de oxigeno sobre la productividad
volumétrica en cada fermentacién, tomaron los titulos maximos de
estreptomicina y se dividieron entre el tiempo en el cual éstos
se alcanzaron (Pp..). Posteriormente se construyé 1la gréafica
presentada tambien'en la Figura 50, en la que se puede apreciar
la relacién de tipo exponencial que hay entre la productividad
maxima y el coeficiente de transferencia de oxigeno.

' Los valores obtenidos se ajustaron a un modelo de regresién
‘no lineal mediante el paquete Statgraphics (1987), obteniéndose
la siguiente expresién: '

3.57

Prax = 021 (X12)agua (18)

donde la productividad volumétrica méxima de estreg}omicina,
Ppnay: ©std expresada en mg/l x h, y el (kLa)agua en min™ -,
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Tabla 31

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS MODELOS AJUSTADOS

1) Rendimiento

Fuente de varlacién Grados de libertad Suma de cuadrados

Cuadrado medio F

Modelo 1 596.55 596.55 726.26
Error : b 3.28 0.82
Tatal 5 599.83
Coeficlente de determinacién, R% = 0,994k
2) Productividad méxima
Cuadfado medio F

Fuente de variacién Grados de libertad Suma de cuadrados

Modelo _ 2 360,26
Erfor & 4 0.70
| Total 6 360.96

180.13 1026.12
0.18 |

Coeficlente de determinacidn, R2 = 0,9867
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El andlisis de varianza del modelo propuesto se presenta en
la Tabla 31. El coeficiente de determinacién obtenido fue 0.9867,
En este modelo empirico, 1llama la atencién la magnitud del
exponente que marca un efecto sustancial de la transferencia de
oxigeno sobre la productividad volumétrica de estreptomicina. A
un (kpa),qua 9e 108.32 h™l obtenido a 400 rpm y 10 1 aire/min,
se alcéanzb -una productividad de 2.1 mg/l x h, cuando el
(K1a) aqua @umentd a 180,05 h™1, a 625 rpm ¥ 15 1 aire/min, la
producggvidad se incrementd a 10.5 mg/l x h, lo que corresponde a
un aumento de 5 veces. Este es un aspecto interesante, ya que en
la prictica siempre se husca reducir los tiempos de fermentacién
para asi abatir los costos de produccién. '

El hecho de que no se hayan podido tomar lecturas de oxigeno
disuelto después de las primeras 12 horas de cultivo, debido a la
formacién de una capa de micelio en la punta de los electrodos,
justifica la razén de haber utilizado los valores de (K;a)aqua
determinados por el método de eliminacién de oxigeno, en lugar
del método dindmico durante el crecimiento exponencial. El mé&todo
empleado, aunque no da un valor representativo del k;a de un
cultivo como éste ue presenta altos valores de viscosidad, si
refleja el comportamiento hidrodindmico del reactor a las
diferentes condiciones de agitacién y aeracién.

5.5 Efecto del coeficiente de transferencia de oxigeno
sobre el crecimiento de 8. griseus

En todas las corridas de fermentacién que se realizaron se
colocaron electrodos para medir la concentraciédn de oxigenco
disuelto en el seno del cultivo. Una vez iniciada 1la
fermentacién, se observé una brusca disminucién en 1la
concentracién de oxigeno disuelto durante las primeras 12 horas,
lo que reflejd el alto requerimiento de oxigeno por parte de las
células durante el crecimiento. Un comportamiento similar fue
reportado por Bartholomew y col, (1950a) quienes detectaron que

el oxigeno disuelto llegdé casi a cero poco antes de las 15 horas
de fermentacién.

Durante las fermentaciones también se observé que a medida
que se incrementdé la velocidad de agitacidén, el consumo de
oxigeno disuelto en el cultivo también aumenté., Este aspecto
sugiri® que la transferencia de oxigeno también tiene efecto
sobre el crecimiento del microorganismo. Al respecto, Bylinka y
Birukov (1972) encontraron que la respiracién de un cultive de
Streptomyces se incrementé de manera exponencial tras un aumento
en la velocidad de agitacién.
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LA 1

A partir de los perfiles de crecimiento que se mostraron en
las Figuras 44 y 46, se calculé la velocidad especifica de
crecimiento maxima (u para cada condicién., Con estos valores
se construyé la grafg\ca mostrada en la Figura 51, que permite
conocer el tipo de correlacién que existe entre este parametro y
el (kpa), . Como puede observarse, hay una relacién lineal que
podria exﬂresarse mediante la siguiente expresién:

Wpax = 0:0156 (Kpa),gua + 0.0802 (19)

donde max ©Std expresada en h” -1 Y (kpa), en min~l. E1
analisis gé varianza del modelo ajustado se prgsenta en la Tabla
32, El1 coeficiente de determinacién obtenido fue 0.9728.

La correlacién obtenida indica que el microorganismo crece
mis rdpido conforme hay mds disponibilidad de oxigeno en el
cultivo. El oxigeno estimula la velocidad de utilizacién de
glucosa (Figuras 44 y 46), por lo que se metaboliza rapidamente
sin permitir la acumulacién de &cidos lactico y pirdvico, como lo
indican los perfiles de pH presentados en las Figuras 44 y 46, en
donde no se observd una disminucién en el pH del caldo a las

condicjones de oxigenacién mas altas, con un (kLa)agua de 168 a

180 h™

El valor mds alto de u 0.129 h 1 correspondié al
(kra)a de 180.05 h™ 1, obtenlgb a 625 rpm y 15 1l de aire/min.
como rgspuesta obvia, al aumentar la u ., disminuyé el tiempo de
duplicacién del microorganismo. Este se redujo de 6.36 a 5.37_h

cuando el (k;a),a4qya aumenté de 108.32 a 180.05 h™ %,
respectivamente. :

En todo proceso fermentativo, el suministro del oxigeno que

' se proporciona al sistema debe por lo menos cubrir la demanda del

microorganismo para que su crecimiento no se vea limitado. A
manera de saber si la cantidad de oxigenc que se suministré al
cultivo realmente logrd satisfacer la demanda del microorganismo,

" se hizo una estimaciédn tomando los datos de la fermentacidn que

se realizd a 1625 rpm y 10 1 de aire/min, en la que el (kLa)agua

‘fue 176.9 h™

Para esto se hicleron las siguientes consideraciones:

a. se tomé la concentracidédn celular de 15 g/l, que corresponde a
las 45 h y estd cerca del final de la fase de crecimiento
exponencial, en la que el cultivo debe describir la velocidad
de resplracién mas alta;
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Tabla 32

ANALIS!S DE VARIANZA DEL MODELO AJUSTADO

 Mmax en funcién de ki a

FUENTE DE  GRADOS DE SUMA DE CUADRADO
VARIACION L1BERTAD CUADRADOS MEDIO

modelo ] 0.000244 .0D0244

error 4 0.0000138  .0000035

total 5 0,0002580

70.7445

Coeficiente de determinacién, R? = 0.9465
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b. el coeficiente especifico de respiracién microbiana Q,, se
puede asumir que es de 3 mmolesO,/g células x h para 8.
griseus (Quintero, 1981);

c. c*, la concentracién de oxigeno disuelto que estid en
equilibrio con la fase gaseosa fue de 6.76 mg/l;

d. la demanda de oxigeno por parte del cultivo se expresa como:
Qo2%i |

e. el suministro de oxigeno al sistema se expresa como:
kja (AC), donde AC = C" =~ Cp;

£f. C; es la concentracién de oxigeno disuelto en el seno del
: lfhuido.

Si el suministro de oxigeno debe por loc menos satisfacer la
demanda del microorganismo, se debe cumplir la relacién:

sustituyendo en la ecuacidén (20) los datos anteriores se tiene
que la demanda de oxfgeno fue de 1440 mg O,/1 X h. La AC tiene
entonces un valor de 8.14 mg 02/1, lo que resulta en un valor de
Cp, = -1.38 mg 0,/1., El signo negativo de C; indica precisamente
que hay limitacf%n de oxigeno en el cultivo.

Suponiendo que el valor critico de C; para S. griseus sea de

0.68 mg 0,/1, es decir un 10 % de saturacién de oxigeno disuelto,
se puede calcular el valor minimo de (Kpa) ;qua Para que no exista
limitacién de oxigeno. Utilizando 1la miSfa. ecuacién (20),. se
- obtuvo un valor de (kLa)agu de 236.84 h™*, esto corresponde a un
34% por arriba del maXimo ufilizado durante las fermentaciones.

si este valor de (kpa),q,a Se sustituye en las ecuaciones
(14, (17), (18) y (19), §& podria estimar 1o siguiente: 1la
velocid%d especifica de crecimiento méxima (w,,,) aumentaria a
0.14 h™, el titulo maximo de estreptomicina seria 1365 mg/l, el
" rendimiento de estreptomicina en base a sustrato aumentaria a
59.34 mg/g 'y la productividad del antibiético a 28.32 mg/l x h.

Entre las opciones que existen para aumentar el suministro
de oxigeno a un sistema, se pueden citar dos: 1) aumentar el Kk;a
va sea modificando el disefio del reactor o bien aumentandg las
velocidades de agitacién y de aeracién, y 2) aumentar la C por
un incremento en la presién de operacién dentro del reactor o
alimentando oxigeno puro o aire enriquecido con oxigeno puro. Al
evaluar estas opciones, la mas viable para el caso de los
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fermentadores utilizados en este trabajo, seria el suministro de
oxigeno o de aire enriquecido, sin embarge, esto ya no fue
posible evaluarlo.

