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!NTROOUCC ION 

Los antibi6ticos se definen como sustancias químicas producidas por 
microorganismos, que inhiben el crecimiento de otros microorganismos 
en cantidades muy pequeñas { 114). 

La importancia de los antibi6ticos no se puede valorar unicamente 
desde el punto de vista terapeútico. Estos compuestos tienen también 
potencia 1 en otros campos: para crecimiento anima 1 como comp 1 emento 
alimenticio, {la bacitracina) y en la agricultura, donde es posible 
utilizarlos para inactivar hongos, levaduras, etc. 

En un período de un poco más de 35 años, 4000 antibióticos han sido 
descubiertos y solamente alrededor de unos ti, se producen industria}_ 
mente ~or procesos microbiológicos (58). Sin embargo, la industria 
farmacéutica continúa en la búsqueda de nuevos antibióticos. Se ha 
estimado que se descubren en número de 50 a 100 por cada año, pero 
muy pocos son 11 evadas a esca 1 a industria 1. 

En América Latina es muy elevado el consumo de estos compuestos; re­
presenta el 17.8% del consumo total de medicamentos {70). En la Ta--
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bla número 1, podemos apreciar cuál es de ellos son los de mayor con-

sumo. 

TABLA l. ANTIBIOTICOS DE MAYOR CONSUMO EN AMERICA LATINA 

ANTIBIOTICO " to ta 1 de consumo en " 
América Latina. 

Ampicil ina 30 

Tetraciclina 20 

Eritroroicina 15 

Penicilina 10 

Cloranfenicol 
1 

Cefalosporinas 

1 
Otros 15 

_i 

Fuente : ( 70 ) , informe Conacyt - 6 - APA 1980. 

Como puede observarse en la tabla anterior, la eritromicina ocupa un 

papel primordial en esta industria. Su utilizaci6n se debe fundamen­

talmente a la importancia terapéutica, como antibi6tico de amplio es­

pectro, con algunas ventajas adicionales. En dosis terapéuticas no 

es t6xico, ni presenta alteraciones en la flora nonnal del tracto qas­

trointestinal. Es también usado con frecuencia en casos de hipersen­

sibilidad a la penicilina ( 45). Los elementos arriba enumerados, 



dan cuenta de nuestro interés en el trabajo con este antibi6tico. 

La eritromfcina se produce a partir del StreptOH1Yces ervthreus, en un 

medio comolejo industrial, por el sistema de fennentaci6n en Batch, 

durante 200 horas, con variables normalmente medidas y controladas. 

El estudio del control de la fermentación ha atrafdo la atenci6n de 

Microbi6logos e Ingenieros Bioqufmfcos, con el objetivo de obtener la 

mayor cantidad de producto en la menor cantidad de tiempo, es decir 
aumentar la productividad. 

A nivel experimental se ha d.esarrollado un método para la producci6n 

en cultivo semicontfnuo, utfl izando un medio complejo. lograron aumen­

tar la productividad en 79% con relaci6n al proceso batch, P,or medio 

de estos resultados se pudo discernir que teniendo los requisitos nu­

tricfonales para el microorganismo, se retarda la degeneraci6n del or­

gañismo en el cultivo, factor importante en el proceso de biosfntesis 

de Eritromicina ( 15). El cultivo semi continuo es muy compl icadó para 

ser llevado a escala industrial. 

La producci6n de antibi6tfcos no se ha logrado desarrollar en cultivo 

contfnuo, puesto que la bfosfntesis. de estos metabol itos secundarios 

presenta peculiaridades con respecto a la producci6n de metabolitos 

primarios. Kuenzi ( 50) ha resumido en los siguientes puntos tales 

diferencias : 

l. Cambio de las propiedades ffsicas del medio, el incremento de 
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la viscosidad ha sido considerada la más importante. 

2. La produccl6n es muy lenta y las células se van degenerando. 

3. La multlpl1caci6n de células y la producci6n ocurren en fases 

diferentes. Es necesario optimizar condiciones en las dos fa­

ses. 

Importancia de la utilizaci6n de células inmovilizadas en 

producci6n de antibi6ticos. 

Este trabajo se· propone desarrollar un nuevo sistema de produccf6n de 

antibi6ticos, que pennita superar las limitaciones de la fermentaci6n 

tradicional en Batch, innovflizando células completas metab6lfcamente 

activas. en un soporte Que permita el cumplimiento de sus funciones 

biosintétfcas. 

En los últimos 15 años, la investigaci6n en materia de inmovfl ización 

de células, ha llegado hasta la aplicaci6n industrial. Estudios so­

bre i1111ovilizaci6n de microorganismos (61 ), ( 47 ), dan cuenta de las 

caracterfsticas de estos sistemas, razones para inmovfl izar .Y venta­

jas que ofrecen. ( 113) 



La inmovilizaci6n de c~lulas compl~tas de microorganismos, se ha cons­

tituido en un nuevo tipo de fermentación. A nivel experimental se ha 

avanzado en procesos de s!ntesis de metabo·1 itos primarios .v sobre to­

do en la inmovil izaci6n de células con determinada actividad enzimá­

tica, para evitar la purificaci6n de enzimas. En la Tabla número 2 

pueden apreciarse algunas reacciones llevadas a cabo por células in­

movilizadas. Aunque industrialmente sólo se han desarrollado proce­

sos monoenzimáticos. 

Para el caso de fermentación más complejas, caracterizadas por poseer 

mecanismos 1nultienzimáticos, podríamos decir que aún están en su in­

fancia ( 102 ) • 

Este proyecto propone ir más allá de la inmovilización de microorga­

nismos, para la producción de metabol itos primarios; se trata de si!]_ 

tetizar eritromicina (metabolito secundario), por células inmovili-­

zadas vivas, en un proceso biosintético que contempla una amplia y 

variada gama de reacciones multienzimáticas, de gran complejidad. 

Las ventajas del nuevos sistema las resumimos así: 

l. Evitar cambios f!sicos en el medio como la viscosidad. 

2. Inducir operaciones continuas en ooosici6n al sistema tradicio­

nal en batch. 

3. Capacidad para recargar el sistema, induciendo crecimiento y 

producci6n de células. 



TABLA 2. PROCESOS OE lNMOVillZf•ClON Y PRODUCTOS 

Mtcroor9•n1smo Soporte Reaccf6n Btbl iografla 

Enterobacter aerogenes K. Carragenina Producción 
2,3 butanod1ol ( 43) 

Streptomyces 
Eli'aeodiromogenes Col&gena Glucosa .,. fructosa ( 99) 

Streptomyc:es le.· S•cos de po l tés ter Hidrólisis de celulosa ( 34) 

Producción de ácido 
I· colt K Carragenina L. aspdrtico ( 93) 

Producción 

~·~~ .K Carragenina L. isoleuctna ( 93) 

Producción 
fi. suboxydans K Carragentna L. sarbosa ( 93) 

Producción 

i·~ K Carragcntna Etanol ( 108) 

Klebsiella pneumontae Colágeno Fijación de nitrógeno ( 92) 

Producción 
Pseudomona ~ K C?Y'r:!'jL!nina L. alantna ( 107) 

§_.e~ K Carragcntna Hidrólisis de sacarosa ( 29) 

Ttene enzimas con activ!-
dad invertasa 
Rhlzopus ntgricans Poi icramtda olginatos Hldrox11actón 11 a de pro· 

gesterona ( 53) 

~·~ Vtruta de madera ceram1ca Producción 
Etanol ¡~ga¡ 

E. coli ()iJitosan Produc.c!ón de l.triptofano 
lictTVTifad triptofano 
s tntetasa 
Clostridium buty11cum Al9inatode caleta Producción de n-butanol ( 49) 

Strepto!!J)'.ces grtseus Colágena Producción condic1dina 



4. Incremento de la producción por aumento de la densidad celular. 

5. Operar a altas tasas de dilución sin que se produzca Wash-out. 

6. Recuperación del producto a la sal ida del reactor, ahorrando el 

lar~o proceso de separación de sólidos y células, del sistema 

tradicional. 

Es importante destacar que las ventajas anteriormente enumeradas deben 

disminuir costos de producción. En el ·caso de antibióticos los costos 

de separación muchas veces representa el 60% del costo total del pro­

ceso {117). 

Oel desarrollo de bios!ntesis de antibióticos por este nuevos sistema, 

podr!amos decir que está dando sus primeros pasos aún a nivel experi­

mental, como se puede apreciar por la escasa cantidad de investigacio­

nes reportadas ( 29), (106) ;{B7}. 

En ·ostl! proyecto se ensayaron diferentes sistemasde innovil ización 

y soportes, al igual que se diseñaron los reactores que en cada caso 

fueron necesarios. 

Todo el trabajo se desarrolló en la perspectiva de sentar algunas bases 

en el desarrollo experimental de este nuevo sistema de fermentación, con 

inmovilización de células, que permita en el futuro desarrcllar un nuevo 
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sistema de feroantaci6n, con las ventajas anteriomente numeradlls 

ANTECEDENTES 

I. Metabolitos secundarios. 

Se definen como pequeñas moléculas sintetizadas por ciertos microorga­

nismos, generalmente en la fase tardfa del crecimiento. Estas molécu­

las no se requieren para que el microorganismo se desarrolle, pero se 

cree que tienen valor de sobrevivencia para el organismo que las pro­

duce. Entre los metabolitos secundarios más conocidos podemos citar 

los siguientes : antibi6ticos,micotoxinas y pigmentos. Estos general­

mente no se producen durante la fase rápida del crecimiento (tropofa­

se), sino que se forman en el paso siguiente {idiofase). La forma -

ci6n tardfa de estos idiolitos es uno de los mecanismos que utiliza 

el microorganismo para evitar el suicidio. En tropOfase los microor­

ganismos son sensibles a su propio antibi6tico y solamente durante la 

idiofase son fisiol6gicamente resistentes t 94). 

~: 

Para los metabolitos secundarios se han postulado las siguientes fun­

ciones : 

a. Se producen para sustituir un desbalance de metabol itos primarios 

que puede ocurrir cuando la velocidad de multiplicaci6n se dismi­

nuye, 



b. Papel ecológico de los metabol itas activos fannacológica y fisio­

lógicamente. Algunos de estos compuestos actúan en el metabol is­

mo como efectores o reguladores, al igual que las honnonas en 

plantas o en animales. Sin embargo, considerando el gran número 

de estos productos fonnados y que la cantidad de compuestos 

utilizados es pequeña, parece que su significado biológico es un 

raro proceso que permite su selección ( 97 ). 

c. Adem~s de las funciones postuladas anteriormente, estos metabo­

litos tienen importancia como elementos de transición en el paso 

de célula vegetativa a espora. Estudios real izados penniten ob­

servar que hay correlación y no interdépendencia entre la pr.oducción 

de metabolitos secundarios y la esporulación. La tirotricina 

estimula la esporulación cuando un cultivo de Bacillus brevis, 

(organismo que la produce), se incuba en glicerol con limitación 

de fuente de Nitrógeno. llay estímulo de la síntesis de RNA en 

lugar de inhibición ( 41). 

En estudios preliminares se habta observado que al final de la 

fase exponencial, aumentaba la síntesis de tirotricina y dismi­

nuía la síntesis de RNA ( 42). Así, no hay obligatoriedad entre 

la producción del antibiótico, la inhibición de síntesis de RNA 

y la esporulación. 

Hay posibilidades de que la fonnación del antibiótico y de espo-
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ras sean fenómenos independientes regulados por un mecanismo co­

mún de control, así la producción del antibiótico acompaña la 

esporulación. 

Regulación del metabolismo secundario. Aunque no está muy claro hay 

evidencia de que muchos de los mecanismos que regulan el metabolismo 

primario, están involucrados en el control del secundario ( 42). Por 

ejemplo, la actividad de enzimas del metabolismo secundario está au­

sente en la tropofase, sólo se detecta en niveles en que el crecimien­

to está limitado, o sea que puede haber represión catabólica; no se 

sabe si a nivel de transcripción o de traducción ( 31). 

Eil g~neral, la regulación de la biosintesis de metabol itos secunda -

rios está genéticamente detenninada . Los genes claramente reprimi­

dos durante el crecimiento, dejan de estarlo al final de·l mismo. Se 

conoce que la mutación tiene mayor efecto sobre la producción de me­

tabol itos secundarios (25 ). la mutación es el factor responsable 

para que aumente de 100 a 1000 veces la producción del antibiótico. 

Aunque no se conocen exactamente los mecanismos de regulación involu­

crados, Oemain (24 ) propone los siguientes puntos a considerar : 

l. Un inductor debe acumularse durante el crecimiento o añadirse 

al medio para que los genes de la idiofase se derrepriman. 

2. Un producto primario final ejerce represión de la vfa secundaria; 
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la desaparición de este compuesto derreprime los genes. 

3. El crecimiento en fuentes de carbono utilizables reprimen genes 

de la idiofase por represión catabólica. 

4. Ciertos caminos de la idiofase están reprimidos por una alta 

poza energética. La derrepresión ocurre cuando la formación de 

ATP disminuye. 

5. La i;NA pol imerasa de la tropofase es una enzima diferente de la 

RNA de 1 a id iofase. 

La dificultad para hiperproducir un metabol ita secundario estriba en 

la falta de conocimientos sobre las vías de biosfntesis y por ende a 

las modificaciones a que están sujetas. 

Sfntesis de metabol itas secundarios de Acti nomicetos. La síntesis 

de dichos metabolitos encierra secuencias multienzimáticas, preserva-

das por la naturaleza. Son ensamblajes heterog~neos de .los me-

tabol itos microbianos, los cuales proveen ventajas de sobrevivencia 

sobre el cultivo, por diferentes vías. 

Las s tntetaSi!S que actúan en 1 a producción de 1 os meta bol i tos secunda -

rios, tienen un tiempo de actividad muy corto comparado con el tiempo 

que un cultivo en batch, tarda en envejecer ( 26). En estudios rea-
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lizados con garamicina se detectaron sintetasas que se forman rápida­

mente al final de la fase exponencial, tienen su picb de reacción y 

son destrufdas e inactivadas inmediatamente. 

Los metabolitos secundarios se sintetizan siguiendo el desarrollo del 

carbono, por diferentes rutas metabólicas. 

El punt0 de partida es la glucosa que por gl icól is is o por vfa de las 

pentosas forma triosas; de esta manera se forma el piruvato, el cual 

entra al ciclo del ácido cftrico, para producir co2, agua y ATP. 