Adicionalmente, con los datos obtenidos anteriormente, se
estimé el rendimiento celular en base a oxigeno (Y,,) a través de
la siguiente expresién (Quintero, 1981):

- QoaX =¥ X/Yg ' (21)

lo que da un Y4, = 1.31 mg células/mg O,. Con este valor se
encontré que la cantidad de oxigeno requerido para obtener 15 g
de células, fue 11.45 ¢ de 0,.

5.6 BEvolucidn de la viscosidad durante la fermentacién

Durante las fermentaciones se tomaron mediciones de 1la
viscosidad relativa del caldo de fermentacidn para evaluar su
evolucién durante el cultivo. Aunque la medicién de la viscosidad
no se hizo de manera convencional, los datos cobtenidos si fueron
indicativos de la modificacién en la morfologia del
microorganismo, el cual crece como micelio disperso y esto
ocasiona cambios en las caracteristicas reol6gicas del caldo. En
la Figura 52 se presenta el perfil de viscosidad obtenido en una
fermentacidén que se llevé a cabo a 625 rpm y flujo de aire a
través del difusor de anillo, de 10 1/min. ‘

Como se observa, la viscosidad aumenté a partir de las 16
horas, paralelamente al crecimiento, alcanzindo el maximo a las
56 horas, cuando el cultivo habia llegado a la fase estaclonaria.
Pasado este tiempo, inmediatamente se inicié una disminucién en
la viscosidad como resultado de la fragmentacidén micelial, 1lisis
o muerte del cultivo por lo que la producciédn del antibiético se
empezé a detener y ya no se agotd completamente la glucosa.
Durante la fermentacidén se observdé que al incrementar 1la

viscosidad, la distribucién de burbujas se hizo poco eficiente ya.

que éstas empezaron a coalescer, Ademds, se dgeneraron 2zonas de
poco movimiento como resultado de un aumento en el tiempo de
- mezclado. Este comportamiento, seglin 1la 1literatura, es
generalizado para muchas especies de Streptomyces (Bader, 1986).

Richards (1961) encontrd en diferentes fermentaciones, un
perfil de viscosidad similar al obtenido en el presente = trabajo,
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el maximo valor lo registré aproximadamente a las 70 horas e
inmediatamente empezé a disminuir llegando a un valor minimo
aproximadamente a las 130 horas., El1  autor menciona que el
comportamiento no-Newtoniano del caldo corresponde a un fluldo
pseudopléstico, aspecto dque mds tarde fue comprobadc también por
Blanch y Bhavaraju (1976).

S.7 Efecto del control de pH durante la fermentacién

Como se recordard, a nivel de matraces se encontrd que a un
pH inicial de 6.0, sin ajustar el medio de cultivo, se obtuvo el
maximo titulo de estreptomicina. Aungque no existen antecedentes
sobre la conveniencia de controlar el pH durante la produccién de
estreptomicina, se consideré conveniente probar su efecto ya que
"Inoue y col., (1982a) establecieron que el pH tiene efecto critico
sobre la produccién del antibiético.

Para esto se llevé a cabo una fermantacién, manteniendo
constante el pH a. 6.0. Una vez iniciado el cultivo se observé una
disminucién del pH, por lo que fue necesario adicionar NaOH
automdticamente. Aparentemente este hecho tuve un efecto negativo
sobre el microorganismo, comparado con lo observado en la
fermentacién sin control de pH a los 5 dias de incubacién. El
crecimiento fue muy lento y la maxima concentracién celular que
se alcanzé fue aproximadamente del 20 %, incluso 1la glucosa
se consumié muy lentamente. La produccidn de estreptomicina se
retrasé 3 dias y el titulo alcanzado a los 5 dias fue de sdlo 72
mg/l. Este comportamiento sugiere un efecto regulatorio del pH
sobre las enzimas encargadas de la utilizacién de glucosa y tal
vez también sobre las encargadas de la sintesis del antibiético,
En vista de los resultados obtenidos, no se recomendd por el
momento la conveniencia de controlar el pH durante 1la
fermentacidn.,

6. UTILIZARCION DE MATERIAS PRIMAS ALTERNATIVAS
PARA LA PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA

Dada la dificultad de predecir a futuro la disponibilidad en
el mercado .de las materias primas empleadas en el medio, se
considerd la conveniencia de evaluar el uso de otras materias
alternativas. En caso de presentarse la escasez de algdn
ingrediente, se podrfa contar con otras opciones que permitieran
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obtener por lo menos, titulos de estreptomicina cercanos a los
alcanzados con el medio optimizado. Para esto, se buscaron en el
mercado materiales que pudieran sustituir a cada uno de 1los
ingredientes del medio, que son levadura de cerveza autolisada,
glucosa, fosfato dibdsico de potasio y cloruro de sodio. Cabe
sefilalar que no fue posible hacer una busqueda exhaustiva de
materias primas alternativas, solo se utilizaron aquellas de las
que se consiguieron muestras entre los distribuidores.

La sustitucidén se hizo tratando de mantener la concentracién
6ptima de los ingredientes, para observar el efecto de cada uno
de ellos. Al realizar estas pruebas en fermentador fue posible
observar el comportamiento de los diferentes materiales en lo que
se refiere principalmente a la formacién de espuma. Resulta obvio
mencionar que si alguna de las nuevas opciones se emplea, el
medio tendrd gque ser nuevamente optimizado.

6.1 Fuente de nitrdgeno

Los diferentes materiales que se utilizaron como fuente de
nitrégeno se presentan enlistados en la Tabla 33. Antes de llevar
a cabo las fermentaciones, se determindé en cada uno de ellos el
contenido de nitrégeno total, para adicionar al medio sdlo 1la
cantidad necesaria para tener la misma concentracién nitrégeno
que aporta la levadura de cerveza autolisada. El resto de los
ingredientes del medio se adicionaron a la concentracién 6pt1ma
establecida previamente.

Cuando se utilizé el extracto de levadura (Yestal 400), la
cantidad de cloruro de sodio se redujo en virtud de que dicho
producto contiene un 6% de sal comestible. El camardén seco antes
de ser molido para obtener la harina, se tamizé para eliminar el
exceso de sal.

Los experimentos se llevaron a cabo en los fermentadores de
. 14 litros, con una agitacién de 625 rpm y suministro de aire de
10 litros de aire/min (1 vvm). El pH inicial de los medios se
ajustd a 6.0. Los inéculos fueron producidos en el medio con
levadura de cerveza autolisada. La evolucién de la produccién de
estreptomicina se presenta en las Figuras 53, 54 y 55. Los
titulos alcanzados con los diferentes materiales, fueron
comparados con el obtenido al emplear levadura de cerveza
autolisada. Con el residuo de cerveceria se obtuve un titulo de
estreptomicina de 710 mg/l, esto es el 85% del control. Cuando
se utilizaron extracto de levadura o harina de pescado, los
titulos fueron de 435 y 445 mg/l, respectivamente, valores que
corresponden aproximadamente al 50%. Los titulos obtenidos al
utilizar peptona, hidrolizado de proteina de pescadc y levadura
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Tabla 33

MATERIALES EMPLEADOS COMG FUENTE DE NITROGENO PARA LA
PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA

MATERIAL {Nombre comercial) CONTENIDO DE CANTIDAD ADICIONADA
NITROGENC (%) AL MEDIO (g/1)

Levadura de cerveza autolisada 7.77 26.9
Residuo de cerveceria 7.70 27.1
Harina de soya integral cruda 7.49 27.9
Harina de pescado 9.71 21.5
Extracto de levadura (Yestal 400) 7.62 27.4
Levadura de panificacién (Nevada) 8.24 25.3
Peptona (Peptamin C) 17.29 12.1
Harina de camarén ) 8.18 25.5
S51idos de cocimiento de matz (Nutriferm) 6.02 34.7
Hidrol izado de proteina de pescado

(CPSP 90 Ancrel) 16.13 12.9
Sulfato de amonio 29.0 0.72
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Fig. 53. Evolucién de la praduccién de estreptomicina por S. griseus
ATCC 12475 utilizando diferentes fuentes de nitrdgeno: leva

 dura de cerveza autolisada (e), s6lidos de cocimiento de -

mafz (o), peptona (4), harina de soya (4) y sulfato de amo-

nio (@), en fermentadores de 14 | a 625 rpmy 10} afre/min.
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Fig. 55. Evolucidn de'producéién de estreptomicina por S. griseus

ATCC 12475 utilizando: levadura de cerveza autollsada -
{e), residuo de cerveceria (o), extracto de levadura -

(Yestal 400, A) y levadura para panificacién (Nevada, &),

en fermentadores de 14 1 a 625 rpm y 10 1 alre/min., =
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para panificacién fueron cercanos al 40% en relacién al control.
Las harinas de soya y de camarén permitieron bajos titulos del
antibiético, alrededor del 10%. Con sulfato de amonio o sélidos
de cocimiento de maiz no se produjo estreptomicina. Como se
observa, solamente el residuo de cerveceria podria considerarse
como una fuente alternativa para la produccidédn de estreptomicina.