El metabolismo biológico acompañado de reacciones de óxido reducción, 

metilaciones biológicas y halogenaciones entre otras, hacen posible 

la fonnación de gran cantidad de estructuras qufmicas derivadas del 

camino biosintético principal. En cada uno de estos pasos los meta­

bolitos primarios dan algunas modificaciones a metabol itas secunda -

rios. Oebe mirarse la formación de algunos metabol itas secundarios 

de los actino[llicetos a la luz de estos caminos biosintéticos ( 88). 

Ver Figura 1). 

Dependiendo de 1 a vta metabólica que utilicen se obtienen meta bol i tos 

secundarios con las siguientes estructuras : 

Aminogl !cosidos: La glucosa se Integra intacta al esqueleto de estos 

compuestos, por ejemplo la Estreptomicina. O parte del esqueleto, a 

menudo corno molécula de gl icósido, unido al esqueleto derivado del 
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FIG.1 'RELACION ENTRE EL METABOLISMO PRIMARIO Y 
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Carbono por otro camino; ejemplo : en antibióticos macrólidos como la 

Eritrom1c1na. La incorporación de la molécula completa de glucosa es 

fenómeno característico de los actinomicetales, en contraste con los 

hongos donde raras veces ocurre. 

FIG.2 METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUCIOOS POR INCORPORAC!ON DEL ES­

QUELETO DE GLUCOSA INTACTO 

STREPTOMIClllA 

Compuestos rélacionados con los nucleósidn<. I • nlurno• ºº ... ,,, •• ··-



15 

por el ciclo de las pentosas fosfato, el cual provee la ribosa para la 

biosíntesis de nucleósidos. Los antibi6ticos nucleósidos difieren de 

los nucleósidos esenciales en la molécula de azúcar. 

FIG.3 HETABOLITOS PRODUCIDOS POR LA UTILIZACION DE GLUCOSA VIA PEN­

TOSA FOSFATO. 

AlOCllllllA 
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Vfa del Acido Shikimico • El ciclo de las pentosas fosfato también 

provee a la tetrosa que se condensa con una triosa para dar el ácido 

shikimico, que es el precursor de aminoácidos esenciales y de metabo­

litos secundarios aromáticos como el Cloranfenicol. Esta vía es qui­

zás la principal en la producci6n de compuestos aromáticos de actino­

llricetos. 

flG.4 METABOLlTOS SECUNDARlOS PRODUCIDOS POR VIA DEL ACIDO SHI­

QUIMICO. 

POLlCETIDOS Y POLIPROPIONATOS 

La glucosa pasa a trfosa, luego por via ácido pirúvico produce el ace-
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FW.5 BIOSlNTESIS DE POL
0

lPROPlO 
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tato que es la llave tanto para el metabolismo priJJJarf.o CQJOO secundari.Q, 

Por carbox1laci6n del acetato se produce malonato, y la condensación 

lineal de una molécula de acetato, con varias moHculas de malonato, 

posterior descarboxilaci6n y reducción, da como resultado ácidos gra­

sos. Se relaciona la biosintesis de ácidos grasos con una sintesis 

policétida. Esta ruta es más común en hongos que en actinom.fceta]es. 

A este grupo pertenecen antibióticos de suma importancia como las te­

tracicl inas. Hay una desviación de uste paso que es la vta poltpro­

pionato, el cual encierra una conden,;aci6n lineal de ácido propiónico 

y met11 mal6nico, en lugar de acético y mal6nico. Por esta vía se sin­

tetizaJa agl icona de la eritromicina, FIG.5. 

II. Eritromicina 

a. Generalidades. 

La Eritromicina pertenece al grupo de los antibióticos macr6li­

dos, lipof!licos básicos que poseen un anillo lactiii~ico. Sinte­

tizado por cepas de Streptomyces erythreus, y por algunas espe­

cies de g~nero Arthrobacter ( 51). Descubierta por Me Guire et 

al en 1952. Altamente efectiva contra muchos organismos Gram 

positivos y algunos Gram negativos. Se usa principalmente contra 

infecciones ocasionadas por streptococos del grupo A beta hemolí­

tico, neumococos y estafilococos ( 66). Se prescribe con mucha 

frecuencia, ya que su dosis terapéutica presenta muy baja toxi-
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cidad, no es alergénico ni daña la flora intestinal normal. Tam­

bién se usa en casos de hipersensibilidad a penici 1 ina ( 45 ) . 

Actúa como bacteriostático sin embargo, en concentraciones de 50 

a 1000 veces mayor puede ser bactericida ( 52). Su acción bac­

teriostática se debé a la propiedad que presenta como inhibidor 

de la síntesis de proteínas de las bacterias sensibles, no contra 

las células de los mamíferos. El mecanismo de inhibici6n se pre­

senta por la capacidad del antibiótico para enlazar las sub-uni­

dades 50 S ribosomales, de las bacterias que son sus blancos 

( 89), Una unidad de eritromicina se enlaza con una sub-unidad 

50 S a saturación ( 66 ), varias moléculas adicionales pueden ser 

enlazadas por separado a muy altas concentraciones del antibióti­

co; éstas indudablemente no están relacionadas con la acción bio­

lógica. La Eritromicina inhibe síntesis de proteínas después de 

la activación de aminoácidos y transferencia de estos al t RNA. 

Los mutantes resistentes a Eritromicina (60 ) , se han utilizado 

para definir el sitio específico de acción. En estas mutantes 

la resistencia al antibiótico se localiza en la región denomina­

da "de estreptomicina", muy probablemente en el sitio L4. Las 

mutantes resistentes a dicho antibiótico, tienen alterada la oc­

tava protefna de la sub-unidad 50 S ribosomal. La Eritromicina 

bloquea la poli A, dirigida a la incorporación de lisina, por la 

inhibición de la s!ntesis de péptidos (por alta polimerización) 
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de este aminoácido y estimulando la acumulación de pequeños ali-

g6meros del mismo. Similares efectos se consiguen incorporando 

fenil alanina. 

Los grupos funcionales de la molécula de Eritrornicina relaciona­

dos con la interacci6n en los ribosomas, se han determinado, uti-

1 izando varios macr61 idos y análogos que interfieren con el en-

l ,1ce de la Eritromicina marcada radiactivamente. Los dos azúca-

res son indispensables para la actividad biológica del antibi6-

tico. Presenta mejor capacidad de enlace cuando posee los dos 

azúcares. Otros grupos importantes son : los hidroxil 11, 12 y 

19, los dos hidroxil y 3 dimetil amina sobre la desosamina y el 

grupo 3 metoxi en la cladinosa ( 66). 

b. Estructura qufmica de las Eritromicinas. 

Se conocen cinco tipos de eritromicinas: A, B, C, O y E. Estas 

tienen en común un anillo lact6nico polifunclonal altamente sus­

tituido. Un amino azúcar y un azúcar neutro. Su diferencia ra­

dica en los diferentes sustituyentes del anillo lact6nico y las 
' 

azúcares especificas que posee cada tipo de Eritromicina, como 

se aprecia en la figura siguiente. 

La Eritromlcina A es la forma más común y ampliamente rJsada para 

la investigación clfnica, por presentar mayor actividad antimi-



21 

crobiana ( 55}. También la Eritromicina E tiene probada acci6n 

antimicrobiana. El eritronol ido B generalmente se utiliza como 

PI0.8. Eatl'llCt•ro o.1-.. Dt Le• 
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agente antipirético ( 58). 

c. Propiedades fisicoguímicas 

La Eritromicina es un compuesto que forma cristales incoloros en 

cloroformo o acetona. Es una sustancia básica ligeramente soluble 

en agua y lábil en medio ácido, con un pKa B.6, proporcionado por 

el grupo amino de la desosamina. Cuando se administra por vía 

oral, se hace utilizando ésteres capaces de resistir la aciclez 

estomacal (66 ). La Eritromicina A tiene un peso molecular de 

733,9. Punto de fusión entre 135-140 grados centígrados. Rota-

25 25 ción especifica [aJ 0 73,5 en metanol y [aJ 0 61,99 en etanol. 

d, Biosíntesis. 

Existe una analogia entre la ruta metab61 ica que sigue la bio -

sfntesis de la Eritromicina y la sintesis de ácidos grasos. La 

Eritromicina se forma por la condensación de una molécula de 

propionil coenzima A y 6 de 2 metil malonil coenzima A. La forma­

ción de propionil coenzima A, está precedida por la activación 

de la propionil cinasa y acil coenzima A fosfotransferasa. La 

energía libre necesaria para la síntesis del eritron6lido se ob­

tiene de las descarboxilaciones sucesivas de 2 metil malonil co­

enzima A durante las reacciones de condensación. La metil malo­

nil coenzima A, puede derivarse de al!¡unos aminoácidos : alanina, 
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valina, treonina, isoleucina, metionina ( 86 ). 

La síntesis del desoxieritron61 ido requiere de un complejo multi­

enzimHico, no disociable y activado por flavin-mononucleótido y 

cofactores como el fosfato de nicotin adenin dinucle6tido (Nf1DPll)en 

mucho menor cantidad que en la síntesis de ácidos grasos ( 56 ). 

El 6 desoxieritron6lido se hidroliza posteriormente, sufriendo 

dos glicosidaciones ( 90 ) y metilaciones antes de ser eritromi­

cina biológicamente activa. El eritron6lido Bes el producto 

hidroxil ado del 6 desoxieri tron61 ido, se condensa secuencialmente 

con los azúcares micarosa y desosamina, para dar la Eritromicina 

D. El eritron6lido B que es el intennediario, al ser nuevamente 

hidroxilado se transforma en Eritromicina C, que por metilación 

produce Eritromicina A ( 39). El papel de la metionina en la 

fonnaci6n de Eritromicina A, se demostró en mutantes auxótrofos 

a metionina ( 66). La concentración de Eri tromicina C en fase 

temprana de la formación del antibiótico es más o menos igual que 

la Eritromicina A, en la fa~e tardía la concentración de C decli­

na. los mutantes auxótrofos a metionina favorecen la formación 

de Eritromicina C. 

A continuación tenemos un esquema propuesto por H. Grisebach, para 

explicar la bios!ntesis de Eritromicina, según la siguiente secuen­

cia de reacciones (Figura 7), 
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FIO 7. BDSINTESIS DE ERITROMICINA . 
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e. Regulación de biosfntesis de Eritromicina. 

Regulaci6n por producto final. La biosfntesis de algunos ar¡tibió­

ticos está inhibida por la acumulaci6n del producto final (59) .El 

cloranfenicol parece regular su propia sfntesis (54 ). En estrep­

tomicina y ristomicina los mutantes son mejores productores ( 103). 

En vías secundarias donde el metabolismo primario final es el 

precursor de un metabo 1 ito secundario, 1 a eliminación de la re­

troregul ación en la vía de biosfntesis del metabolito primario, 

tiene como resultado una mayor producci6n del secundario. Muchos 

caminos blosintéticos secundarios comparten intermediarios con 

las vfas primarias, en tales casos la retroregulación de una de 

las enzimas tempranas por el metabolito primario, disminuiría la 

producción del secundario. La adición de lisina al medio de cre­

cimiento de ~· crysogenum, reduce la formación de penicilina 

( 22 ). 

En antibi6ticos macrólidos, en el caso especial de la Eritromici­

na, no se han reportado este tipo de resultados, pero se ha pro­

bado que estimula su propia producción. Concentraciones de 

2 mg/ml de Eritromicina adicionados al cuarto dfa de la fermenta­

ción, aumenta casi en un 50% la velocidad de síntesis del antimi-
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crobiano, en medio compleJo (84). 

En estudios realizados con aminoácidos (glicina, alanfna, seri­

na, valfna, leucina y treonina) se obtuvieron los siguientes re­

sultados : solamente la glicina se incorpora corno fuente de Car­

bono y de Nitrógeno con aumento notable de la producción. Con 

los otros aminoácidos no se observó este fenómeno (incorpora -

ción como fuente de C y N) se detecta un aumento en la produc­

ción de biornasa pero no aumenta sensiblemente la producción del 

antibiótico. 

Recientes estudios real izados en medios de cultivo comerciales 

para la producción de Eritromicina, mostraron dos aspectos im­

portantes en relación con las fuentes de nitrógeno : 

a. La limitación de una de las fuentes de nitrógeno, como sul­

fato de amonio favorece la producción de Eritrornicina. 

b. Se deterrni nó que 1 a úrea utilizada corno fuente de carbono, 

solamente es adecuada en concentraciones menores a 1.2 g/l ( 77). 

Regulación por fosfatos. Es necesario que algunas fermentacio­

nes se lleven a cabo en concentraciones subóptimas de fosfato 
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( 95), ( 23). Según Martln, 1977, la mfoima concentración inhi­

bitoria de fosfato inorgánico se encuentra entre 1 y 50 n~·I para 

diferentes antibióticos. Para el caso de Eritromicina 4 mM in­

hibe la producción ( 77). 

Estimulación por Propanol. El propanol estimula la producción 

de Eritromicina, cuando es adicionado al medio de fermentación 

después de dos dfas de iniciarse la misma. Las concentraciones 

en que se adiciona debe ser inferior a 5 g/l; cuando se adicio­

na en concentraciones mayores o antes de iniciar el crecimiento, 

el efecto que se produce es de inhibición del crecimiento y 

por ende de la producción. Como precursor induce la actividad 

de la propionil coenzima A, carboxilasa de ~· erythreus. Este 

efecto estimulatorio parece tener lugar a nivel de transcrip -

ci6n ( 71). 

f. PRODUCCION DE ERITROMICINA POR FERMENTACIOll TRADICIONAL EN BATCH 

La Eritromicina se obtiene a partir del Streptomyces erythr~, en un 

medio complejo industrial por fermentación en batch, durante 200 ho­

ras, con variables nonnalmente medidas y controladas, las cuales se 

resumen en la tabla 4. 

Estudios desarrollados en el campo están orientados a obtener mayor 
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TABLA 4. VARIABLES NORMALMENTE MEDIOAS Y CONTROLADAS DURANTE EL CURSO 

DE UNA FERMENTACION DE ANTIB[QT!COS. 

Contfnuamente 

Temperatura 
Velocidad de agitación 
Velocidad de flujo de aire 

Presión 

Temperatura 

Espuma 

Oxfgeno disuelto 

Consumo de oxfgeno 

Adición de nutrientes, ácido ,base y 
antiespumantes. 

Discontfnuamente 

Crecimiento, paquete mice-
1 iar, material seco y cons 
tituyentes celulares. 