Los titulos de producciédn alcanzados al emplear 1los 4
productos de levadura, se resumen en la Tabla 34 con el fin de
analizarlos. Aparentemente la diferencia en los titulos de
produccién alcanzados se debe al grado de ruptura celular de la
levadura. Una caracteristica esencial de la levadura de cerveza
autolisada, es haber sido sometida a una autolisis exhaustiva en
un proceso posterior a la obtencién de la cerveza. Esto hace que
los componentes intracelulares, especificamente las mananas
presentes en la pared celular estén facilmente accesibles al
microorganismo, favoreciendo asi la produccién de estreptomicina
(810 mg/l). El caso opuesto es la levadura de panificacién donde
se - tienen células completas, ya que 1las mananas estin menos
accesibles, el titulo de antibiético alcanzado fue del 37% en
relacién al medio original. El residuo de cerveceria es una
levadura parcialmente lisada, obtenida al final de 1la
fermentacidén de la cerveza cuando apenas se ha iniciado la lisis

celular, esto hace que los constituyentes de la pared celular

puedar ser aprovechados por el microorganismo permitiendo
alcanzar titulos cercanos al obtenido con la levadura autolisada
(710 mg/l) . En el extracto de levadura, donde est&n ausentes los
esqueletos de las paredes celulares, el titulo alcanzado fue del
52%. Un resultado similar fue reportado por McDaniel (1950),
gquien observé una reduccidén del 50% en el titulo de
estreptomicina al sustituir la levadura de cerveza por extracto
de levadura,

Hockenhull (1960) e Inamine y col., (1969) reportaron gue
levadura, destilados solubles o mananas extraidas de paredes
celulares de levadura, presentan un efecto estimulatorio sobre la
sintesis de a=-manosidasa, enzima que hidroliza el enlace
manosidico de la manosidoestreptomicina. Este derivado dque se
produce simultineamente durante la fermentaciédn, presenta una
actividad antibibtica gque es 5 veces menor a la de
~ estreptomicina. Cuando la sintesis de manosidasa es estimulada,
se observa un aumento de la produccién de estreptomicina.

Aungue no se puede asegurar que la cepa enmpleada en el
presente trabajo es capaz de producir manosidasa, el hecho de que
el miximo titulo del antibiético se alcance con la levadura
autolisada, sugiere gue su biosintesis se estimula por 1la
diSponibilidad de las mananas presentes en la levadura,
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Tabla 3é

NIVELES DE ESTRERTOMICINA ALCANZADOS CON DIFERENTES
PRODUCTOS DE LEVADURA

TITULO DE

Tt e
Levadura de cerveza autolisada 810 100
Residuo de cerveceria 700 85
Levadura de panificacidn 298 37
Extracto de levadura 435 52
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6.2 Fuente de carbono,

En relacién a la fuente de carbono, la glucosa se sustituyé
por una maltodextrina (Amidex 30, Arancia Comercial, S.A. de
C.V.). Los resultados obtenidos a partir de fermentaciones que se
llevaron a cabo en los fermentadores de 14 litros, se muestran en
la Figura 56, Como se observa, la cantidad de estreptomicina
obtenida en el medio con maltodextrina fue de 535 mg/l, que
corresponde a un 65% de la alcanzada con glucosa. Se observé un
aumento del pH de 5.9 a 6.6, a las 24 h de iniciada 1la

fermentacién lo que seguramente afecté el metabolismo del

microorganismo.

Al respecto, Dulaney (1949) reporté que la utilizacién de

polimeros de glucosa como dextrinas y almidones, no son tan malas

fuentes de carbono, sin embargo los titulos de produccién
alcanzados son menores a los obtenidos con glucosa. Esto parece
coincidir con 1los resultados obtenidos, por 1lo que 1la

maltodextrina utilizada, no se consideré una buena alternativa

para la produccién de estreptomicina.

6.3 Fuente de fosfato

El fosfato dib&sico de potasio se sustituydé por fosfato

dib4sico de amonio y fosfato dibdsico de sodio. Los resultados

obtenidos se presentan en la Figura 57. Con el fosfato de sodio
se alcanzd un titulo de estreptomicina de 685 mg/l, que es el 84%

“en relacién al control, el perfil de pH observado fue muy similar

al obtenido con el fosfato de potasio, pero los valores a partir
del segundo dfa fueron ligeramente mayores. Al utilizar fosfato
dibasico de amonio no se produjo antibiético y el pH mostrd
tendencia a bajar. Esta disminucién del pH también se observéd
cuando se utilizé sulfato de amonio como fuente de nitrégeno. De

. acuerdo a Aharonowitz (1980), parece ser gque existe un cierto

tipo de "represidédn por amonio" cuando éste se encuentra en
exceso. ‘ '

Los resultados obtenidos sugieren que el fosfato dibdsico de

sodio podria ser una materia prima alternativa para la produccién
de estreptomicina.
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Fig. 56. Evolucidn de estreptomicina al cultivar S. griseus
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Evolucidn de la produccidn de estreptomicina y del pH
al cultivar S, griseus ATCC 12475 en presencia de fos
fato dlbasico de potasio (e), fosfato dib3sico de so-
dio (o) o fosfato dibdslico de amonio (4), en fermenta
dores de 14 1. a 625 rpm y 10 | de alre/min.
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6.4 Cloruro de sodio

El cloruro de sodio se sustituyd por sal comestible. Los
resultados obtenidos presentados en la’ Figura 58, muestran gque el
titulo de estreptomicina alcanzado a los 5 dias de fermentacién
fue de 350 wng/l, que corresponde a un 42% del control,
Posiblemente el yodo contenido en la sal comestible tiene un
efecto negativo sobre la produccién del antibiético. Con base en
este resultado no se recomendé la sustitucién del cloruro de
sodio por sal comestible. :

6.5 Posibles modificacionas al medio de cultivo

Los resultados - obtenidos sugieren la posibilidad de hacer
algunas sustituciones, especificamente de 1las fuentes de
nitrégeno y de fosfatos. En la Tabla 35, se muestra el c¢osto por
litro del medio original que fue de $ 332 (MN). El costo unitario
del producto fue de $ 0.41/mg de estreptomicina,.

Cuando la levadura de cerveza autolisada se sustituyé por el
residuo de cerveceria, el costo del medio de cultivo disminuyé
notablemente, en un 48%. A pesar de que en este medio el titulo
obtenido fue menor que en el medio  original, el costo del
producto fue de $ 0.24/mg, que corresponde a un  60% del costo
del medio original. Si bien el residuo de cerveceria parece ser
una buena alternativa para la produccidén de estreptomicina, es
necesario evaluar con mds profundidad su disponibilidad en el
mercado y la influencia de su empleo sobre la recuperacién del

antibidético, debido a la presencia de compuestos provenientes

de la fermentacidon de la cerveza como el lGpulo y algunos
nutrientes residuales, que no est&n presentes en la levadura
autolisada empleada en el medio original.

Al sustituir el fosfato dibdsico de potasio por fosfato
dibadsico de sodio, el costo del medio se redujo s6lo en un 5%, y
dado que el titulo de produccién alcanzado fue menor al obtenido
con el fosfato de potasio, el costo del producto se incrementé
ligeramente a $ 0.46/mg. A pesar de esto, la opcién parece ser
recomendable para cuando no haya disponibilidad del ingrediente
original. ' ' A
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Fig. 58. Evolucidn de la produccidn de estreptomicina por
S. griseus ATCC 12475, utilizando cloruro de so-
dio grado Industrial () o sal comestible (o), -
en fermentadores de 14 1. a 625 rpmy 10 | de -
aire/min,
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TABLA 35

OPCIONES DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE ESTREPTOMICiINA

MEDIO ORIGINAL OPCION 1 OPCION 2
FUENTE DE ingrediente  $(MN)/kg®] ingrediente  $(MN)/kg®]|ingrediente  $(MN)/kg?
Carbono glucosa 1,810 |glucosa 1,910 {glucosa 1,810
INitrégeno jevadura 7,935 |residuo de 2,000 |levadura 7,935
autolisada cerveceria
Fosfatos KoHPO,, 35,581 KoHPOy 35,581 Na,HPO, 22,800
Cloruro de Sodio calidad USP 4,025 \calidad USP 4,025 |calidad USP 4,025
Antiespumante Mazu-DF-7911 6,000 |Mazu-DF-7911 6,000 |Mazu-DF-7911 6,000

COSTO DEL MEDIO

($/mg EMD)

(s/1) 332 172 315
PRODUCC ION
MAX I MA 810 710 685
{mg EMP/1)
COSTO DE EMD
EN BASE AL MEDIO 0.41 0.24 0.46

(a) Costo en Agosto de

(b} Estreptomicina

1996C.
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7. ESCALAMIENTO DE LA PRODUCCION DE BBTREP‘TOHICINB
A NIVEL DE PLANTA PILOTO

El proceso fermentativo para la produccién de estreptomicina
- se escalé a nivel de planta piloto, utilizando un reactor de 1400
litros, cuyo disefio y relaciones geométricas son similares a
las de los fermentadores de 14 litros empleados. Consta de 3
impulsores de turbina tipo Rushton con 6 &dlabes planos, un
difusor de anillo y 4 deflectores colocados de manera
equidistante.