Producto formado 

Consumo de nutrientes 

productividad utilizando para ello el trabajo con ciertas variables 

que determinan la producción del antibi6tico. Entre otros tenemos los 

siguientes : 

Estudios sobre cinética de producción del antibiótico ( 64}. Optimi­

zación de la producción controlando pH y temperatura, logrando aumen­

tar en un 30% la productividad (110). El oxfgeno disuelto es un fac­

tor importante a determinar, se sabe que para obtener mejor producci6n 
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de Eritromicina, es necesario eliminar la limitación de oxigeno du-

rante la producción del in6culo. Esto puede alcanzarse aumentan-

do la velocidad del impulsor preferiblemente ( 67 ). La demanda de 

oxigeno depende del consumo de sustrato, as! el nivel de oxigeno di­

suelto puede ser guardado con lfmites predeterminados, escogiendo un 

apropiado f1 ujo de sustrato. La presión en el fermentador es amplia­

mente utilizada para aumentar el oxigeno disuelto; sin embargo, una 

presión muy alta aumenta la concentración de co2 disuelto, causando 

daño a las células ( 50 ). 

La cantidad de inóculo influye cualitativamente en la producción de 

Eritromicina. Un aumento en la concentración de biomasa disminuye el 

K1)28). Se comprobó también que hay autólisis del microorganismo -

productor del antibiótico; ésta se indujo por deficiencia de oxigeno 

o variaciones de temperatura. 

La agitación mecánica tiene gran influencia en la fermentación. Si se 

tiene una distribución unifonne de los componentes, facilita la trans­

ferencia de oxigeno, nutrientes y calor. También la morfologfa celu­

lar esU detenninada por la agitación; si es muy intensa parte el mi­

celio en pequeños fragmentos, las hifas más largas se mantienene con 

una agitación más lenta; disminuyen la viscosidad, Las más cortas 

dan mayor viscosidad y mejor transferencia de masa ( 50). 
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11 l.CARACTERI STICAS DEL· MI CROORGAN 1 SMO 

ASPECTOS GENERALES. 

Para el desarrollo de este trabajo utilizamos una cepa de tipo indus­

trial de un actinomiceto : Streptomyces erythreus, de alta producti­

vidad. 

Los actinomicetos han sido.considerados por los Bacteri61 ogos como 

bacterias y por los Micologistas como hongos; ahora se les acepta ge­

neralmente como bacterias. 

Los actinomicetos tienen gran cantidad de grupos de bacterias, las 

cuales tienen en común hifas durante el crecimiento; aunque algunas 

especies las muestran únicamente en cultivo sólido. En el género 

Streptomyces los filamentos desarrollados son fuertes y muy raramente 

fragmentados. El micelio aéreo lleva generalmente cadenas de 50 es -

paras, pero en algunas especies estas son relativamente cortas, de 

5 a 10 ( 19 ) • 

Las esporas son artrosporas formadas por septaci6n regular de una hi­

fa encerrada en una cubierta fibrosa. En algunas especies la cubierta 

persiste y cubre la espora desprendida. En otras las artrosporas ma-
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duran con pérdida de la cubierta y se liberan de la cadena sin cu -

bierta. Esta es responsable de la apáriencia de las esporas. 

Los Streptornyces tienen un olor a tierra caracterfstico; por el color 

del micelio aéreo se denominan por ejemplo niveus si es blanco,~·.!!!±:. 

seus si es gris, etc. 

Todos los Streptomyces tienen la estructura típica de céluas procarió­

ticas, no tienen membrana nuclear, ni mitocondria o retículo con poli­

ribosomas. Las membranas están definidas como plasma membranas y ra­

mificaciones de ellas, que forman una típica unidad, con 10 nm de diá-

metro, paralelo a la pared celular. Parecen ser otras bacterias Gram 

positivas, las superficies externas estfo cubiertas por pequeñas par­

tículas. El material~nuclear tiene finas fibrillas, el cual está si­

tuado generalmente en la regi6n central de la célula. Pueden estar 

relativamente dispersos u organizados en agregados más compactos; las 

fibrillas generalmente se unen longitudinalmente a lo largo de la hifa. 

El material se divide en dos, previo a la delimitación de células o 

esporas. Las partículas ribosomales son numerosas e~ la mayoría de 

las células. Poseen además mesosomas (100). 

Esporas. Las esporas se forman por reorganizaci6n del citoplasma y 

formaci6n de nuevo material de pared celular. Se pueden clasificar 

de acuerdo con la cubierta; por la presencia o ausencia de ella en la 

pared de la hifa de la célula madre. La presencia de cubierta coincide 
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con la presencia de micelio aéreo. La cubierta tiene muy poco o no 

tiene efecto sobre la formaci6n de esporas, pero puede influir en la 

determinaci6n del camino por el cual las esporas se liberan. Ya sea 

por la fragmentaci6n de la hifa sin cubierta como el caso de Micros­

pora; O fragmentaci6n de la hifa con cubierta en el caso de part!cu­

las de Streptomyces. Resultados de análisis realizados indican que la 

cubierta está compuesta de elementos finos fibrilares y material 

amorfo ( 46 ) . 

Las esporas maduras de Streptomyces fil, no se diferencian fácilmente 

de la forma vegetativa .de las células en microscopio de contraste de 

fases, porque su coeficiente de refracci6n está cerca del que tiene 

la forma vegetativa. Se pueden diferenciar por tinciones selectivas 

o suspendiéndolas en agua; las esporas colorean más fácilmente. 

La pared de la espora es aproximadamente 1.5 a 2.0 veces más gruesa 

que la de la célula vegetativa y se pueden distinguir dos o tres ce­

pas en algunos casos. Las paredes del micelio vegetativo en la mayo­

da de los Streptomyces son sensibles a 1 a 1 i sosima, pero las esporas 

parecen ser resistentes. Y las propiedades electroforéticas de las es­

poras cambian después del tratamiento con lisosima. 

Es posible diferenciarlas además por la resistencia a la digesti6n en 

KOH en soluci6n al 15%. Ni en esporas, ni en células vegetativas se 

han hallado ácidos teicoicos. 
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IV. CONDICIONES DE CRECIMIENTO. 

Los 111icroorganismos son fonnas de vida, con una gran capacidad de -­

adaptación a diversas condiciones ambientales. Esta adaptación viene 

acompañada de la reorganización de estructuras macromoleculares, la 

inducción y/o represión de sistemas enzimáticos y re localización del 

111aterial celular. La composición de la célula varfa en función de tE!!I!. 

peratura, pH, fuerza iónica y nutrientes que están en el medio. La 

li111itación de alguno de los nutrientes puede hacer que cambien algu-­

nas acciones metabólicas de la célula. En la Tabla 5 (descrita por 

Daniel L.C.Wang et al (1978) (94), puede apreciarse algunos fenómenos 

que acontecen cuando limitamos una fuente de nutrientes específica. 

TABLA 5. LIHITACION DE NUTRIENTES Y SU POSIBLE MODO DE ACCION. 

Nutriente 1 imitado Medio de acción 

Fuente de Carbono Restringe la disponibilidad de C, par< 
biosfntesis de energfa. 

Nitrógeno o sulfuro Restringe síntesis de prote!na 
Fosfato Restringe s!ntesis de ácidos nucleicos 

y/o producción de energfa. 

:agnesio o Potasio Restringe sfntesis de ácidos nucleicos 
o pared celular y/o estructura de mem-
brana o permeabilidad. 
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Basados en esta hip6tesis es de esperarse que 1 ir1itando un nutrien-

te apropiado, puede restringir alsuna actividad metab61 ica, mi en -

tras se continúan las otras a la misma velocidad. 

Si observamos la composici6n celular, podemos tener una imagen de los 

requerimientos que se deben tener en cuenta para un cultivo celular. 

Un microorganismo cosechado en fase exponencial, tiene en peso seco 

los siguientes componentes : 

DNA 

RNA 

Protefna 

Polisacáridos 

L ípidos 

2 a 3 % 

10 a 15% 

40 a 60% 

15 a 20% 

10 a 15% 

Según Pirt 1975, hay cinco requisitos fundamentales para el crecimien­

to de un microorganismo en un cultivo : 

l. Fuente de energía 

2. Nutrientes para proveer de los materiales esenciales de los cua­

les se sintetiza biomasa. 

3. Ausencia de inhibidores que eviten el crecimiento 

4. In6culo viable 

5. Condiciones fisicoqufmicas óptimas. 
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Para diseñar un medio de cultivo es necesario tener en cuenta el me­

tabolismo primario y secundario del microorganismo; desafortunadamen­

te es muy raro que se puedan tener estudios completos de tales meta­

bilismos. El medio debe responder hasta donde sea posible, a los re­

querimientos del microorganismo. Debe tener : 

Fuente de Nitrógeno : Debe haber suficiente n·itrógeno disponible para 

la producción de biomasa. Muchos microorganismos utilizan Nitrógeno 

inorgfoico en forma de nitrato de amonio, pero en estos casos general­

mente se estimula el crecimiento adicionando nitrógeno org~nico. 

Fuente de energía: Generalmente constituida por carbohidratos o 

l!pidos, pero el esqueleto de carbono de la fuente de nitrógeno tam-­

bién contribuye. 

Medio de producción : No basta el diseño de un buen medio de crecimien­

to para obtener una producción adecuada, el medio de fermentación debe 

inducir la producción del metabol ita secundario; para ello deben 1 imi­

tarse nutrientes, como el control de carbohidratos, la limitación por 

Nitrógeno es menos común. 

Es importante tener en cuenta que el balance C/N es un factor que in­

fluye en la fermentación, permitiendo controlar el crecimiento y la 



3ó 

producción del antibiótico. La adición de precursor es obvio que po­

sibilita el estfmulo del metabolismo secundario, aunque para ello 

es indispensable el conocimiento de la secuencia bioqufmica. En con­

clusión, el diseño de un medio óptimo debe reunir las siguientes con­

diciones: 

a. Satisfacer las demandas nutriciona les del microorganismo. 

b. Que sea barato 

c. Que pueda ser sustitufdo por materias primas de contenido quf­

mico similar, para producción industrial. 
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V, lnmovilizaci6n 

La inrr.ovil ización de células como nuevo sistema de bioconversiones ha 

despertado mucho interés en los últimos diez años. Su investigación 

se ha orientado a la optimización de procesos en Biotecnología, En-­

tre los cuales se podrían mencionar los siguientes: 

Reacciones monoenzimáticas. Tales como degradación, hidrólisis, 

isomerización, etc. 

Reacciones multienzimáticas. En las cuales se requiere que esté 

en completa actividad la maquinaria metabólica celular. Como en el caso 

de los antibióticos y producción de alcohol. 

Estos sistemas ofrecen ventajas, entre las cuales se pueden relievar: 

a) No es necesario purificar la enzima 

b) No se requieren cofactores 

c) No se pierde mucha actividad 

d) Se puede operar a altas tasas de dilución sin que se produzca wash­

out, 

c) Hay posibilidad de acelerar la reacción, debido al incremento de la 

concentración celular por unidad de área, 

Las células inmovilizadas se pueden considerar en estado estacionario 
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inducido por deficiencia de nutrientes. La estabilidad de estos siste­

mas depende de 1 as enzimas invo 1 ucradas en estos procesos sintéticos; 

así las células sólo pueden ser mantenidas por períodos de tiempo de-­

·:erminados con toda su actividad metabólica presente. La inactivación 

st puede producir por desnaturalización de enzimas, pérdida de metabo­

litos intennediarios, escasez de nutrientes, inhibición por otros met! 

bolitas; variaciones de pH, presión osomótica en torno a las macrorno-­

lécula;. 

METOOOS OE INMOVILIZACION 

Los Método; de inmovilización de células, son básicamente los rnisrnos -

métodos utilizados en inmovilización de enzimas. 

En la Tabla número 6, está la clasificación de las técnicas utilizadas 

para inmovilizar, factores que influyen en cada caso y algunos soportes 

utilizados. La Figura 7A, dá una visión más gráfica de los fenómenos -

que se suceden. 

Dichos métodos se pueden clasificar de la siguiente manera: 

l.~: 

La adsorción de células engloba la formación de un gran número de unio­

nes por puentes de hidrógeno. 
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T A B L A No. 6 

HETODOS DE INHOYILIZACION PARA CELULAS 

TEéNICAS DE IlflOYILIZACiot FACTORES QUE INFLUYEN SOPORTES 

Composici6n de pared ce Cer&mtca 
lular -

Tezontle 

Propiedades Carga 
Vidrio 

Celulares Edad 

Caracterlstfcas de ere-
cimiento 

AOSORCION 

Composicf6n 

Propiedades Carga superficial 
del soporte 

Area de superficie 

pH 

Propiedades Estructura celular Agar 
Celulares uniforme 

Alginatos 
ATRAPAHIENTO Tamano 

Propiedades Carragenina 
del soporte Forma de gelificact6n 

Celofán 
pH 

Acrllamida 
Propiedades Composición de pa-
Celulares red celular y carga lsoc1anato 

El/LACE COYALENTE Propl edades Grupos funclona 1 es l'm1nos11anos 
del soporte y carga superficial Glutaraldehido 



FIGURA 7. A DIAGRAMAS DE LOS DIFERENTES SISTEllAS DE INl:OVILIZACION 40 

A T R A P ~ M I E N T O 

ENCAPSU LACION 

EN T R r. e Fu z A~· I r l1 To 

ENLACE COVALEHTE 

ADSOPCION 
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La adsorción depende de la naturaleza'de la carga de la pared celular 

la cual está distribuida, de acuerdo a los grupos amino y carboxilo. 

Es inespecifica y la estabilidad está detenninada por la velocidad 

de deserción de las células del soporte; este fenómeno se ve incre--­

mentado por cambios de pfl o por fuerza inónica; cuando se adsorben 

las células solo en la superficie del soporte, también por fluido rá­

pido o por contacto con burbujas de aire se sueltan. Es desventajoso 

el hecho de que sólo un número pequeño de las células expuestas al S,9_ 

porte se inmovilicen. Una ventaja es la recuperación del catalizador 

por deserción cambiando bruscamente el pH o la fuerza inónica. 