A partir de los resultados obtenidos en fermentadores de 14
litros, se establecidé que el pardmetro que determind el é&xito de
la fermentacidén fue el k;a, razén por la cual se decidid llevar a
cabo el escalamiento bajo el criterio de (_kLa)agua constante,

Previos experimentos realizados en el reactor de 1400
litros, permitieron obtener la expresiétn matemitica que describe
el efecto conjunto de las velocidades de agitacién y aeracién
sobre el (kLa)agua' que es la siquiente: .

(kpa) agua = 52.65 (N1)0:373 (v )0.141 (22)

-1

donde el (k estd expresado en h'l, N en seqg

y Vg en
m/seq.

1) agua

Utllizando la ecuacién (22) se establecieron las condiciones
de operacién que fueron las siguientes:

volumen de operacién 1000 litros

velocidad de agitacién 250 rpm

velocidad de suministro de aire 500 1/mig (0.5 vvm)

presién de operacién 39 kN/m? (0.4 kg/gm )

presién del aire de entrada 196 kN/m2 (2 kg/cnm“)

Bajo estas condiciones se obtuvo un (kp, a), de 180 h'1
medido a la misma temperatura y con la misma teéklca utllizadas
en los fermentadores de 14 litros. Este (kpa) en el reactor

de 1400 litros, corresponde a una velocidad da %ransferencia de
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oxigeno (VI0O) de 55 mmoles 0,/1 x h.

El medio se prepard de la manera acostumbrada, adicionando
uno a uno los ingredientes al reactor, para permitir su
d1581uc16n cada vez. El medio _se esteril 226 durante 40 min a
1257C y una presién de 157 kN/m2 (1.6 kg/cm®). El fermentador se
inoculé con 20 litros de un cultivo micelial de 24 horas de
incubacién, proveniente de 2 fermentadores de 14 litros, lo que
di®é una proporcidén de 2% (v/v). Durante el proceso se tomaron
muesiras en forma aséptica con lo cual se comprobd la pureza del
cultivo.

En la Figura 59 se presentan los resultados obtenidos a lo
largo de la fermentacién. Como se observa, el microorganismo
presenté una fase de adaptacién de aproximadamente 24 horas, el
crecimiento se inici® a partir de las 24 horas, alcanzando su
maximo, de 13.8 g/l a las 72 horas de fermentacién. La velocidad
especifica de ciecimiento calculada en la fase exponencial (W,.,.)
fue de 0.105 h —, valor muy cercanc al obtenido en 14 litros, por
lo que el tiempo de duplicacién fue de 6,60 h.

La concentracién de oxigeno disuelto en el cultivo se midid
con un electrodo polarogridfico. Como se muestra en la Figura 59,
éste fue disminuyendo poco a poco llegando a un nivel critico del
6% a las 60 horas, cuando se registrd la maxima lectura de
viscosidad relativa y termind la fase de crecimiento exponencial.
Pasado este tiempo, empezd a incrementarse llegando a 80% a las
90 h de fermentacién,

El consumo de glucosa fue de 24% a las 24 horas, 65% a las
48 horas y 92% a las 72 horas. El perfil de pH fue similar al

observado en 14 litros, se ‘inicié en 5.85 y fue incrementando

constantemente hasta llegar a 7.35 al final de la fermentacién.

~ La produccién de estreptomicina se inicié a las 36 horas,
presentando un incremento de tipo exponencial hasta las 84 horas.
El méximo titulo de antibiético que se alcanzdé a las 90 horas,
fue de 795 mg/l, cifra gue es muy cercana al maximo valor
alcanzado en 14 litros.

La viscosidad relativa se incrementé a partir de las 24
" horas, alcanzando el maximo a las 60 al término de la fase de
crecimiento exponencial, después de este tiempo la viscosidad
disminuy® a consecuencia de la lisis celular. Se decidié medir la
viscosidad en la misma forma que se hizo en las fermentaciones
de 14 litros, a fin de comparar los resultados obtenidos, pero
adicionalmente, se tomaron lecturas con un viscosimetro de
Brookfield (aguja 2, velocidad 3 rpm) encontrando valores por
arriba de 7,500 cp a las 60 horas. Durante la fermentacién fue
posible observar a través de la mirilla zonas de poco movimiento,
y la manera en que las burbujas de aire gquedaron atrapadas en el
caldo de cultivo como consecuencia del incremento en la
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viscosidad. Una toma fotogrdfica realizada a las 48 horas de
fermentacién, se presenta en la Figura 60B., Al final de la
fermentacién, la apariencia del caldo siquié siendo espesa, como
se muestra en la Figura 60C, a pesar de que la viscosidad ya
habia disminuido notablemente.

Causas posibles del retraso en la fermentacién, podrian ser
la obtencién del inéculo en 3 etapas o el prolongado tiempo de
calentamiento durante la esterilizacién del medio, aspectos que
no estuvieron presentes a nivel de 14 litros y que deberdn ser
evaluados, No obstante, los efectos del cambio de escala de

operacién sobre el proceso fermentativo deben ser tomados en
consideracién. '

Entre los factores que afectan el comportamiento del
microorganismo en un escalamiento ascendente se pueden citar: 1la
hidrodindmica del reactor, la presién dentro del mismo y los

- esfuerzos cortantes que se generan durante la agitacidén, como los

mas importantes.

A pesar de haber observado un retraso en la produccién, el
hecho de haber alcanzado en planta piloto un titulo de
estreptomicina similar al obtenido en fermentadores de 14 litros,
es un resultado que se esperaba al haber escalado la fermentacién
bajo el criterio de (kLa)agua constante.

Algunos estudios reportados en. la literatura (Bartholomew Yy
col., 1950a; Karow y col., '1953) indican haber realizado el
escalamiento de la fermentacién de estreptomicina bajo el
criterio de k;a constante. Otros sugieren utilizar criterios como
la potencia por unidad de volumen constante (P./V; Bartholomew,

1960) o bien la combinacién del kﬁé con otro parametro que podria

ser, el tiempo de mezclado o la velocidad en la punta del
impulsor, ND; (Bylinkina y Birukov, 1972}.

El titulo de estreptomicina obtenido a nivel de planta
piloto puede adn ser mejorado, a través de estudios mas
profundos que conduzcan a la optimizacién de las condiciones de

~operacién a nivel de planta piloto. Entre los aspectos que

deberidn ser abordados de manera prioritaria, son la reduccidén de
la fase de adaptacién del microorganismo y el aumento en el
coeficiente de transferencia de oxigeno que en este reactor si
puede ser incrementado facilmente en virtud de que la presién de
operacién del mismo permite mayor sq}ubilizacién del oxigeno, 1lo
gue permite alcanzar valores de C de 10 mg/l y valores de
(kLa)agua de hasta 350 h™+.

169



Fig. 60,

Fermentacion de S. griseus ATCC
(A) vista del reactor de 1400 i

12475 a pivel de planta piloto.
tros; (B) vista a través de la

mirilla a las 48 h; (C) apariencia del! caldo al final de |a

fermentacion, 90 h.
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8. ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOB
EN LAS TRES ESCALAS DE OPERACION

En este capitulo se discuten de manera comparativa los
resultados obtenidos en las 3 escalas de operacién. Los datos de
la menor escala corresponden a lo obtenido con el medio
optimizado, en matraces de 250 ml con deflectores a una fraccién
de llenado de 0,2, agitados a 200 rpm. Los resultados de
fermentador de 14 1 se obtuvieron a 625 rpm y 10 1 aire/min
(1 vvm) suministrado a través del difusor de anillo. A nivel de
planta piloto se realizé una sola corrida de fermentaciédn bajo
las condiciones indicadas.

8.1 Modelos cinéticos de crecimiento

Los perfiles de crecimiento microbianc obtenidos en las tres
escalas de operacién mostrados en la Figura 61 fueron ajustados a
un modelo logistico de crecimiento (Draper y Smith, 1981)
representado por la ecuacién: ' _

N B mmememwmam———— pt v¢ i | (23)

donde x = crecimiento celular, en g/l

Xnax = crecimiento celular mé&ximo alcanzado, en g/l

K ="constante relacionada con la fase de adaptacidn:

k = constante relacionada con la velocidad especifica de
crecimiento

t

= tiempo de fermentacién, en h

Los modelos matemdticos obtenidos con ayuda de computadora
empleando el paquete estadistico Statgraphics (1987), se
presentan en la misma Figura 61. Como se observa, el valor de la
constante K en fermentadores de 14 litros tiene el valor més bajo
de las tres escalas debido a que no se presentdé fase de
adaptacién durante el crecimiento. A nivel de planta piloto, 1la

fase de adaptacidén fue mds larga que en matraces por lo que el

valor de K fue el mds alto. Los valores de la constante k que
estin relacionados con la velocidad especifica de crecimiento,
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Tabla 36

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS MODELOS AJUSTADOS

1) Matraces

Fuente de variacidn Grados de libertad

Suma de cuadrados Cuadrado medio F
Model o 3 722,06 240,69 5028.76
Error 6 0.29 0.05
Total 9 722.35
Coeficiente de determinacidn, R® = 0,9988
2) Fermentador 14 |
 Fuente de variacién Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadrado medio F
Mode lo 3 1246 b4 415.48 43615,25
Error : ' 6 0.06 0.01 '
Total 9 1246 .50
Coeficiente de determinacidn, R? = 0,9997
3) Planta Piloto .
Fuente de variacién Grados de Itbertad Suma de cuadrados Cuadrado medio F
Mode lo | 3 794 .63 264.88  2077.68
Error : 6 0.76 0.13
Total - : 9 745.39