2. Atrapamiento. 

a. Atrapamiento :!!l. geles: 

Este sistema se ha desarrollado en hidrogeles; es una técnica co­

múnmente aplicada, versátil y puede utilizarse en cualquier tipo 

de células. El atrapamiento puede realizarse por enlace covalente 

como es el caso de la pal icrilai;iida; por fuerza iónica como la in­

movilización en alginato de calcio. Los poros de la matriz que tie­

ne atrapadas las células, deben ser suficientemente grandes para 

permitir una difusión razonable de los componentes del medio de 

cultivo hacia el i.nterior y del producto hacia 'afuera. 
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b. Encapsulaci6n: 

Las células son reteni.das dentro de una membrana semipenneable, que 

pennite al sustrato y al producto difundirse con relativa 1 ibertad. 

3. Enlace Covalente 

Las células se acoplan directamente a un soporte activado. La unión pue­

de hacerse a cualquier componente reactivo de la superficie celular; 

amino, carboxilo, sulfidrilo, imidazol o grupos fen61 icos de protefnas 

que también pueden ser utilizados. Tienen la ventaja de que las unio­

nes a la superficie, se hacen por un enlace estable por largos perfo­

dos de tiempo, asf el rompimiento celular '!Stá minimizado. 

Los Soportes 

Los soportes para inmovilización de células, deben poseer caracterfs­

ticas importantes como son: 

a. Resistencia a}.! degradación microbiológica: 

Los soportes ricos en fuente de carbono como el almidón, o ricos en 

fuente de nitrógeno como las protefnas son potencialmente buenos 

nutrientes para los microorganismos. 
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b. Estabilidad ténnica: 

Debe resistir las temperaturas de operaci6n sin alterar su confi­

guración. 

c. Fonna 'i tamaño~ partlcula: 

Estas dos caracterfsticas tienen su máxima importancia con respec-

to a 1 a operación de los reactores. 

Las partfculas grandes disminuyen la caída de presión ,Y la difusión 

e impide qúe los nutrientes lle~en a las células. Con partículas de 

tamaño n,rande se desaprovecha la actividad de la mayor parte de las 

. células inmovilizadas. 

d. No ~reaccionar~ g! producto: 

e ~~de fácil adquisición, manejo y_~.!.-ª. medi­

.!!!. ~~posibilidades .!!.!!.!:. ~puedan reactivar ~ 

células. 

f. b!_r..uiillnc~a mecánica 
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VI. Reactores 

Biorreactores: Son recipientes en los cuales se llevan a cabo reac-­

ciones bioquímicas,ya sea de enzimas libres o por células microbiana5 

La selecci6n del reactor depende de algunos criterios específicos (109) 

l. Propiedades físicas y químicas del medio de cultivo 

2. Naturaleza del material del soporte 

3. Tipo de células inmovilizadas 

4. Tipo de reacciones que se llevan a cabo 

5, Naturaleza del producto de reacción 

Para el diseño del reactor se debe tener en cuenta además de las ca­

racterísticas arriba enumaradas: el fujo, las características de me~ 

clado, el modo de operación, la concentración de reactantes también 

juega un papel importante, en el caso de reacciones enzimáticas. 

Los reactores biológicos se clasifican según su modo de operación y 

características de flujo de la siguiente manera (115). 



FORMA DE OPERAC!ON 

I Intenni tente 

Il Continuos 

* (115) 

Tanque agitado: 
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* REACTORES B!OLOGICOS 

CARACTERISTICAS DE 
FLUJO 

Mezc 1 ado perfecto 

Flujo pistón 

Mezc 1 ado perfecto 

TI PO DE REACTOR 

Reactor tanque agitado 

Co 1 umna empacada 
Columna fluidizada 
Tubo enzima 
Enzima capa fina 
Fibra porosa 

Un solo reactor tanqu1 
agitado continuo (CSTR 
o múltiple (CSTR) 

Es el tipo más simple, está constituido por un tanque y un agitador. 

Puede ser tipo Batch o continuo. 

Los reactores tipo Batch se cargan una sola vez y se cosecha al final. 

El Batch es un sistema cerrado con respecto al cambio de materia con 

el medio ambiente (6). 

En los reactores continuos, hay alimentación y sal ida continua, es un 

sistema abierto con respecto al cambio de materia por el medio ambie~ 

te. 
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Columnas empacadas. 

Son las más ampliamente usadas para células y enzimas inmovilizadas , 

según la fonna como fluje el sustrato, pueden ser de tres tipo: 

Flu.1o ascendente 

Flujo descendente, y 

Recirculaci6n 

Reactores de lecho fluidizado. 

El liquido fluye a través de las partículas sólidas. la máxima velo-­

cfdad de flujo es el punto en el cual todas las partículas se resus-­

penden en el flujo de gas. 

la biofluidizaci6n ha sido definida como la aplicaci6n de principios 

básicos de fluidizaci6n a bioprocesos donde se usan microorganismos 

completos o células libres. En la literatura hay tres ~reas de aplic! 

ción (5). 

l. Enzimas fomovfffraita-s sobre una matriz s6lfda. 

2. Biofluidizaci6n de cultivos puros de células inmovilizadas sobre 
una matriz s6lida, 

3. En tratamiento de desechos. 
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Reactores de flujo continuo con tangue agitado: En el vaso se agita 
I 

vigorosamente, se mezcla para tener c,omposicion uniforme. La caneen -

tracio'n de oxigeno disuelto es la misma a través de la fase líquida. 

Una lógica similar puede aplicarse para la transferencia de calor, 

problema ocasionado por el crecimiento microbiano, el vaso agitado 

puede remover adecuadamente el calor equipado con un buen controlador 

de temperatura. El sustrato se hace pasar del tanque agitado a la co­

lumna donde se hallan las células inmovilizadas. 
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OBJETIVOS 

l. Producir Eritromicina por el método de inmovil izac16n de célu­

las completas. Utilizando un soporte que permita a las células 

atrapadas mantener todas sus funciones metaból leas, para produ­

cir el antibi6tic1i. 

2. Comparar el método de producción de Eritromicina, por células 

inmovilizadas vivas, con la producción por fermentación tra -

dicional en Batch. 

3. Optimizar el nuevo método, con el propósito de disminuir los 

costos de producción, para poderlo aplicar en mayor escala. · 
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METODOLOGIA GENERAL 

El esquema general de trabajo se desarroll6 considerando los siguien­

tes aspectos fundamentales : 

l. Caracterización del microorganismo 

2. IM10vil fzaci6n 

3, Operaci6n de reactores. 

l. ESTUDIO DE LAS CARACTER!STICAS DEL MiCROORGANISMO. 

Antes de iniciar el proceso de imJov1lizaci6n, debe haberf!miliariza­

ci6n con el manejo del microorganismo : mantenimiento de la cepa, ca­

racterfsticas de esporulación y medios de cultivo. Buscar condiciones 

ambientales adecuadas : pH, temperatura y aireaci6n. Seguir la curva 

de crecimiento del microorganismo, midiendo producción del antibiótico 

y consumo de sustrato (azúcares). 

Est~ claro que debe buscarse la edad del cultivo óptima para la inno­

vilfzacfón del microorganismo. Hay una correlación entre la edad del 
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cultivo y la actividad de las células inmovilizadas. Los resultados 

de estos experimentos están reportados en el Capitulo de CARACTERIS­

TICAS DEL MICROORGANISMO. 

2. INMOVIL!ZACION. 

Para desarrollar este aspecto nos apoyamos en los datos obtenidos en 

la prirr.era parte del trabajo. Los métodos de i1111ovilizaci6n utiliza­

dos, los soportes, y las caracter'isticas particulares de cada proceso 

están descritas en el Capftulo de INMOVILIZACION. Nos importa desta­

car aquf el esquema general sobre el cual edificamos nuestro trabajo. 

Ver el siguiente esquema. 

3.0PERACION DE REACTORES. Una vez los células se imiovil izaron, se el i­

gieron los reactores m~s apropiados para este tipo de fermentaci6n. 

Los reactores deben estar diseñados de tal manera que tanto el sus­

trato como el oxfgeno estén al alcance de las células. En nuestro 

trabajo damos cuenta de tres tipos de reactores utilizados, de acuerdo 

con el soporte y sistemas de i1111ovilizaci6n. 
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F!G.8 ESQUEMA DE TRABAJO 

LIOFILIZAOO--+ MEDIO VEGETATIVO-.,. fSPORULACION__,. SUSPENSION DE 
EN FRASCOS ESPORAS 

l ! l l 
MEDIO MEDIO MEDIO MEDIO LAV.\DO DEL 

VEOr 
VEotTATIVO VEG<TrlVO VEG!TATNO SOPOftTE MA'S 

1 J~.~·· 
ce:LULAS INMOYILIUDAS. 

l 
SEUDO INMOVILIZACDN MEDIO Dl 

SEUDO MICELIO 

~~t.T"'"L• 
INWOVIUZADl.5 EN FERWENTAaON. 

MK:f.UO llOt.SAS DE N1mo. 

l l 1 
CELUU:ZSA. 

1 
MEDIO DE COSECHA E LAVADO IOPCl\TE MEDIO O(, MOOUCCION DE 
PUUilENTACION INMOVILIZA .. MAS CELUL.AS F!RMENTACION· ERITftONICINA 

l 
CIOM 

1 ... J" .J .. MEDIO DE 
Pf'OOJCctON f'tRlitENTICION .. r-··r .. 

l ElllTRONICINA 

PAODUCCION PROOUCCION DE PRODUCCION ,, ERITllOMICIMA " UITROMICINA !RITROWICINA 
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MATERIALES Y METODOS 

Microorganismos : Para el desarrollo de este trabajo se utilizó 

Streptomyces erythreus, colección del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas de la UNAM, cepa de alta productividad. 

El microorganismo empleado para valorar el antibiótico fue Sarcina 

lutea NRRL-13-1018, obtenida del Agricultural Research Service Cul­

ture Collection y conser.vado por el Northern Regional Research Labo­

ratory en Peoria, 111 inois. 

Preservación de la cepa : El ~· erythreus fue preservado en tubos 

de cultivo 16 x 150 mm, con tapa rosca, en medio sólido inclinado 

de agar nutritivo a 40ºC, 

La Sarcina lutea se preservó en medio de cultivo agar cerebro cora­

zón, en tubos de cultivo 16 x 150 lll1I con tapa rosca a 40ºC. 

Esporulación de Streptomyce?_ erythreus : Se usaron placas y frascos 

Roux con medio s61 ido. Las placas se inocularon por estrfas, los 

frascos Roux con suspensión de esporas activadas a 37ºC a 220 rpm, 

en medio liquido. Se incubaron a 37°C por 9 dfas, al término de los 
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CUit1~s la esporulaci6n fue completa. Se cosecharon con perlas de 

vidrio para obtener suspensiones est4ndard. 

Medio de cultivo completo para Streptom,yces erythreus. 

Extracto de ma 1 ta 10 g 

Extracto de 1 evadura 4 g 

Glucosa 4 g 

Agar 2 9 

Agua destilada: 

cantidad suficiente para: 1 litro 

pH " 7 .3 antes de esterilizar. 

Medio de Crecimiento Producci6n: Para crecimiento y producci6n de 

biomasa, utilizarnos el mismo medio de cultivo, pero líquido. Este 

medio de cultivo se emple6 siempre que se necesit6 biomasa para in­

movilizar o en caso de act\vaci6n de esporas. 

Medio de Producci6n: El medio con el cual trabajarnos en la produc­

ción de Eritromicina en todos los sistemas de il"lll0vilizaci6n, inclu­

yendo los experimentos real izados para saber a qué edad deben cose­

charse las células para inrrovilizar. 

Extracto de malta 10 g 

Extracto de 1 evadura 4 g 
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Agua destilada csp l l ltro 

pi! antes de esterilizar 7.3 

Las condiciones de crecimiento y producci6n se describen en el si­

guiente Capftulo. 

~: 

Fotocolorlmetro marca Baush & Lomb, Spectronic 20 

Centrffuga marca Savat con regulación de velocidad y tiempo. 

Potenciómetro Corning modelo 125 

Cuarto de temperatura constante equipado con agitadores rotato­

rios alternantes. 

Autoclave 

Campana de flujo laminar horizontal. 

El equipo utilizado con el diseño de reactores se detalla en el Capi­

tulo respectivo. 

Reactivos y Materias primas. 

Todos los reactivos de an~lisis y los medios de cultivo fueron marca 

DIFCO. la kappa Carragenina grado industrial, obtenida de un distri­

buidor de materias primas, 

H6todos de análisis (Ver las t6cnicas en el Anexo). 
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l. Valoración de Eritromicina. 

La Eritromiclna se determinó por dos métodos, Colorlmétr!co basado 

en el desarrollo de una coloración intensa en presencia de ácido sul­

fúrico 27N, el cual tiene su máxima absorción a 484 nm. 

El segundo método : por difusión en gel, es un método biológico que 

tiene su fundamento en la inhibición del crecimiento de un microorga­

nismo sensible al antibiótico. 

2. Detenninación de azúcares. 

Se realizó por el método de antrona . El principio de esta reacción 

es la condensación del antronolol, el cual reacciona con ácido sulfú­

rico creando un derivado del furfura l de los azúcares presentes. Los 

amino azúcares N-acetil-amino azúcares no reaccionan con este reactivo. 

3. Detenninación de blomasa. 

Se rea 1 izó por tres métodos. 

Paquete micel iar : Basado en el principio del hematocrito. Se mide 

el porcentaje de blomasa en un tubo graduado después de centrifugar. 

Densidad óptica : Se mide la variación en absorbancia, a medida que 

se va incrementando .. e 1 crecimiento celular. 
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Peso seco Se hizo con membranas Mill ipore con un poro de 0.45 µ, 

4. Para la irmovilizaci6n en Kappa Carragenina se sigui6 la técnica 

de Tetsuy B, Tosa et al, (lODJ, modHicada por nosotros para no cur­

tir, dando mayor consistencia al gel, trabajando con diferentes bu­

ffers. 

5. Inmov11 izaci6n 1 n Cer~mica. 

Se crecieron las células en presencia de medio de cultivo y soporte. 

Luego se lavó de manera suficiente, basta probar que no quedaban cé­

lulas libres, controlando con siembras en medio de cultivo. 

6. Inmovilización en Tezontle . 

Se hizo creciendo células y se inmovilizaron recirculándolas en el 

soporte, lavado y recirculaci6n de medio de fennentaci6n. 

7. Inmovilizaci6n por encapsulaci6n en bolsas de di41isis. 

Se inmovilizaron esporas activadas, en 1 as cápsulas colocadas en me­

dio de cultivo con temperatura y agitaci6n controladas. 
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DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

CARACTER!STICAS DEL fHCROORGAlllSllO 

- Se utilizó una cepa de al ta productividad deStreptomyces erythrus, 

colección del Instituto de lnvestiqaciones lliomédicas de la UNAM. 