Coeficiente de determinacidn, R% = 0.9975
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fueron del mismo orden de magnitud. El andlisis de varianza de
los modelos ajustados se presenta en la Tabla 36,

El modelo 1logistico de crecimiento es aplicable a
poblaciones que detienen su crecimiento cuando se reduce el
espacio intercelular o se acumulan metabolitos téxicos, més que
por agotamiento de los nutrientes. En las tres escalas de
operacién, se observé que cuando los cultivos alcanzaron la més
alta viscosidad, el crecimiento se detuvo y el consumo de glucosa
también, En la Figura 61 se observa que los datos experimentales
se ajustan muy bien a este tipo de modelo, esto podria sugerir
que el crecimiento de S. griseus se detiene en parte, por una
reduccién del espacio intercelular causada por la morfologia del
microorganismo que al mismo tiempo hace menos disponible al
oxigeno disuelto en el caldo y ademds, por la acumulacién del
propio antibiético. Al respecto hacen falta mas estudios que
respalden el uso de estos modelos en el campo de las
fermentaciones, -

8.2 Modelos cinéticos de formacidén de producto

En la Figura 62 se presentan los perfiles de velocidades
volumétricas de crecimiento (q,) y de formacién de producto (q,)
en funcién del tiempo. 8Se observa que la formacién -Be
estreptomicina fue parcialmente asociada al crecimiento.
A nivel de matraces y de fermentador de 14 1 ambos perfiles se

traslapan en la primera mitad de la fermentaciédn. En cambio a-

nivel de planta piloto, estos perfiles se separan ligeramente. Al
calcular la velocidad especifica de formacién de producto en
funcién de la velocidad especifica de crecimiento, se confirmé

que en los 3 casos la fermentacién obedece a un modelo cinético

de produccién parcialmente asociado al crecimiento, en el que:

Qp = o + B (24)

donde yu = velocidad especifica de crecimiento, h~1
Qp = velocidad especifica de formacién de producto,
ng/g células x h.
n = constante estequiométrica
A = constante de proporcionalidad
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Los modelos matemdticos obtenidos se presentan en la misma
Figura 62. Como se menciond anteriormente, a nivel de matraces,
la produccién presenté una ligera tendencia a ser asociada al
crecimiento, lo cual se confirma por el valor de B en el
modelo, que es muy cercano a cero. '

En fermentador de 14 litros, la produccién del antibiético
continué a pesar de haberse detenido el crecimiento, por lo que
se observd claramente que se trata de un modelo cinético de
produccién parcialmente asoclado al crecimiento. El valor de
B aumenté vy la pendiente a , se redujo con respecto a 1lo
obtenido en matraces.

A nivel de planta piloto se observé un retraso en el
crecimiento y por lo tanto el el iniclo de la produccién, por lo
qgue el valor de f fue mayor al observado en 14 litros y la
pendiente a, fue menor. Este comportamiento mostré una ligera
tendencia a ser un modelo no asociado al crecimiento.

Los datos reportados por Garner y col. (1953), Sikyta y col.
(1959) y Hockenhull (1960), se trataron de manera similar
encontrdndose que la produccién de estreptomicina obedece a un
modelo cinético de formacién de producto parcialmente asociado al
crecimiento, lo cual coincide con lo obtenido en este trabajo.

8.3 Comparacidédn de los parémetros de fermentacidén

~ Con el fin de evaluar la eficiencia de las fermentaciones en
las 3 escalas, se calcularon los parimetros de fermentacién més
comunmente empleados, los cuales se presentan en la Tabla 37.

El crecimiento celular fue similar en los tres casos,
observa&ndose el mayor a nivel de 14.5 g/l en fermentadores de 14
litros, por lo que el rendimiento celular fue poco mayor gque en
' las otras dos escalas. La velocidad de crecimiento calculada en
la fase exponencial, fue muy simllar en los tres casos.

El titulo de estreptomicina aumenté considerablemente de
421 a 810 mg/l al llevar la fermentacién de matraces a
fermentador de 14 litros. Esto hizo que el titulo de produccidn
especifica y el rendimiento de producto en base a sustrato
aumentaran en 66 y 92%, respectivamente. Los resultados obtenidos
en planta piloto fueron muy semejantes a los observados en 14 1.

‘La productividad volumétrica obtenida en 14 litros fue 1.5
veces mayor que la de matraces, debido a que el incremento en 1la
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TABLA 37

COMPARACION DE LOS PARAMETROS DE LA FERMENTACIiON DE ESTREPTOMICINA EN LAS TRES
DIFERENTES ESCALAS DE OPERACIONE

FERMENTADOR FERMENTADOR
MATRAZ DE 14 1 DE 1400 1
crecimiento m3ximo : ' 2.5 ‘14,5 ' 13.8
(g/1)
rendimiento celular en base a sustrato 0.54 0.63 0.60
{g cels/g glucosa)
velocidad especifica de crecimiento (p__ ) . 0.096 0.102 0.105
(h_l) max . .
"titulo de estreptomicina. 421 810 795
{mg/1)
titulo de produccion especifica ' 33.68 - 55.86 57.61
{mg/g cels) . )
rendimiento de producto en base a sustrato 18.30 35.22 34,57
(mg/q cels) | |
productividad volumétrica maxima 439 11.39 8.83
{mg/1 xh) .
productividad especifica 0.35 0.79 0.64
(mg/g x h) S

@ datos calculados a partir de los perfiles presentados en la Figura 61.



TABLA 38

PARAMETROS DE LA FERMENTACION DE ESTREPTOMICINA
OBTENIDOS CON CEPAS DE S. griseus

aLl

TITULO DE VELOCIDAD ESPECIFICA TIEMPO DE RENDIMIENTO PRODUCT IV IDAD REFERENC I A
ESTREPTOMIC INA DE CRECIMIENTO DUPL1CAC I ON CELULAR MAXIMA
(mg/1) u {h-1) (h) Yx/s Poax (mg EM/1 x h)

= 1000 0.052 13.33 0.4k 1.04 Garner y col., 1953
=T
< |
= 245 0.051 13.59 0.64 2.55 Hockenhull, 1960
< -
@ 200 0.106 6.54 0.58 2.08 Hockenhull, 1960
L& ] .
<t
& 421 0.0%6 7.22 0.54 .39 este trabajo?®
% . -
4
2 2450 0.159 4.36 0.23 24.5 Sikyta y col., 1959
[Ty
=
w 810 0.102 6.73 . 0.63 11.39 este trabajo®
o
(19
1o,

2 datos calculados a partir de los perfiles presentados en la Figura 51.



transferencia de oxigeno permitié que el mAximo titulo se
alcanzara en un menor tiempo. En planta piloto la productividad
volumétrica de 8.83 mg/l x h, fue menor a la de 14 litros por la
presencia de una fase de adaptacién y un retraso en la
produccién, por lo que a las 90 haoras el titulo de antibiético
fue del mismo orden que el observado a las 70 horas en 14 litros.

En la Tabla 38 se comparan algunos par&metros de
fermentacién obtenidos en este trabajo, con los calculados a
partir de datos reportados por otros autores. La velocidad
especifica de crecimiento fue mayor a las obtenidas de Garner y
col. (1953) y Hockenhull (1960).

Los rendimientos celulares en base a sustrato obtenidos en
este trahajo, entre 0.54 y 0.63 mg/g, en términos generales son
altos, pero son muy cercanos a los reportados por Hockenhull
(1960), de 0.58 y 0.64, Posiblemente el hecho de gque 1los
rendimientos obtenidos sean altos, se deba a que la levadura de
cerveza autolisada también esti siendo utilizada como fuente de
carbono, esta situacién se observd a nivel de matraces cuando se
eliminaron uno a uno los ingredientes del medio de cultivo.

Las cifras de productividad son muy variadas ya que estén en
funcién de los titulos alcanzados. Conmparando con los datos
obtenidos de Sikyta y col. (1959), hay una diferencia de 3 veces
en el titulo de estreptomicina y de 2 veces en la productividad,
lo cual indica que el m&ximo titulo observado en este trabajo a
nivel de 14 litros, se alcanzd en un tiempo mias corto.

8.4 Perfil de prefactibilidad del proceso fermentativo
- a nivel comercial

Antes de iniciar el trabajo experimental, algunos de los
resultados a obtener podian pronosticarse con base en lo
reportado en la literatura. Sin embargo, era necesario
desarrollar el proceso fermentativo que permitiera establecer la
" estrategia para dominar una tecnologifa de produccién  de
estreptomicina, ya que este aspecto no puede ser adquirido por
medio de la literatura.

A través de estudiar el efecto de los diferentes parametros
sobre la fermentacién, fue posible optimizar en cada paso, 1las
" condiciones de operacién bajo las cuales se alcanzd la maxima
produccién con la cepa empleada. Una vez que se han logrado estos
cbjetivos, es necesario hacer un ejercicio gue permita conocer la
magnitud del tfitulo de produccién que debe ser alcanzado, para
que el proceso sea comercialmente atractivo.
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_ Con la finalidad de conocer de manera preliminar, el monto
de la inversién requerida al 1llevar el proceso a escala
comercial, se realizaron algunos cdlculos que se describen
a continuacién.

El volumen de caldo requerido anialmente (VCRA) se calculéd
con la siguiente relacién:

PAD '
VCRA = =rm==—m——ecec—e—o—o—osme—ee (25)
Pcepa ¥ Erec X Eplanta
donde PAD = producciédn anual deseada, la cual se podria

considerar de 40 ton, que es la minima cantidad
que se ha importado durante 1los ﬁltimos 10 afios
(ver Fig. 5).

Pcepa = titulo de estreptomicina obtenido con la cepa.

VErec = eficiencia de recuperacibn, que en promedio es de
80 % (Florent, 1985).
Eplanta = eficiencia de produccién, la cual se ha

reportado para plantas productoras de
antibidéticos de 85 % (Swartz, 1979; Datar, 1986).

E1 volumen requerido por corrida (V/corrida) se calculd
considerando que se trabajen 336 dias por afio y que cada
fermentacién dure 5 dias, mediante la siqguiente relacién:

VCRA x 5 dias
V/Corrida T e am At e e e G - ) (26)

336 dias

Para conocer el monto de 1la inversién unicamente de ia
seccién de fermentacién, se utiliza la siguiente relacibén que

- estd basada en la experiencia de varias empresas mexicanas {CIT,
1985): .

INVERSION = (N) (C) (f) (27)
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donde N = numero de reactores funcionando al 70 % de' su
capacidad, :

C = costo unitario de los reactores, estimado a través
de fabricantes,

f = 5.05 es el factor de Lang, que incluye los gastos
de instalacién e intrumentacién en plantas de
procesamiento de liquidos (Hacking, 1986).

El ejercicio se realizé con tres diferentes titulos de
estreptomicina, el obtenido en este trabajo que fue de 820 mg/l,
el m&s alto reportado en patentes de 13 g/l (Munteanu y col.,
1981) y un valor obtenido por comunicacién personal, que se
alcanza a nivel industrial, de 20 g/l. Los resultados obtenidos
al aplicar las relaclones establecidas anteriormente, se resumen
en la Tabla 39.

Para tener una produccién anual de 40 ton de estreptomicina
utilizando la cepa empleada en este trabajo, se regquieren
73,500 m de caldo por afio. Esto significa que se necesitarian 32
reactores de 50,000 litros que corresponde a una inversién
estimada de 113,120 millones de pesos (M.N.).

Si el titulo de produccién se aumentara a 13 g/l, 1la
inversién requerida se reduciria a 7,070 millones de pesos, y si
se aumentara atn mé&s, a 20 g/1l, la inversién se reduciria a 4,040
millones de pesos. Este sencillo ejercicio ilustra el impacto que
tiene el titulo de estreptomicina sobre la inversién que se
requiere para instalar una planta de fermentacién a nivel
comercial. Esta es la razdédn por la que en general, se dice que en
los procesos fermentativos, mds aGn en el caso de antibiéticos,

el punto determinante es la capacidad productora de la cepa que
se utilice.

E1l méximo titulo de produccidédn alcanzado por la cepa
‘empleada, de 820 mg/l, es muy bajo sl se compara con el maximo
reportado en patentes, que es de 13 g/l (Munteanu y col. 19£1),
por lo gue no se puede pensar que este trabajo constltuye una
tecnologia para la produccién de estreptomicina.

No. obstante, es necesario hacer énfasis en el hecho de que
este trabajo deja sentadas las bases de la estrategia para
adquirir, asimilar, adaptar y dominar una tecnologia extranjera,
lncluso se facilitaria su optimizacién e innovacién. Y si el caso
fuera solamente la adquisicién de una cepa sobreproductora, el
manejo de ésta y el desarrollo del proceso fermentativo estarian
también basados en los resultados que ha generado este trabajo.
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TABLA 39 -

IMPACTO DEL TITULO DE ESTREPTOMICINA SOBRE
LA INVERSION ESTIMADA PARA FERMENTACION®*

TITULO DE VOLUMEN DE CALDO INVERSION ESTIMADA
ESTREPTOMICIHNA REQUERIDO ANUALMENTE PARA FERMENTACION
(g/1) (m3) (Millones de pesos M.N.)
0.620 13,500 ‘ 113,120
13.00 h,525 7,070
20.00 3,000 h,040

%La base de cdlculo fue 40 ton de estreptomicina como sal en polvo.
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VII. INTEGRACION DE LOS RESULTADOB

Al inicio del proyecto, se planted la necesidad de
desarrollar un proceso fermentativo para la produccién de
estreptomicina que permitiera definir en cada escala de
operacién, las condiciones 6ptimas para alcanzar los maximos
titulos del antibiético. Una vez que se ha concluido este
trabajo, al integrar los resultados obtenidos se observa que el
titulo de estreptomicina se llevé de 240 mg/l a 910 mg/l, que
corresponde a un incremento de 3.8 veces., En este capitulo se
pretende discutir las posibles razones gue condujeron a mejorar
la fermentacién de estreptomicina, tomando como referencia la
actividad microbiana.

En términos generales, los aspectos que permitieron aumentar
el titulo de estreptomicina fueron, la optimizacién del medio vy
la mejora en las condiciones de oxigenacién del cultivo,

Con el medio optimizado, a nivel de matraces se observdé un
aumento en el titulo del antibiético de 280 a 421 mg/l, que
corresponde a 52 %, esto permitié un aumento de 32% en la
produccidn especifica; de 50% en la productividad volumétrica vy
de 34% en la productividad especifica, con respecto a la
fermentacién con el medio sin optimizar (Tabla 23). '

De los ingredientes del medio, la concentracién de glucosa
fue la que sufrié una variacidédn mds notable, ya que se aumentd de
1 a 2.3 g/l. Tomando como base gque la glucosa es el precursor
comGn de las tres subunidades de la molécula de estreptomicina
(Florent, 1985), el incremento observado en 1la produccién vy
productividad especificas, que son parametros que reflejan lo que
sucede a nivel celular, podria sugerir que al aumentar 1la
disponibilidad de glucosa en el medio, se le permitié a 1las
células no sdlo satisfacer sus requerimientos nutricionales para
aumentar su nivel de crecimiento, sino también canalizar una
mayor proporcién de glucosa hacia la sintesis del antibiético.

Al haber encontrado la concentracién O6ptima de los
ingredientes del medio, se establecidé un balance entre los
* nutrientes que permitié a las células de 8. griseus, ser mas
" eficientes en relacién a la sintesis del antibiético.

El otro aspecto gque permitié aumentar el titulo de
estreptomicina fue el aumento en la disponibilidad de oxigeno
en el cultivo. Aunque en la literatura se menciona de manera
general, que el nivel de oxigenacién es de gran importancia en
las fermentaciones de estreptomicetos, se conoce poco de la
magnitud de su efecto sobre 1la fermentacién. En este
trabajo, al realizar experimentos a nivel de matraz, se
constaté de manera cualitativa la influencia de la oxigenacidn
sobre la fermentacién al variar el tipo de matraces y el volumen
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de medio contenido en éstos, A nivel de fermentadores de 14
litros se cuantificé el coeficiente de transferencia de oxigeno
(kya), mediante un método que reflejdéd el comportamiento
hi&rodLnamico del reactor en las diferentes condiciones de
operacién, esto permitid estudiar cuantitativamante el efecto
del oxigeno sobre produccién de estreptomicina.

A partir de las determinaciones del k;a realizadas en los
fermentadores de 14 1litros (Fig. 39), se vislumbré 1la
posibilidad de tener una correlacidn que permitiera expresar
conjuntamente el efecto de las variables medibles del sistema
empleado, que son N y V_, sobre el k;a. Esta correlacién quedd
establecida en la ecuacién 11 como sigue:

! r
(kpa) agua = K (NH* " (vg) P

la aplicacién de dicha correlacién a los valores experimentales
se presentd® en la Fig. 42. Al mismo tiempo, las fermentaciones
preliminares realizadas en 14 litros mostraron la influencia del
kra sobre la produccidn sobre la produccién de estreptomicina
(?ig. 41) y consecuentemente el efecto de las variables N y Vg
(Fig. 40). Estos aspectos sugirieron que en la medida que se
pudiera mejorar la transferencia de oxigeno en el reactor, se
estaria favoreciendo de manera directa la produccién del
antibiético. Las acciones que se tomaron entonces, fueron 1las
siguientes: 1) aumentar el nmero de burbujas de aire en 1la
corriente de entrada, 2) incrementar la velocidad de
agitacién de los impulsores, y 3) aumentar 1la velocidad de
suministro de aire. ' '