Desarrollo experimental 

Para iniciar el trabajo experimental fue necesario conocer algunas ca­

racter1sti cas de comportamiento del microorganismo como son : 

J. Caracterfsticas de esporulacilin 

2. Caracterfsticas de crecimiento y producci6n del antibi6tico 

3. Condiciones para producci6n de biomasa en medio completo. 

Todos los experimentos se desarrollaron por duplicado a dos tempera­

turas : 29 y 37 grados centfgrados. De acuerdo con los datos repor­

tados en la literatura, se realizó el diseño de este trabajo. 

Esporulac16n El microorganismo se seni>r6 en medio selctivo completo 
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para Streptol!\Yces erythreus. 

Extracto de levadura 0.4 

Extracto de malta 1.0 

Bacto dextrosa 0.4 g 

Bacto agar l. 5 ;.g 

Agua destilada c.s.p·. 100 ce 

pH antes de esterilizar 7 .3. Se ajust6 con NaOH en soluci6n O.IN. 

Medio s61 ido 

a. 

Se incubaron a 29ºC luz 
oscuridad 

34ºC luz 
oscuridad 

durante 9 dfas. 

Resultados : El crecimiento !Ms rápido y la mejor esporulaci6n 

se obtuvo a 37ºC en la oscuridad. 

b. Se creci6 en frascos Roux con diferentes concentraciones de 

agar. Se puede decir que el microorganismo presenta buen desa­

rrollo y esporulac16n en las concentraciones de 1.5, 2.0 y 3.0 
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por ciento de agar, aún sin ser cubiertos. 

c. Un experimento colateral fue crecer en una base de agar en ma­

traces planos de dos litros Fennbacb. Se observó que se pueden 

contaminar con mayor facilidad, además es diffcil observar el 

crecimiento del microorganismo; en los frascos Roux es más fac­

tible y disminuyen los riesgos de contaminación. 

Desarrollo de los microorganismos en medio líquido. 

Se hizo un cultivo en medio lfquido as f: En un Fernibaéh con un litro 

de medio completo para 2_. erythreus, se colocó un preinóculo de 50 ce 

crecido a 37ºC durante 24 horas. El cultivo se incub6 a 37°C, con 

agitación constante de 225 rrp, durante 60 horas. Hubo buen creci­

miento y se observ6 coloración café rojiza caracterfstica. El micelio 

crece muy desglosado y delgado, la recuperación del micelio se hizo 

por centrifugaci6n a 9000 rpm en un rotor GSA, con buena peHtizaci6n. 

CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION. 

Se procedi6 a hacer una curva de crecimiento en las siguientes condi­

ciones : 

Tiempo total de crecimiento : 

Temperatura 
pH inicial antes de esterilizar: 

100 horas 

37 y 39°C 
7 .3 



Agitación 

Volumen real 

Al kuotas de muestra 

Tiempo de esterilización 

Medio de cultivo 

Volúmen del Matraz 

Procedimiento . 

60 

225 rpm 

litro 

10 ml cada B horas 

20 minutos 

Medio completo para ~.erythreus. 

2.8 litros 

Se traba~ó por duplicado, partiendo de un pre-inóculo de 50 ml, creci­

do durante 24 horas. En cada 1 itro de medio se colocó el pre-inóculo; 

el cultivo se incubó con agitación constante. En cada temperatura se 

trabajó con cuatro matraces; dos se sembraron a las O horas y dos 

cuando los primeros tenlan 12 horas de crecimiento, lo que nos permi­

te ver el crecimiento durante todo el tiempo. 

La toma de muestra se hizo en forma estéril y se procesaron de la si­

guiente manera : 

En un tubo de centrifuga graduado se toma una altcuota de 10 ml exac­

tamente medidos, se centrifuga a 3000 rpm, durante 10 minutos, para 

medir biomasa por el método de paquete miceliar (Packing mycelial 

volume). El precipitado se resuspende en agua destilada, para determi­

nar biomasa por densidad óptica. Con el sobrenadante de la primera 

centrifugación se puede determinar : producción de Eritromicina , pH 

y consumo de azúcares.(TaBla 7 y Gráfica 1). 



Tiempo 
horas 

o 
o 
24 

36 

48 

54 

60 

72 

96 

TABLA 7. DATOS DE UNAFERMENTAC!ON EN MEDIO VEGETATIVO 

37ºC 
Velocidad de agitación: 225 rpm. 

Densidad óptica Consumo de azúcares Producción de Eri-
540 nm pll µg/ml. tromicina 

µg/ml 

0.045 6.71 32.000 -
0.045 6,64 28.100 -
0.060 7 .43 24.300 10 

0.150 7 .67 22.300 40 

0.750 7 .61 20.300 60 

5.500 7 .86 19.500 80 

6.000 7 .89 lB. 500 160 

9.00 7 .12 18.00 200 

5.50 7 .15 16. 700 205 

en .,.. 
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FERMENTACION EH MEDIO 
VEGETATIVO 

37'C a 225 rpm· 

Producclon de Eritrt>ricino Mo/ml. 
• Bicrnasa 
xPH .. 

.. 
,. 

"; 

'º IO 
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ESTUDIOS PRELIMINARES. 

Edad a la que se debe inmovilizar el Micelio. El objetivo de este 

experimento fue det~~inar la edad a la cual deb1a cosecharse el mi­

celio para que continúe la producción del antibiótico. 

Es conocido, tanto a través de la literatura, como con nuestros re­

sultados experimentales, que la producci6n se incrementa al final de 

la fase exponencial del crecimiento y es 6ptima en la fas.e estaciona­

ria; experimentos anteriormente reportados demuestran que ésta se 

inicia aproximadamente a las 26 horas. Debe por lo tanto buscarse un 

tiempo de coseaha entre las 26 horas que se inicia la producción y las 

50 horas en la cual se inicia la lisis celular. 

Diseñamos este experimento cosechando el micelio a las 26, 36 y 48 hq 

ras y se midió la producción del antibiótico a diferentes tiempos, cg, 

mo puede observarse en la Tabla 8 de resultados. (La técnica se puede 

ver en el Anexo). 

Resultados. Los resultados de este experimento se pueden apreciar 

m.ts fácilmente en la gráfica númer:o dos.. . El micelio 

cosechado a las 26 horas no aumenta la producción del antibiótico des­

pués de la cosecha y posterior transferencia al medio de fermentación 

lo que indica que se afectan los procesos metab61 leos celulares, de 

tal fonna que durante todo el tiempo que se tomaron muestras no hubo 
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recuperación. 

El micelio cosechado a las 48 horas, más rápidamente llega a una me­

jor producción, pero decae en la etapa subsi~uiente. 

El micelio cosechado a las 36 horas presenta una producción más contf­

nua y siempre en ascenso, hasta alcanzar una producción superior al 

que cosechamos a las 48 horas, aunque en mayor tiempo. Se decide en­

tonces que si se desea inmovilizar micelio debe hacerse cosechándolo 

a las 36 horas. 

TABLA 6. EDAD DEL MICELIO A INMOVILIZAR 

Edad de cosecha Tiempos en los Producción de Eritromicina µg/ml 
del micelio en ha- que se midió ler. experimen- 2o. experimen-ras producción 

horas to. to 

26 92 4.35 4. 76 
4.80 5.90 

60.1 39.15 
36 97 

67 .2 41.16 

100.6 127 .1 
48 104 100.6 127 .1 

4.50 7 .76 
26 188 4.55 7 .99 

134.6 145.6 
36 183 131.7 155. 9 

48 166 70.5 93.4 

69.5 84.3 
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HETODOS DE IN)-l)VILIZAC!ON Y SOPORTES 

Los métodos de irunovil tzacHln y soportes se eligieron de acuerdo con 
las condtciones exigidas por el proceso: 

l, Mantener activa toda la maquinar! a metab61 l ca celular 
2. Permitir una buena transferencia de masa. 

3. f<esistencia mecánica, la cual evita que se alteren las propie­
dades fislcoqufmicas del soporte o haya desprendimiento celu­
lar. 

4. Evitar tratamiento con sustancias qufmicas que alteren la vi­
da celular 

5. El soporte no debe reaccionar con el producto, ni alterar sus 
propiedades fisicoqufmicas. 

6. Soportar las temperaturas y pH requeridos para el proceso, 

Los ll'étodos de inmovillzaci6n de células utilizadas para el desa­
rrollo de este proyecto y los soportes fueron los siguientes: 

A) Atrapamiento en gel: Se uti11z6 kappa carragenina como sopor-

B) Adsorcl6n: 

te y las células en forma de micelio la­
vado. 

En Cer§mica: creciendo las células en 
presencia del soporte y con agitacidn. 

Tezontle: inmovilizando el mlcel io por 
recirculaci6n. 
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C) Encapsulaci6n: Se utilizaron sacos de nitro ceclulosa 
o colodi6n inmovilizando esporas activas. 

Los reactores que se disei\aron en cada uno de los casos están des­
critos en el capitulo correspondiente. 

INMOVILIZACION EN GEL DE KAPPA CARRAGENINA 

Se eligi6 este método de atrapamiento en gel, utilizando como sopor­
te kappa carragenina, porque estudios real izados conffnnan que las 
células pennanecen viables y pueden multplipicarse en el gel; aun­
que se detect6 tarrbién que hay disminuci6n de células en la inmo­
vlli zaci6n ( 30 ) • 

Estudios comparativos de células inmovilizadas en policrelamida 
(ampliamente utilizada) y kappa carragenina arrojaron mejores re­
sultados para el caso de kappa carragenina con las siguientes ven­
tajas· (109}: 

Igual o mejor actividad, mejor estabilidad en el curtido, 

mayor resistencia, susceptible de mejorar la gelif1cac16n con dife­

rentes iones. 

No es necesario el tratamiento con sustancias qu1micas que 

carroien la estructura qu1mica de las células microbianas. 

Fkll consecuci6n, bajo costo y el tamaño de poro que deja el 
gel, previene el paso de maerorooléculas, como protefoas, en otras 
que puedan destrufr el gel y deja circular compuestos de bajo pero 
molecular. 

CARACTERISTICAS DE LA INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTO 

EN GEL DE KAPPA CARRAGEtHNA 

La kappa carragenina es un pol isadrido natural, con variada den­
sidad de carga. Es estereo regular ( -A -B )n, colpolfmero 
(1 - 3) - O B D galacto piranosil ( 1 - 4) O 3,6 anhidro ga­
lacto pfranosil con varias cantidades de sulfato Fig. 11 



68 

FIG. 11 ESTRUCTURAS DE LA kappa Carragenina 

fORllULA 

1 ... , .... .., 
ESTRUCTURA l'RlllARIA Df: CARRARHE NllA. 

La estructura secundaria y terciaria es un polisacárido de doble héli­

ce (74). 

Las cadenas se unen por fonnación de doble hélice dando una estructura 

tridimensional, los intersticios son ocupados por agua y pequeñas mo­

léculas o iones. Esta estructura se hincha por ósmosis. 

La estructura cuaternaria : Se da por unión a cadenas cooperativas 

como galoctomanosa, en condiciones donde podrfa no ser estable e focluir 

cambio de configuración. 



Las var1acfones de parámetros como temperatura, pH y concentraci6n 

16n1ca pueden inducir cambios confonnacfonales o asociac16n molecular 

caracterizada por la anfsotropfa de la solución y movilidad restringi­

da de segmentos (79). La fo1To1acf6n del gel disminuye la movilidad de 

unidades monom~ricas o segmentos de la cadena con interacciones ampl la­

mente d1polares. El ordenamiento de las moléculas en fonna hel i.coidal, 

incrementa la rotaci6n 6ptica. 

Se estudiaron los efectos de algunos iones en la gel ificaci6n de kappa 

carragenina y se demostr6 que la fuerza del gel depende de la estabil i­

zacf6n. Este grado de ordenamiento se incrementa con algunos1ones a 

temperaturas bajas. El grado de influencia es U dado por K+ >Ca++ >N/ 

para J(appa carragenina (76). 

Tambi~n se demostr6 que la temperatura de fusión del polfmeto se in­

crementa con iones en el orden siguiente : 

DESARROLLO EXPERli~ENTAL 

Para la inmovilizaci6n de células de Streptomyces erythreus utfl1zamos 

la técnica de Tetsuy Atosa (109). 

Con base en experimentos previos, ya reportados, las condtciones de 
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inmovilización fueron las. siguientes : 

Las células utilizadas para la i nmovi 1 ización se obtuvieron partiendo 

de un prein6culo de esporas activadas durante 24 horas en medio com­

pleto para Strepto!ll,Yces f?rythreus, a 220 rpm, a 35ºC en matraces de 

125 ml, con 50 ml de medio de cultivo. Cada prein6culo fue transferi-

- do a un matraz Fei'nbach de dos 1 itros con 1 1 itro del mismo medio, cre­

cidos en iguales condiciones que el prein6culo en cuanto a agitación 

y temperatura, pero se cosecharon a las 36 horas por centrifugación a 

9000 rpm. El pH se ajustó a 7. 5 antes de esterilizar. Este trabajo 

se real izó en condiciones de esterilidad. 

fapacidad del soporte : La capacidad del soporte se detennin6 para 

definir qué cantidad de células es posible inmovilizar sin que se al­

tere notablemente la contextura del gel. Es decir, debe buscarse la -

mayor cantidad de células que pueda retener el soporte. 

TABLA 9. CAPACIOAO DEL SOPORTE 

Peso húmedo de célu- Peso seco Gel ificación 
las de S .er_)'.threus 

10 g 1.0 g Buena textura del gel 

15 g 1.5 g Buena textura del gel 

20 g 2.0 g Ma 1 a textura de 1 ge 1 
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Se utilizaron entonces 15g de peso húmedo de células por 3.Sg de 

Kappa Carragenina, se complet6 a 100 g con buffer de fosfatos. 

CURTIDO DE CELULAS !NMOV!LIZAOAS 

Se detennin6 la cantidad 6pttma de curtiente, como la mínima concen­

tración del mismo que proporcione la mayor estabilidad y resistencia 

111echica, sin producir daño en las células. 

Se utilizó como curtiente glutaraldehido (1-5-pentano-dial}. La reac­

ción es de polimerización en medio alcalino en solución acuosa. Esta 

reacción depende exponencialmente de la tenperatura y el pH. Las reac­

ciones del glutaraldehido en soluci6n acuosa se util Izan para modifi­

caciones qufmicas y estabilizaci6n de proteínas. En la Figura se 

aprecian las diferentes fonnas en que se encuentra. Las fornias l y ll 

están en equilibrio con la lll (72). 