Para incrementar el nlmero de burbujas, se probaron tres
diferentes difusores. Tomando como referencia los resultados de
las fermentaciones utilizando el difusor de un solo orificio, el
“incremento en la produccién especifica al emplear los difusores
de anillo y de placa porosa, fue de 14%., Con ambos se observd una
reduccidn en el tiempo de fermentacién,_ por lo dgue 1la
productividad volumétrica se incrementd en 60% para el difusor de
anillo y 80% para el de placa. La productividad especifica se
- incrementd 52% en ambos casos, estos resultados se presentan en
la Figura 63, Aunque la productividad volumétrica obtenida con
el difusor de placa porosa resultd® ser mds alta que con el de
anillo, 1la produccién y la productividad especificas resultaron
ser 1iguales con los dos difusores. Estos resultados, ademds de
otros aspectos como el problema del taponamiento de la placa
durante las fermentaciones, la dificultad para su limpieza y el
hecho de que con el difusor de anillo el reactor de 14 litros
puede describir un comportamiento hidrodindmico similar al que
se tiene en el - de planta piloto, fueron las razones dque
apoyaron el uso del difusor de anillo para optimizar las
condiciones de operacién en 1los fermentadores de 14 litros.
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Para analizar el efecto de la velocidad de agitacién se tomd
como punto de referencia 400 rpm. Los incrementos logrados en la
produccién especifica a 475, 550 y 625 rpm, fueron 118, 238 ¥
291%; en la productividad volumétrica 136, 275 y 441% y en la
productividad especifica 120, 240 y 426%, respectivamente. La
notable mejora en productividad, lograda a 625 rpm fue debido a
una reduccidén en el tiempo de fermentaclén. Estos resultados se
resumen en la Figura 64. '

Cuando se probaron diferentes velocidades de suministro de
aire al cultivo, se tomé como referencia la fermentacién
realizada con 0.5 wvvm. Los resultados obtenidos a 1.0 ¥y
1.5 vvm corresponden a mejoras de 24 y 12% en produccién
especifica, de 54 y 57% en la productividad volumétrica y de
65 y 50% en la productividad especifica, respectivamente. Estos
datos se presentan en 1la Figura 65. Como podr& observarse, los
resultados al utilizar 1.5 vvm no son mejores que los obtenidos
con 1,0 vvm, esto se debe a gque no hay una mejora en la
transferencia de oxigeno y dado que el caldo se hizo mds viscoso
por un incremento en la masa celular, repercutié directamente e
la produccién y productividad especificas. .

Con los resultados obtenidos se obtuvo la ecuacién 15 que
fue:

la cual se aplicé a otras expresiones empiricas que resaltan el
efecto del kya sobre el titulo de produccién (ecuaciédn 14), el
rendimiento (ecuacién 17) y la productividad (ecuacién 18). :

En las fermentaciones realizadas en 14 litros, también se
observé que al aumentar el kpa el microorganismo tendié a
aumentar su actividad celular que se reflejdé en el aumento de la
velocidad especifica de crecimiento maxima (w,,, Fig. 51). Estos
resultados sugieren que al incrementar la )éisponibilidad de
oxigeno en el cultivo, se estd permitiendo a las cé&lulas ser
mas eficientes tanto para actividades metab&dlicas como
biosintéticas. La explicacién de lo que estd sucediendo puede
darse desde dos puntos de vista uno fisico-quimice y otro

+ blogquimico.

Desde el punto de vista fisico-gquimico Wang y Fewkes (1977)
mencionan que al incrementarse la velocidad de agitacién, que es
la variable de mayor influencia sobre el Kk;a, ocasiona una mayor
disgregacién del micelio, de tal forma que se tiene una mayor
drea superficial de "células activas". Aunque la cepa de 8S.
qriseus empleada en este trabajo no tiende a formar agregados de
la misma manera gue lo hacen otras cepas. de Streptomyces, 1la
posibilidad de que un fendmeno semejante suceda gqueda abierta,
dado gue el microorganismo crece como micelio filamentoso. En
este caso, la agltacién puede hacer que los filamentos sean méas
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cortos, favoreciendo asi la transferencia de masa intracelular.
Un efecto de este tipo podria comprobarse haciendo observaciones
al microscopio y midiendo el tamafio de las células.

Desde el punto de vista bioquimico, Mukhopadhay y Ghose

(1976) mencionan que los requerimientos de 1las células por -

oxigeno son mAs pronunciados cuando hay competencia de éste
entre caminos biosintéticos y respiratorios. En estos Gltimos
estarfan incluidos tanto los mecanismos de elaboracién de
citocromos, como los mecanismos generadores de NADH que
finalmente es convertido a energia en forma de ATP. Este Gltimo,
a su vez, estd involucrado en el sistema de transporte activo del
oxigeno al interior de la células. Por otro lado, el oxigeno
puede también jugar un papel regulatorio sobre c¢iertas enzimas
biosintéticas y asi alterar caminos metabblicos, en tales casos
su participacién seria indirecta, tal vez mediada por 1la
disponibilidad de poder reductor y los niveles de ATP. En 1la
Figura 66 se presenta un esquema general de la participacién del
oxigeno en el metabolismo microbiano, en el puede observarse cobmo
el oxigeno estd involucrado directa o indirectamente en una gran
cantidad de eventos que suceden en el interior de la célula.

, Se ha mencionado que S. griseus utiliza dos vias de
degradacién de glucosa: la glicélisis (Embden-Meyerhof)} y 1la
hexosa monofosfato, también llamada pentosa fosfato &6 Warburg-
Dickens (Silverman y Rieder, 1960). La via hexosa-monofosfato
no es 1la principal via de generacién de energia, rinde la mitad
de ATP en relacidén a la glicélisis, pero provee las moléculas de
pentosa~-P necesarias para la sintesis de nuclebétidos y el NADPH
requerido como poder reductor. De acuerdo a Martin (1977), la
célula define la ruta que se va a sequir en funcién de los
niveles de fosfato en el medio, que finalmente actGan como un
control fino del ~ ATP sobre las enzimas responsables de la
ramificacién. : ‘

Cuando hay més disponibilidad de oxigeno en el medio, se
reduce la acumulacién de lactato y piruvato, comportamiento que
fue observado por el aumento en el pH del cultivo durante 1la
. fermentacidn. Esto hace pensar que la glucosa se esté
"metabolizando inicialmente via glicélisis, al haber més
disponibilidad de oxigeno el piruvato llega al ciclo del acido
citrico inmediatamente y se continia hacia la fosforilacién
oxidativa, lo que permite generar el ATP requerido para la
sintesis de material celular. Una vez que el ATP alcanza

ciertos niveles, se inhibe la actividad de la
fosfofructokinasa, lo que hace que se acumule fructosa-6-P, la
cual se transforma nuevamente en glucosa-6-P mediante la

fosfoglucosa isomerasa. Es entonces cuando la glucosa-6~P se
metaboliza via hexosa monofosfato lo que permite 1la generacioén
de poder reductor necesario para biosintesis. La conversién
de glucosa-6~P a 6-fosfoglucono-s-lactona es  irreversible vy
es controlada por el nivel de NaDpY, Si los
requerimientos celulares de NADPH, ribosa-5-P y ATP son bajos,
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entonces la reaccién no procede y se acumula glucosa-6-P. Es
entonces cuando esta glucosa-6-P se dirige hacia 1la ruta
biosintética de estreptomicina, donde de manera ordenada se
convierte en inositol-1-P, en glucosa-1-P y en glucosamina-6-P

que son los primeros intermediarios de 1la biosintesis de
estreptomicina. Las reacciones enzimAticas involucradas en este
camino aparentemente no son controladas por los niveles de

energia, las dos fosforilaciones que ocurren, son precedidas de
desfosforilaciones. Otros posibles puntos de control en el ciclo
del &cido citrico son las conversiones de piruvato en acetil CoA
y de isocitrato a oa-cetoglutarato, que se ven inhibidas por 1la
presencia de altos niveles de ATP. Al verse afectada la actividad
en este ciclo, la sintesis de material celular se podria también
ver reducida. En la Figura 67 se muestra un esquema en donde se
han integrado 1los caminos que toma la glucosa y los posibles
puntos de control citados.

Dado que practicamente en todos los casos el porcentaje de
incremento en masa celular fue muy bajo en relacién al aumento en
el titulo de estreptomicina, podria decirse gque las células

al estar siendo mads eficientes para la sintesis de
estreptomicina es porque bien podrian estar sujetas a un
control por carga energética, mecanismo en el cual los

caminos generadores de ATP (catabdélicos) se inhiben por altas
cargas energéticas, mientras que los caminos que requieren ATP
(anabdlicos) son estimulados por altas cargas de energia
(Stryer, 1988).

En virtud de que el oxigeno resulta ser un elemento esencial
en las fermentaciones de estreptomicina y que bien pudiera estar
involucrado en los caminos biosintéticos y de crecimiento de 1la
célula a través de un control de la carga energética, seria ideal
estudiar mids a fondo‘'el efecto del oxigeno a nivel de las enzimas
involucradas en la ramificacién de las rutas que toma la glucosa-
6-P en las fermentaciones de S. griseus. Aqui es necesario
enfatizar, que hasta la fecha no se han reportado estudios de
este tipo, tal vez, debido a que el oxigeno al ser un gas
presenta dificultades para ser manipulado, su baja solubilidad en
sistemas acuosos que se reduce m&s aln en presencia de sales,
ademds de la dificultad de rastrearlo dentro de las células,
son algunos aspectos gque han impedido el avance de estudios
encaminados a establecer el papel regulatorio del oxigeno en
caminos degradativos y bilosintéticos. Otro aspectoc no menos
interesante, seria tomar como base los resultados hasta ahora
obtenidos y sequir optimizando la fermentacién integrando el
nivel de oxigenacién a la 1lista de variables, es decir, que

. durante 1la optimizacién se traten simultdneamente las.

condiciones de operacidén y los ingredientes del medio de cultivo,

‘ya que no pueden descartarse ninguna de las variables que tienen

efecto sobre la actividad microbiana como son las relaciones
entre carbono, nitrdgeno, fosfato y oxigeno, ademés de la

fuerza iénica, el pH vy la presencia de estimuladores vy
cofactores, entre otros. : ‘
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VIII. CONCLUSIONES

1. Con un medio conteniendo levadura de cerveza autolisada,
glucosa, sales industriales grado alimenticio y agua de la llave,

ces griseus ATCC 12475 produjo un titulo de
estreptomicina de 240 mg/l en 3 dias, que fue el mds alto en
comparacién con otros medios probados, por lo que fue selecionado
para la produccién del antibiético.