FIG.12 FQR/1AS EN EOULIBRl(I PEL GLUTAPALOEH!OO EN SOLUC!ON ACUOSA 
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Es de esperarse que la reacción entre un grupo amino y un aldehfdo 

de una base de Schiff. Estas bases son estables en un rango de pH 

menor que en reacciones glutaraldehido-proteína. La razón de tal 

comportamiento fue discutida por F .M. Richards et al, (75) quienes 

descubrieron en el glutaraldehldo la presencia de a y a-aldehldos 

insaturados, responsables de entrer:r.uzami en tos con protefnas. En 1 a 

Fig.13 se aprecian las reacciones con protefnas y condensaciones al-

d6licas. 

REACCIONES DE GLUTARALOEHIOO CON PROTEINAS Y CONOENSACION ALOOLICA 

FI0.13: 

~ AUICl.ICA 

OHC.Clt,.CM,.CH,.CHO .. otte.cH •. Ctt,.CH,.Qf_r.~. CH,.CHo .. 

~o CHO ~o f"° 
OH C.Clt,.CH ,CH, Clt aecHJ•CH.CH,.CH.CH .CHO - /' Clt, 

MACiClt1ID DI: DITRUIMA .. INTO 

N~ 

' «¡"º pt'" 
'j"-CH.ctta.C=CH.CH -

~ NM l 
' Y"~ ~f'«l· / ~H-CHJH..._cH-cr 

h11M ·NH NH-[,.. ..... 

CH, CH ero l' 1 1 
c't\.~"C\.. /\ e, 

lllf" 1"' CH/ .... 
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En el siguiente esquema se ve la polimerizaci6n en medio alcalino. 

FIG.14 ESQUEMA DE POLIMERIZACION DEL GLUTARALDEHIOO EN SOLUCION 

ACUOSA EN MEO IO ALCALINO. PO LIMERO TI PO ALDOL. 

riro 
OlOCl4J~CltO (a) 

' 1-! 

CHOD\lo~OIOl-1 

Se demostr6 la presencia de un polfmero tipo aldol en soluci6n alcali-

na, que reacciona con proteína al aumento de la temperatura. A medi­

da que se aumenta el pH y tiempo de exposici6n, se desprenden los gru­

pos aldehído. La pérdida de reactividad de estos grupos en soluci6n 

alcalina provoca una disminución de la actividad bactericida (63). 

Se postul6 que hay dos factores que gobiernan la actividad de la reac­

ci6n en medio alcalino; la distancia entre los grupos aldehído y su 

tendencia a polimerizarse (16). 
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En los sistemas inmovilizados se ha utilizado la reacción en medio 

alcalino, puesto que ofrece menos riesr,os de daño celular. 

El curtido se hizo en medio alcalino, tratando las células inmovili-

zadas con etilendiamina, que es un reactivo bifuncional, el cual rea~ 

ciona posteriormente con el glutaraldehÍdo. Este su utilizó en dife-­

rentes concentraciones y se probó la resistencia al flujo de las cé-­

lulas inmovil Izadas por atrapamiento en el qel. 

Los resultados se ven en la tabla 10. 

T/,GLA 10 

nrnPO DE CURTIDO y RESISTENCIA AL FLUJO A DIFERENTES CONCENTRACIONES 

DE CURTIENTE. 

T1enipo curtido Curtiente Tiempo de duración del so-

minutos porte + células inr..ovil iza-
% p/v das. horas 

30 .5 

30 .75 8 

30 1.0 > 120 

30 1.25 > 120 

De acuerdo con los resultados experfo;entales, se debe utilizar el cur-



74 

tfente en una concentración de 1.0 % p/v, durante JO minutos. 

PROOUCCION OE ERITROMICINA CON CELULAS INMOVILIZADAS 

Con las cond1ciones defin1das anteriormente se proced16 a montar una 

columna con células inmovil 1zadas para determinar ta producc1ón del 

antibi6t1co. Se inmovilizaron 15 gramos (peso húmedo) de células en 

un gel de carragenina 3.5%, curtidas con glutaraldehído al 1.0% p/v. 

Se mid1ó 1,1 producción de Eritrom1cina en una columna empacada con 

células inmovilizadas, recirculaci6n del medio de cultivo, control 

de temperatura, burbujeo de aire, agitación externa y tiempo de resi­

dencia de 10 minutos. 

TABLA 11 

PRODUCCION DE ERITROMICINA EN UNA COLUMNA EMPACADA CON CELULAS INl10-

VILIZADAS EN CARRAGENINA. 

Tiempo-horas Producción µg/ml 

16 2.60 

42 21.00 

90 11.00 

113 4.20 

Como se observa en las Tablas 11,llA y llB, por la forma como se pierde 

ca,si totalmente,!~ producci6n específica y la prllductividad del antibi.Q. 
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TABLA 11 A 

TABLA DE PRODUCCIDN Y PROOUCTIV!DAO ESPECIFICA CON CELULAS LIBRES 

E INMOV ILIZAOAS 

iempo en Concentración Productividad de Producción específica 
horas 

16 

42 

90 

113 

de eritromicl eritromicina mg de eritromicina por 
na mg/l mg/lh g°. de células 

Jnmovil izadas Batch Jnmovil izadas Batch 

2 .60 o .1625 0.20 15.25 JO. 50 

21.00 o.so 1.05 12 .B2 4I.B6 

11.00 0.122 2. 77 6.70 38.67 

4,20 0,037 l. 90 2.56 34.13 

TABLA 11 B 

% DE PRODUCTIVIDAD Y PRODUCCION ESPECIFICA DE CELULAS INMOVILIZADAS 

CON RESPECTO A CELULAS LIBRES 

~iempo en horas % de productividad de Eritromlclna r. de producción espe-
de células inmovilizadas con res- cífica de células 
pecto a células libres inmovilizadas con res 

pecto a células libres 

16 Bl.25 50 

42 47 ,65 30.62 

90 4 .40 17 .32 

113 1.94 7.50 

1 

1 

1 

l 



ti co; nos cuestionamos: 

a. lPor qué disminuyó la Eritromicina que se habla producido ? 

b. lPor qué es tan baja la producción ? 

Con respecto al caso a), encontramos que el pH disminuyó a 3.5, razón 

por la cual se degradó el antibiótico. Este cambio en el pH fue de­

terminado por un contaminante plenamente identificado con reacciones 

biouqír.1icas ; Pseudomona aeruginosa. 

El caso b) nos llevó a preguntarnos si efectivamente había actividad 

metab61 ica, o si la baja productividad se debla a la l iberaci6n paula­

tina del antibi6tico que había en el momento de la irunovil ización. Se 

decide entonces probar viabilidad de las células después de inmovil i­

zadas y curtidas, en relación con células inmovilizadas sin curtir y 

micelio 1 avado, ya que cuando no se contami n6 tampoco hubo producción. 

La técnica para medir vi ab11 i dad tiene 1 imitaciones por 1 as caracte­

rf sticas de crecimiento del microorganismo; no lo hace como las bac­

terias en colonias, sino en agregados miceliares. Esto hace dificil 

hacer las cuentas. Aunque la técnica no es muy exacta, sf nos informa 

acerca de qué podemos esperar de la viabilidad de las células en nues­

tro caso. No podemos apelar a medir por consumo de oxígeno, porque 

no se dispone de los aparatos suficientemente sensibles para esta me­

dición. 
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VIABILIDAD CELULAR 

Células 1 avadas: Se detenninó viabilid
0

ad despúes de 24 horas de cosecha. 

Células inmovilizadas sin curtir: Se dete1111inó viabilidad despúes de 24 

horas de inmovilizar. 

Células inmovilizadas curtidas: Se determinó viabilidad des púes de 24 

horas de inmovilizar y curtir. 

VIABILIDAD CELULAR 

Células lavadas Células inmovilizadas sin Cl!lulas irunovilizadas 
curtir curttdas 

2.9 X 104 1,3 X 103 no viables 

1.6 X 104 2.7 X 103 no viables 

Este número de células corresponde a una muestra de .15 g de peso hümedo. 

Como puede observarse en la tabla anterior, el número de agregados 

miceliares es baja. Con el &nimo de conseguir r;iejores resultados en 

nuestra t~cnica, decidimos probar si se estaba produciendo dafto a las 

células al momento de la detenninación, por cambios bruscos de pre­

sión osmótica que condujera a la lisis celular. Se probaron entonces 

viabilidad en solucione5 isot6nicas, hipert6nfcas y agua, con los re-

sultados de 1il Tabla 12. 

Por los resultados obtenidos, vemos que no se presenta daño por cam­

bios en 1 a pres16n osmótica; donde mayor inactivacie!n se presenta es 

en soluci6n salina isot6nica, donde pierde cuatro órdenes de magnitud. 
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TABLA 12 

INFLUENCIA DE LA PaESION OSMOT!CA EN LA VIABILIDAD CELULAR. 

Soluciones No. de agregados mfcel iares 
24 horas 144 horas 

Solución salina isotónica 2.9 X 108 6.0 X 104 

KCl ligeramente hlpertónfca 1.24 X 106 2.2 X 103 

Sacarosa hf pert6nica 6.08 X 108 2.0 X 105 

Agua 3.06 X 108 2.3 X 105 

Se decidjo utn Izar l<Cl, donde la vfabil fdad decrece én igual _orden que 

en sacarosa, porque no ·es un nutriente. 

Todo lo anterior avala nuestra posición; la técnica no es muy exacta 

pero nos pennlte observar cómo se pierde la vfabil fdad y en nuestro 

caso nos pe1111ite diferenciar claramente lo que ocurre en nuestro sis­

tema, COCll) puede c01servarse en la tabla 13 

De estos experimentos conclufmos que al curtir las _células pierden su 

actividad metabóltca. 

Por lo tanto, es indispensable optimizar el soporte, para conseguir·· . 
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TABLA 13 

VIABILIDAD DEL MICELIO LAVADO, INMOVILIZADO CURTIDO Y SIN CURTIR A 

LAS 24 HORAS 

Micel fo lavado lnm. sin curtir Inm. Curtido 
No. agregados No. agregados No. agregados 
micelfares micel lares micel lares 

2.9 X 105 1.0 X 104 no creció 

1.6 X la5 2.7 X 104 no creció 

mejor resistencia r1ecánica , sin necesidad de curtir. Como ya se 

anal izó, la carragenina es susceptible a ciertos iones y pH. Decidi­

mos entonces probar diferentes buffers variando su capacidad molar. 

TABLA 14 

PRUEBAS DE GELIFICAClON CON DIFERENTES BUFFERS 

Buffer pH Capacidad molar Resultado 

Fosfatos de K 7 .o o.? Buena gel ifica-
ción. pH final 
= 12 

Citratos de K 7 .o 0.3 No gelifica 

Acetato de K 7 .o 0.03 Duena gel ifica-
c16n. pH final 
= B.O 
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También se dfsminuy6 el tamaño de partícula del soporte, de 5 nm se 

pas6 a tres nm. 

!.os resultados de esta optimizaci6n fueron : el mejor buffer es el de 

acetato de potasio,pH.de 7.0 y 0.03 de capacidad molar. El tamaño 

de partfcula del soporte fue de 3 nun. As! se logr6 tener un soporte 

sin curtir y mantenerlo en una columna con un flujo de un tiempo de 

resistencia de diez r.iinutos y durante cinco dfas. 

Con las co,ndiciones mencionadas anteriormente, se prob6 de nuevo la 

produccf6n de Eritromicina, inmovil Izando las células en el soporte 

ya optimizado, utilizando oxígeno puro, con los siguientes resultados: 

i'ABLA 15 

PRODUCCION DE ER!TROMICINA POR CELULAS INMOVILIZADAS EN 

K. CARRAGENltlA SIN CURTIR 

Tiempo Produce! 6n 

4 No hubo 
18 " " 
24 " " 
30 Se contamf n6 
36 No produjo 
48 11 11 
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Otros experimentos realizados con Carragenina fueron los siguientes 

En iguales condiciones de inmovilizaci6n, sin curtir, se prob6 la pro­

ducción en un matraz aireado, con medio de cultivo y sesenta revolu­

ciones por minuto. Se midió la producción del antibiótico y esta fue 

negativa. 

Se rea·lizaron también experimentos inmovilizando esporas. Se determinó 

la capacidad del soporte.Gel de Carragenina al 3.5%. 

TABLA 16 

CAPACIDAD DEL SOPORTE KAPPA CARRAGENINA CON ESPORAS DE 

~- erythreus 

Peso seco mg Consistencia del Gel 

Ú.B Buena consistencia 

16.52 " .. 
23.60 " .. 
28.32 " .. 
47 .20 No gelUica 

Se inmovilizaron 30 mg: de esporas en el gel de Carragenina al 3.5%. 

Las esporas inmovilizadas se colocaron en matraces aireados sin que 

hubiese habido producción; se observó adem~s que el desarrollo de las 
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esporas es muy escaso. 

INMOVILIZAC!ON POR ADSORCION EN CERA'1!CA 

Anterio1111ente enunciamos las caracterfsticas de inmovilización por 

este sistema. A las ya mencionadas vale la pena adicionar las siguien­

tes : 

Restricciones difusionales externas del medio sobre la capa lfmite no 

agitada alrededor de la partfcula con células inmovilizadas. 

Restricciones difusionales internas del producto con el material del 

soporte. 

Los efectos di fusiona! es son las modificaciones más importantes i nhe­

rentes a la cinética de las células inmovilizadas. Las restricciones 

externas difusionales pueden ser minimizadas por el incremento de la 

velocidad de agitación en el tanque y por aumento de flujo en un reac­

tor tubular. Las reacciones con células inmovilizadas son más comple­

jas por la posibilidad de divisi6n celular y el metabolismo completo 



82 

de las células inmovilizadas el cual debe regenerar cofactores y el 

uso de mecanismos de transporte act.ivo. La adsorci6n se basa en las 

interacciones electrostáticas (fuerzas de Van der Waals), entre la 

carga de las células microbiales y la carga del soporte. La cerámica 

permite que las células permanezcan vivas y no se altere su activi­

dad enzimática. 

CERAMICA Las caracterfsticas del soporte son 

Densidad de la cerámica .. 

Agua de adsorc16i 

Tamaño de partfcula 

1.83. g/cm3 

26.00 % en peso 

0.59 - 1.17 r.rn 

Diseño experimental : Nos propusimos en primer lugar demostrar que 

se inmovilizan las células. Para hallar este objetivo trabajamos con 

esporas activadas durante 24 horas, en medio de cultivo para Strepto 

m,vces erythreus, a 35ºC y 220 rpm. El prein6culo se virti6 sobre un 

matraz que contenfa cerámica estéril en medio de cultivo. Se crecie­

ron las células con cerámica, luego se lavó con solución salina hasta 

comprobar que no quedaban células libres, luego fueron trasladadas 

las células irmovilizadas en la cerámica a otro matraz con medio de 

cultivo estéril y se pudo comprobar que habfa producción del antibió­

tico, lo que nos aseguró que evidentemente se habfa logrado la inmo-
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v11ización, adem4s que las células se mantenfan viables. 

En segundo lugar se probó la producción en un reactor y se midió la 

producción. 

TABLA 17 

PRODUCCION DE ERITRCflICINA CON CELULAS INMOVILIZADAS EN CERAMICA 

Tiempo • horas Concentración del antibiótico 

µo/ml 

o No hay antibiótico 

24 200 

48 325 

A partir de las 36 horas hay desorclón de las células, por lo tanto 

no se sigui6 midiendo la producción, es lógico que el aumento en la 

producción se debe entonces al crecimiento en el fermentador y no se 
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sabe qué tanto a 1 as células i rroovi 1 izadas. 

El flujo se varió hasta obtener 2 ml por minuto, sin pader_ev.i.t~r la 

desol':a:i6'rt • Los problemas de contaminación en este sistema también 

fuérón crfticós, en el pasa donde hay que lavar las células después 

de la inmovilización se contamina con muchfsima facilidad. Siempre 

se trabajó bajo control. Este se garantizó colocando de las mismas 

células inmovilizadas utilizadas para la columna, otra cantidad deter­

minada en un matraz con medio de cultivo para asegurar la viabilidad 

de las células y su capacidad para producir el antibiótico. 

Es de anotar que durante el desarrollo de este experimento, así como 

en los anteriores, la producción se midió por bioensayo. En una de 

las columnas que se montó, la producción frente a un esUndar de Eri­

tromicina fue de 3000 µg/ml, pero ya esta se había contaminado, lo que 

nos hizo aislar el contaminante y determinar si el contaminante estaba 

produciendo antibiosis o realmente la producción se debla al Streptomy­

~ erythreus. Efectivamente el contaminante produjo antibiosis, se 

identificó por pruebas bioqufmicas como Pseudomonas aeruginosa. Por 

este hecho pasamos a desarrollar un nuevo trabajo con esta cepa para 

identificar qué tipo de compuesto es el que tiene tales caracterfsti­

cas y que desde luego no es el objetivo a tratar aquf. 

De los resultados obtenidos con cerámica y que nunca fueron reproduci­

bles, decidirr.os buscar otro sistema de inmovilización. Se diseñó el 
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trabajo utilizando la encapsulaci6n en bolsas de diálisis. 

ENCAPSULACION EN SACOS OE NITROCELULOSA 

El soporte utilizado fueron bolsas de diálisis estándar con las si­

guientes caracterfsticas : son de nitrocelulosa, con un diámetro de 

cilindro de 21 mn, espesor de 3.54 x 10·4 mn. 

Las esporas se filtraron y luego fueron activadas durante 36 horas a 

35'C, se colocaron en los sacos de diálisis los cuales previamente 

se hablan sujetado de un matraz con medio de cultivo. La producción 

se comparó con la del micelio libre; se tomaron nuestras cada 24 horas 

descabezando matraces hasta las 200 horas obteniendo los resultados 

consignados en la Tabla 18. 

Como se observa en la Tabla 18.A, la productividad con células inmovj_ 

1 izadas es superior hasta las 48 horas con relación a la producción de 

Batch, de este tiempo en adelante empieza a estar por debajo de la -

producción en Batch. A las 200 horas su productividad desciende hasta 

51.48%, con respecto a las células libres. 

Hay una variación en el pH entre el sistema inmovilizado y el de c~­

lulas libres que influyen directamente en la producción. El pll en las 
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TABLA 18 

PR'.IDUCCION DE ERITROMICINA POR CELULAS INMOVILIZADAS POR ENCAPSULACION 

CELULAS INMOVILIZADAS CELULAS LIBRES 

Tiempo/horas Er1tromicina pH Eritromicina pH µg/ml µg/ml 

24 I4.10 6.69 

48 17 .00 6.62 10.62 6.92 

48 17 ·ºº 6.63 12.82 6.32 

72 24.80 6.41 29.90 7 .49 

29. 90 7 .53 

96 36.61 6.60 43.59 7 .51 

52.62 7 .69 

120 24.80 6.99 92.57 7.74 

36.00 6.50 76.69 7 .67 

144 63.50 6.78 111.75 7 .71 

63.50 6.66 111. 75 7.74 

166 84.20 6.8B 92.57 7 .71 

84.20 6.98 162. 57 8.07 

200 84.0 6.84 196. 57 8.12 

84.2 6.42 196. 57 8.20 
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TABLA lB A 

C!X>IPARACION ENTRE LA PRODUCTIV !DAD .PDR CELULAS LIBRES Y CELULAS 

ATRAPADAS EN SACOS DE NITROCELULOSA. 

TIEMPO PRODUCTIVIDAD PROOUCTIV !DAD 'l DE PRODUCTIV !DAD 
HORAS POR CELULAS POR CELULAS DE CELULAS INMOVI-

LIBRES mg/l.h ENCAPSULADAS LIZADAS CON RESPEC 
mg/l .h TO A CELULAS LIBRtS 

24 0,44 O.SB7 133.40 

4B 0.27 0.354 131.10 

72 0.42 0.344 79.52 

96 0.47 0.378 80.42 

120 0.77 0.300 38.96 

* ver cálculos en el anexo 

Productividad= concentraci6n de eritromicina (mg/l) 
tiempo en horas 



e ..... 
CI 
::::1, 
<t 

1 
a: 
IJJ 

~ 
z 

º o o 
:::> o 
o o:: a. 

180 

140 

100 

60 

88 

CURVAS DE PRODUCCION DE ERITROMICINA DE 
MICELIO LAVADO (><) MICELIO INMOVILIZADO (o) 

Tiempo en horas 



89 

células inmovflizadas está por debajo del rango que encontrar,1os en 

las curvas de crecimiento para la máxima velocidad de producción que 

está entre 6,9 y 7.5. En cambio en el sistema de células libres el 

pH siempre permaneció por encima del l fmite inferior. 

INMOVILIZACION POR AOSORCION EN TEZOflTLE 

El tezontle es una piedra de origen volcánico, de color rojo, gris 

oscuro o n~gro, tiene la ventaja de ser altamente porosa. Se decidió 

trabajar con tezontle porque ofrece las siguientes ventajas : 

a. Es un soporte inerte 

b, Se puede definir el tamaño de partfcula 

c. Tiene mayor porosidad que la cerámica 

d. Empacado en columnas deja muchos espacios interparticulares, 

que disminuye problemas de transferencia de masa. 

Ensayos preliminares. Se lavó con agua destilada y se esterilizó por 

una hora para determinar posibles cambios de pH; el pH no varió des­

pués de la esterilización; pennaneci6 en 6.8. 

Tamaño de partfcula. El tamaño de partfcula se determinó haciendo pa­

sar el tezontle molido por un tamiz entre mallas # 10 con abertura de 

2 11111 y # 30 con abertura de 0.59 ntn o sea que el tamaño de partfculas 

oscila entre 0.59 ntn y 2 mm. 
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Esterilización. Se realizó en una mufla a 300ºC durante una hora. 

Inmovilización. Se llevó a cabo creciendo el micelio en un matraz 

con medio de cultivo y tezontle estéril, luego se observó en el micros­

copio después de haber sido agitado durante 8 horas. Para distinguir 

las células del soporte coloreamos con violeta de genciana y se detec­

tó cluamente que el micelio se enreda en las paredes Irregulares del 

soporte. 

Se montó un reactor similar al que trabajamos con cercl'.mfca. 

Operación del reactor. El preifióculo es de esporas activadas por 24 

horas a 35ºC. Con este se 1 noculó un fennentador dejando crecer por 

24 horas las células, de este se Inmovilizó por recirculaclón en la 

columna empacada durante 12 horas y se lavó con soluci6n salina esté­

ril. A esta columna empacada se le hizo pasar medio de cultivo de 

fennentacl6n y se midió la producción del antibiótico. A las 24 horas 

no habfa producido y a las 36 ya estaba contaminado. 

Con la experiencia desarrollada durante estos procesos de inmoviliza­

ción se pensó en el dlsefto de un sistema cerrado, que evite totalmente 

la manipulación; es decir, que se inmovilice, lave y recircule medio 

de fennentac16n sin abrir para nada el sistema tal como se presenta en 

el dfagraMa IVPr todos '"~ letdl les del reactor y técnica en el Anexo). 
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En este sistema se trabajó de la siguiente fonna 

Prein6culo de esporas activadas durante 24 horas a 35°C. Se inoculó 

el primer fermentador y se creció durante 16 horas; se irvnoviliz6 por 

recirculaci6n B horas y luego se lavó por 2 horas. Se midió la pro­

ducción como se muestra en la Tabla siguiente : 

TABLA 19 

PRODUCCION DE ERITROM!CINA POR CELULAS INMOVILIZADAS EN TEZONTLE 

Muestra Tiempo-horas Producción de pH Esterilidad Eritromicina 

1 16 No produjo 6.50 + 

2 26 " 6.42 + 

3 40 " 6.40 + 

4 72 " 6.36 + 

5 95 " - 6.36 + 

Como podemos apreciar en la tabla anterior, el problema de contamina­

ción se super6 pero no hubo producci6n. Tambi~n puede apreciarse que 

el pH permanece muy bajo durante todo el experimento, factor que pue­

de ser el responsable de que no se produzca el antibiótico. Se adi­

cionó al sistema un controlador de pH, calibrado en un rango de 6.9 a 

7 .5, rango en el cual se halla la m~xima velocidad de producci6n se­

gún las curvas de crecimiento. 
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Se oper6 de nuevo el sistema en iguales condiciones que el anterior 

obteniendo los siguientes resultados 

TABLA 20 

PROOUCCION DE ERITROM!C!NA POR CELULAS INMOVILIZADAS EN TEZONTLE CON 

CONTROL DE pH. 

Muestra 1 Tiempo-horas Producci6n de 
Eritromicina Esterilidad 

--
1 24 + + 

2 48 + Creci6 rnicel io 

3 72 + " " 

4 96 + " " 

Es imposible juzgar que la producción se debe a las células inmovili­

zadas o al micelio que crece en el fermentador que se ha desprendido 

del soporte. Esto nos lleva a pensar que es necesario optimizar el 

sistema. 



REACTORES 

Para el trabajo experimental se utiliza ron 1 os siguientes reactores: 

FIG. 19. REACTOR PARA CELULAS INMOVILIZADAS EN CARRAGENINA 

l.Cotumna con cÍlulot lnmovili1oda1 en 
corrogenina. 

2. Bombor Puri1tc:i1tlcos. 

l. Entrada de aire. 

4. filtro dt olrt· 

~.Vaso agitado· 

6. Bailo di ltrnperotura eontrolado. 
7. Esctipe. 

a Agitador mognitlca. 

Volúmen VdCÍO: Se determinó así; una vez empacadas las columnas, se 

midió el volúmen del líquido no ocupado por el soporte con las célu-

las inmovilizadas 

Características del reactor: 

Largo de la columna 50 cm 

Oiámetro de la columna: 2,3 11111 

Volúmen vacío 

Flujo 

Tiempo de residencia: 

Tiempo de residencia: 

25 ml 

1.4 ml/minuto 

volumen vacío 
flujo 

17 .a minutCJs 

Soporte más células inmovilizadas: 112.0 gramos 



Volumen del vaso 

Volumen del medio 

95 

1 1 itro 

500 ml 

Vaso agitado con temperatura controlada y burbujeo de aire (previa­

mente filtrado) . 

Agitador : spin-master , modelo 4802 

Controlador de temperatura : Helzung lleating Chauffage Termomics. 

OperacMn. El anterior diagrama divide el sistema para la producci6n 

de Eritroml clna por células inmovil 1 zadas de Streptornyces erythreus. 

Las células irunovillzadas, lava~as se colocan en la columna que tiene 

una chaqueta para contra 1 ar la temperatura. La temperatura de 1 reactor 

se mantiene a 35°C con agua ca 1 iente que pasa a través de 1 a chaqueta. 

El medio completo para 2_. erythreus previamente aireado y a 35°C se 

hace circular por la columna util Izando una bomba peristáltica, a un 

flujo de 1.4 ml/minuto y regresando de nuevo al vaso agitado. De este 

se sacan las muestras para determinar la producción del antibiótico. 

Para el caso de células irunovilizadas en cer.1mica, sólo se varió la 

columna que fue cambiada por un frasco lavador de gases para tener 

menos puntos de contaminación. 

Caracterfsticas del reactor 

Vaso lavador de gases 

Al tura 

diámetro 

18 cm 

3 cm 
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REACTOR PARA CELl!Lf,S ltl!-!OV !LlZADAS Ell CERAM!CA 

1.CÍlulo1 lnm~lli1ado1 en cerOmic:o. 

2.Bombo Ptrl1td111ca. 

3°Entroda dt oin. 

4.Boño d• temptroturo controlado. 

~Vaso oQitodo. 
6-Filtro dt aire. 

7.Escope. 

Volumen vacío 160 ic.l 

Flujo 14 ml /minuto 

Tiempo de residencia l! .42 minutos 

Soporte más células inmovilizadas 30 gramos 

Volumen del vaso agitado 1 litro 

Volumen del medio 500 ml 

Aireación vvm 

Operación. Las células lnmovil izadas lavadas se colocan en el frasco 

1 avadar de gases y se procede en igual fonna que en el reactor ante­

rior. La temperatura se controla sumergiendo el frasco lavador en un 

baM con temperatura controlada a 35°C. La velocidad del flujo 14ml/mln. 
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Reactor para células inmovilizadas en tezontle. 

Caracterfsticas 

Se utilizó como columna también un frasco lavador de gases. 

Altura 18 cm 

Diámetro cm 

Vo 1 umen vacf o 140 mi 

Flu.io 14 mi/minuto 

Tiempo de residencia 10 minutos 

Soporte !Ms células inmovi-

J izadas 40 gramos 

Aireaci6n vvm 

Operac16n. Se operó en iguales condiciones que el de cer~mica. 