2. El mismo medio de cultivo presenté ventajas para ser utilizado
durante la propagacién de las esporas del microorganismo.

3. 8. griseus ATCC 12475 mostré variabilidad en la produccién de
estreptomicina, de 4.28% en un mismo experimento y de 10.94% en
diferentes experimentos, por 1lo que se incluyeron tres
repeticiones de cada variable a evaluar.

4. El tipo de matraces, la fraccién de llenado de los mismos y la

velocidad de agitacién, influyeron de manera importante sobre la

produccién de estreptomicina, El1 titulo m&s alto, de 295 mg/l,
se alcanzé en matraces con deflectores de 250 ml conteniendo 50
ml de medio (fraccién de 1llenado de 0.2), a una velocidad de
agitacién de 200 rpm. .

5. E1l agua de la llave no afecté negativamente la produccién de

esEreptomicina y no se requirié la adicién de los elementos traza
+ ++ + .

Fe" ", Zn y ca’’,

6. A un pH inicial entre 5.5 y 6.5, se obtuvo el midximo titulo
del antibiético.

7.  El titulo de produccién de estreptomicina no se vié disminuido

al eliminar del medio de cultivo sulfato de magnesio y nitrato

de sodio, por lo que.se redujo a 4 el nGmero de ingredientes.

8. La metodologia de superficie ‘de respuesta mostré ser una
- herramienta Gtil para la optimizacién del medio de cultivo.

9, Con el medio optimizado se alcanzé un titulo de
estreptomicina de 421 mg/l, que corresponde a un aumento del 52%
- con respecto al medio sin optimizar.

10. En fermentadores de 14 1litros se confirmé que 1la
transferencia de oxigeno determina el titulo de estreptomicina.
El valor méds alto, de 835 mg/l en 3 dias, se alcanzé a una
velocidad de agitacién de 625 rpm y un suministro de aire a
través de un difusor de anillo, de 15 1l/min (1.5 vvm).
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11, Se obtuvo un modelo matemdtico que describe el efecto
conjunto de las velocidades de agitacién (N, expresada en seg-1)
y de aeracién (Vg, expresada en cm/seg) sobre el coeficieqﬁe de
transferencia de oxigeno (expresado en h~ en
fermentadores de 14 litros conlé ugor de anillo, que no ha sido
reportado hasta la fecha:

12. Se obtuvo un modelo mafematico que expresa la influencia del

(kra) 5 (expresado en h™") sobre el titulo de producciédn (EM),
que hag%a ahora no ha sido reportado:

EM = 9.21 (Kpa) aqua - 816.59

13, Se obtuvo un modelo matemidtico que expresa la productividad
volumétrica maxima, Pp,e (expggsada en mg/l x h) en funcién del

(kpa) a (expresado en min , que hasta la fecha no se ha
reporggg :

- : 3.57
Prax = 0:21 (K12)aqua

14. El rendimiento de producto en base a sustrato, EM/S
(expresado en mg/g glucosa) tambien se relaciondé con el (k a),

(expresado en min™*), mediante el siguiente modelo matematlco aue
no se ha reportado hasta ahora:

YEM/S = 24.45 (kLa)agua - 37.24

15. Adicionalmente se obtuvo up modelo matemdtico que expresa el
efecto del ua (en min™") sobﬁg la velocidad especifica de
crecimiento éﬁ (en h™), que al igual que las
expresiones anteriores, no’%a sido reportado a la fecha:
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16. La disponibilidad de las mananas presentes en las paredes

celulares de las levaduras, parece jugar un papel importante en
la produccién del antibiético por 8. griseus ATCC 12475, ya que
el titulo m&s alto se obtuvo con levadura de cerveza autolisada.
No obstante, el residuo de cerveceria parece ser una buena opcién
paraisustituir a la levadura de cerveza autolisada en el medio de
cultivo.

17. Cuando el proceso fermentativo se escalé a nivel de planta
piloto bajo el criterio de (kja),q,5 constante, se obtuvo un
titulo de estreptomicina de 5 ﬂé?l, que es muy cercano al
obtenido en 14 litros, sin embargo, éste se alcanzé a las 90 h de
fermentacién, posiblemente deblido al efecto del escalamiento
sobre el procesc mismo. '

18. La velocidad especifica de creciq}ento en la fase exponencial
(W pax) fue 0,121, 0.127 y 0,130 h™~, para las tres escalas de
operacién, matraces, 14 litros y planta piloto, respectivamente.

19. El incremento en la masa celular obtenido en las 3 escalas de
operacidén se ajustd a un modelo logistice de crecimiento, el cual
se ha explotado muy poco en el campo de las fermentaciones:

20. El1 modelc cinético de formacién de estreptomicina, que hasta
‘la fecha no ha sido reportado, mostré ser parcialmente asociado
al crecimiento microbiano en las 3 escalas de operacién.

21, El proceso fermentativo fue mejorado durante el desarrollo
del trabajo, ya que se logré incrementar el titulo de
estreptomicina en 3.4 veces Yy el titulo de produccidn
especifica en 2.3 veces. '

22, La experiencia adquirida al haber llevado este trabajo desde

. un nivel laboratorio hasta planta piloto, permitird sentar las
bases de la estrategia para desarrollar el proceso ahora con
cualguier mutante hiperproductora obtenida en el laboratorio, o
bien para adquirir, asimilar, adaptar y dominar una tecnologia
extranjera para la produccién fermentativa de estreptomicina, si
ese fuera el caso. A
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IX. RECOMENDACIONES

Al inicio de este trabajo quedd demostrado gque no es posible
confiar en la informacién existente sobre los titulos de
produccién de las cepas adquiridas, ya que hay muchos factores
gque no permiten reproducir los valores reportados. Entre estos
factores estidn la composicién de las materias primas utilizadas y
la adaptacién de los microorganismos a éstas. Realizar un
trabajo de esta naturaleza lleva muchos afios, mas adn si se trata
de cepas mejoradas de las cuales debe evaluarse su estabilidad.
De ahi la conveniencia de desarrollar una tecnologia propla que
ademds de generar un "“know-how!" adaptado a nuestros recursos,
permita acumular una experiencia valiosa en el momento de escalar
el proceso a nivel comercial.

Dos aspectos son fundamentales durante el desarrollo de una
tecnologia que sea atractiva comercialmente. Primero, que el
proceso sea eficiente, esto significa que se alcancen altas
productividades y rendimientos del antibiético, a través del

- manejo de cepas sobreproductoras. Segundo, que el proceso sea

econdémico, lo cual puede darse en la blsqueda de materias primas

de bajo costo y fAcil adquisicién y en la simplicidad de las
~operaciones de produccién y recuperacién.

En cuanto 'a la inve'stigacién que queda pendiente por
realizar si se desea desarrollar una tecnologia propia, se

- plantean los siguientes aspectos importantes:

1. Establecer programas para el constante mejoramiento genético
de la cepa con el fin de obtener cepas estables altamente
productoras.,

2, Adaptar las cepas mejoradas a los medios de cultivo
conteniendo materias primas industriales disponibles en el
mercado nacional, y evaluar la produccién de estreptomicina en
fermentadores de 14 litros,

3. Realizar estudios gue definan la metodologia mAs apropiada

para 1la preservacién de cepas sobreproductoras, por largos.

periodos de tiempo.

4., Realizar investigacién para esclarecer si la cepa utilizada
produce -manosidasa, con el fin de hacer las adecuacionee al
proceso fermentativo que permitan aumentar los titulos de
estreptomicina.

5. Evaluar el efecto de glutamato, lisina, glucosamina y proliné

sobre la produccién de estreptomicina, ya que de acuerdo a 1la
literatura éstos estimulan la blosintesis del antibiético.
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6. Estudiar los efectos del cambio de escala sobre el
comportamiento del microorganismo con el fin de optimizar el
proceso a nivel de planta piloto. El problema prioritario a
resolver seréd la reduccién de la fase de adaptacién.

7. Desarrollar los procesos de recuperaciédn de estreptomicina a
partir del caldo de fermentacién, con el fin de obtener datos que
retroalimenten la formulaciédn del medio de produccién. _

Otras recomendaciones generales son:

8. .Los cambios en la viscosidad a lo largo de la fermentacién,

hacen a los cultivos de S. griseus un modelo atractivo para

realizar estudios reolbgicos de fluidos no-Newtonianos.

9, Las ecuaciones que describen el efecto conjunto de 1la
agitacién y la aeracidn sobre la transferencia de oxigeno,
asil como el efecto de esta Gltima sobre la produccién de
estreptomicina, podrian ser empleadas para predecir el
comportamiento de la cepa en diferentes reactores.

10. Aplicar disefios experimentales con base estadistica para la

optimizacién de las condiciones de operaciédn de cualquier proceso
biotecnolégico.
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