Caracterfsticas 

Se utilizó como columna un frasco lavador de gases. 

Altura 

Df6metro 

Volumen vacfo 

Flujo 

18 cm 

cm 

140 mi 

14 mi/minuto 



Tiempo de residencia 

Agitaci6n 

Soporte más células inmo­

vilizadas 

Volumen de medio 

Volumen de fermentadores 

Aire 

98 

10 minutos 

420 'rpm 

40 qramos 

500 ml 

litro 

LO vvm 

Reactor para inmovilizar en tezontle, con sistema incorporado de la-

vado y recirculaci6n del medio de producci6n. 

'19. 11. REACTOH PARA CELULAS INMOVILIZADAS EN TEZONTLE 
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Equipo: Agitador magnético Sipin master 4802 Cole Parmer 

Controlador de temperatura para columna y fermentador: Heczung Heating 

Ch~uffage. 

Bombas peristálticas : Electro-Craft Corporation Cole Parmer 

Bloflo Model C30 New Brunswick, Scientific Ca. !ne. Edison, N.J.USA. 

Controlad,,r de pH : Centro de Instrumentos, UNNI 

Adaptado a una bomba peristáltica y su respectivo 

Reostato Master Fl ex. 

l. filtro de aire 

2. Tanque agitado con control de temperatura para crecer células. 

3. Baño termostatado 

4. Agitador magnético 

5. Escape 

6. Columna con células inmovilizadas en tezontle 

7. Bafto tenoostatado 

8. Bomba perisWtica 

9. Entrada de solucHln salina para lavar las células inmovilizadas. 

10. Entrada de aire al recipiente con soluci6n salina 

11. Recipiente para recibir el deshecho del lavado 

12. Filtro de aire. 
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13. Fermentador de un 1 itro, con contra 1 de temperatura, ag1tac i6n 

entrada de aire, con un electrodo para control de pH. 

14. Escape del fennentador. 

Operaci6n. Según el diagrama podemos apreciar que se dispone de dos 

fermentadores en línea, uno para crecer el prein6culo e irunovilizar 

y otro para 1 a producción. 

Se inocula el primer fennentador, se deja crecer, se hace circular por 

la columna durante B horas para inmovilizar, luego se lava por espacio 

de dos horas con solución salina estéril y se inicia la recirculaci6n 

del medio de producci6n. En el primer fennentador se empleó un agita-

dor magnético, aireación vvm y control de temperatura. En el de 

producci6n se controla pH, temperatura, agitaci6n, aireación. En los 

procesos tanto de lnmovil ízaci6n, lavado y producción se controló la 

velocidad de flujo. 
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FIG,22.SISTEMA DE INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTO EN SACOS DE 

NITROCf:LULOSA 

Temperatura 37ºC 

Agitación 220 rpm 

Ajuste de pH antes de 
esterilizar 7.5 

Medio de cultivo Mes 

l. - Medio de cultivo. 
2. -Alreaci&n. 

3. -Varlllo de vidrio. 

4. - Sacos de •llrocelulo1a. 
!l. -Tl!POll de hule. 

6.-Pioi.ctor de t8'9r1Udad. 
7 .-C~lulas inmovilizadas. 

Tiempo de esterilizar 15' 20 1 lbras 

Volúmen del medio 50 ml 

Matraces 125 ml 
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Bolsas de dUlfsis estandar de celulosa. 

35 nm por 100' 
Dflimetro calculado 
Espesor 

21 TI1l1 

0.0009' 1 

Condiciones de producci6n para células fmnov111zadas y libres. 

Agitaci6n 
Medio cultivo 
Temperatura 
pH antes de ester11 izar 
Volumen 
Corecci6n de volumen 
Matraces 
Inóculo 

220 rpm 
Mes 
35ºC 
7.5 
50 ml 
10% 
125 ml. qu1tasatos 
2 mg. , de espesor en peso seco 
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS 

CURVAS DE CRECIMIENTO. 

Los resultados obtenidos en este capftulo corresponden a experimentos 

realizados por duplicado a 37ºC, después de cubrir una etapa de estan­

darización de técnicas y definir la metodologfil del trabajo. 

De la GrHica No. ~ podemos obtener los siguientes datos 

l. A las 50 horas se inicia la fase exponencial del crecimiento, 

que coincide con un ligero incremento en la producción de EritrQ_ 

micina, se hace más drástica al final de la fase exponencial y 

tiene su máximo en la fase estacionaria, lo que coincide con los 

datos reportados en 1 a 1 itera tura (95). 

2. La producción de biomasa sigue la curva típica, sin que se pre­

sente comportamiento diáuxico. 

3. A medida que aumenta la producción de biomasa también aumenta el 

consumo de azúcares, cuando la curva llega a su fase estacionaria 

el consumo de azúcares disminuye notablemente pennaneciendo casi 

constante. 
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4. El pH de la etapa inicial tiende a disminuir, pero éste se eleva 

nuevamente, probablemente porque se utilizan ácidos orgánicos, 

asf como se registra la aparición de compuestos nitrogenados pro­

venientes de la lisis celular. El rango de pH al cual se da la 

máxima velocidad de producción esU entre 6.9 y 7 .5. 

S. s~ aprecia también la influenc"il de la temperatura en los experi­

mentos realizados. Los realizados a 29ºC presentan la misma ten­

denc•a en el crecimiento, pero es más lenta, igual que el consumo 

de azCcares y la producción es menor con respecto a los experimen­

tos realizados a 37ºC. 

6. En la detenninaci6n del crecimiento celular por dos métodos : Den­

sidad Optica y Paquete Mi.cel iar se encontró una correlación 1 ineal. 

Aunque el método de paquete micel iar no es muy exacto, se logró 

estandarizar el método y utilizar un medio de cultivo son sólidos 

en suspensión GrHica 8, 

7. Cuando el crecimiento celular alcanza su fase estacionaria, dis­

minuye tanto la densidad óptica como el paquete micel iar. Sobre 

el estado de las células en fase estacionaria hay diferentes teo­

rlas, pero lo que se ha reportado para el caso del Streptomyces 

!lrythreus, es que hay 1 is is celular. 

B. La velocidad de crecimiento para el caso que nos atañe, fue de 
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0.04 horas-1 . Es decir, que la velocidad de crecimiento es muy 

lenta comparada con la velocidad de crecimiento de levaduras y 

bacterias. El tiempo de duplicación fue de 17.25 horas. Laµ se 
detenninó entre las 48 y 72 horas. 

El trabajo real izado en esta parte, coincide en su gran mayorfa con 

los . reportados por la literatura, en cuanto a la tendencia y los ran­

gos en que se obtuvieron los resultados. 

EDAD DE COSECHA DEL MICELIO PARA SU INMOVILIZAC!ON. 

Se sabe que hay una correlai:i6n entre la edad del cultivo y la pro­

ducción del antibi6tico. Esta teorfa fue claramente comprobada con 

los experimentos que se desarrollan, obteniendo los siguientes resul­

tados: El Micelio cosechado a las 48 horas produce ~s rápidamente 

pero decrece porque hay lisis celular. Con el micelio cosechado a 

las 36 horas la producci6n es más lenta pero siempre va en ascenso, 

durante el tiempo que se determin6. 

INMOVILIZACION EN CARRAGrnINA 

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo pueden resumirse 

así: Se optimizó el soporte curtido con glutaraldehfdo (capacidad, 

porcentaje de curtiente y resistencia mecánica) y se determinó la 

productividad de eritromicina, en las tablas 11 - UA y 118, se obser­

va que la productividad decae del 50% al 7.S:l con respecto a las célu­

las 1 ibres, en un tiempo de 133 horas .• 
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Este fen6meno se sucedió por contaminación con Pseudomonas, 1 a eritro­

mic1na detectada, no se produjo sino que se liberó por estar presente 

en las células antes de la inmovilización. Esto quedó en evidencia al 

realizar pruebas de viabilidad; aún a bajas concentraciones de curtie!!. 

te, había muerte celular, La viabilidad es condición indispensable pa­

ra la producci6n de un metabolito secundario. 

Parece ser que el glutaraldehído en contacto con paredes celulares Gram 

positivas, produce contracción de las capas externas de lac células 

que encierran componentes 1 ipoproteicos e inactivaci6n de la pared 

celular asociJda con el periplasma, donde hay enzimas que parecen ser 

cruciales para la viabilidad celular. Aunque la capa de péptido-glicana 

es más pequeña que en Gram negativo, ofrece numerosos sitios de inter­

acciones de moléculas de glutaraldehído que no requieren penetración 

extensa para rea 1 izar éste efecto (36). 

Se corroboró lo reportado en la literatura acerca de la influencia de 

los iones en la gelificación. Se obtuvo un soporte sin curtir con de­

tenninadas caractertsticas: 15 gramos de peso húmedo en cl!lulas en un 

gel de 3.5:1: de Carragenina, en un buffer de acetatos de pH 7.0 y ca-­

pacidad molar de 0.03, 3 nm de tamaño de particula y mayar resistencia 

mecánica, no se desintegró cuando se operó en una columna, con un tie!!!. 

pode residencia de 10 minutos durante 5 días. Este sistema optimiza­

do se probó con aire y con oxígeno puro, con iguales resultados. En 

ningún caso durante el tiempo en que fué posible medir sin que hubi~ 

se contaminación o sea hasta 36 horas, no hubo producción. 

Este trabajo se COllJplicó por las dificultades para obtener un sistema 
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estéril, que permitiera obtener resultados claros en menor tiempo. 

Para llegar a nuestro sistema final' hay que pasar por una serie de 

manipulaciones, como indica la técnica, todas ellas susceptibles de 

contaminación. Adicionalmente para la prodUt;ci6n se utilizó un medio 

rico, con pfl 7 .O, donde fácilmente pueden ofrecer multitud de contami­

nantes. Aunado a ello, está el hecho de que la producción del anti-

bi6tico es muy lenta. Todo esto trae como secuela una contaminación 

continua que disminuye el pll e impide la producción del metabolito. 

Aunque la inmovil izaci6n en Kappa Carragenina ha sido muy utilizada 

para desarrollar procesos.enzimáticos con células completas, en nues­

tro caso, donde las células deben conservar su actividad metabólica 

no dio buenos resulta dos. Los factores 1 imitan tes podrfan ser de di­

ferentes ti pos : 

a. El sustrato no llega o llega en muy poca cantidad a las células. 

Está claramente comprobado que estas retienen su viabilidad, que 

el medio de cultivo utilizado permite que haya producción cuando 

se trata de células 1 ibres, las condiciones ambientales adecua­

das, probadas en las curvas de crecimiento. Por lo tanto, es 1.Q. 

gico' pensar que las limitaciones pueden ser debidas a que la con. 

textura del gel impide la difusión del sustrato al interior del 

mismo. 

b. Problemas de transferencia de oxígeno: Por la misma razón anterior, 
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podrfa estar impedido el paso del oxfgeno disuelto. Cuando se 

utilizó aire se midi6 la entrada de este (1 vvm), y en el ca-

so del Oxfgeno puro se determinó la entrada del gas teniendo 

presente el volumen que se puede disolver, a la temperatura de 

operaci6n. En los dos casos hay oxfgeno disuelto y no hubo pro­

ducci6n. 

c. Alteraciones en las condiciones ambientales celulares en el mo­

mento de la inmovilización, que puede producir cambios en las 

estructuras celulares. 

En los dos primeros casos la inhibición por nutrientes, por deficien­

cia de oxfgeno o por condiciones adversas en general, puede ocasionar 

la esporulaci6n, estado en el cual las funciones metabólicas están 

limitadas a fenómenos de latencia pero no está la maquinaria metabó­

lica activa. 

INMOVILIZACION EN CERAMICA 

Este tipo de inmovilizac16n no se real izó de la manera tradicional, 

recirculando una suspensión de células libres a través del soporte. 

Se procedió a crecer las células en presencia del soporte y medio de 

cultivo. Se comprobó que habla inmovilizaci6n lavando y colocando 

el soporte con células inmovilizadas en un matraz con medio de produc­

ción. En este sistema de inmovilización se presentó el problema de 
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la desorci6n de las céluias y no fue posible controlarlo ni siquie­

ra trabajando a velocidades de flujo"rnuy pequenas; a altos tiempos 

de resistencia. Antes de que este fen6meno ocurrfora, se pudo medir 

producci6n. 

El sistema de inmovilización por adsorción está basado en interacci.!!. 

nes electrostátlcas. La superficie de las células tienen potencial 

(-), cooo resultado de la ionlzacf6n de varios qrupos qufmicos entre 

el área superficial (116). 

Alrededor del punto anterior hay discrepancia entre diferentes auto­

res e investigadores. Se ha reportado que el potencial Z juega un 

papel importante en la interacci6n célula soporte. En el caso de le­

vaduras (30 ) cargadas (-), es preferiblé soporte de carga positiva, 

para su innovilizacl6n. La cer&iica con carga negativa pero a pH 4.0 

el valor negativo de la cer&iica decrece y la uni6n se hace mSs fuer­

te, el flujo puede ir a mayor velocidad. Otros autores restan Impor­

tancia al potencial Z ( 61 ) optimizaron ta fnnovillzacf6n de ~· ~ 

viciae con carga negativa, a pll 7 .2; se crefa que por interacci6n ha­

brfa repulsi6n. 

Otro factor importante a tener en cuenta es la composici6n de la pa­

red celular; en el caso de los Streptomyces, ésta contiene sustan:ias 

tales como : ácido L-diamino plmélico y glicina. Los grupos amino y 

carboxilos presentes en las paredes celulares pueden interactuar con 



110 

el soporte. 

·" A pesar de ser un método sencillo las c@lulas pennanecen vivas y no 

se altera su actividad metabólica, la desorci6n que se da por cambios 

de pH o fuerza iónica, o por alta velocidad de flujo, es un fenómeno 

inevitable en nuestro sistema en particular. 

INHOVILIZACION POR ENCAPSULAC!ON EN SACOS DE NITROCELULOSA. 

La irrnovilización por encapsulación se ha utilizado para diferentes 

reacciones enzimáticas a nivel laboratorio. Se detenninó la produc­

ción de Eritromicina por este sistema y se comparó con 1 a producción 

en Batch (ver Tabla 18.A). Fué mayor la productividad de células inmQ_ 

vilizadas por encapsulacfón las primeras 48 horas, de este tiempo en 

adelante, descendió la productividad,(de 133% al 38.96 a las 120 hrs). 

Aunque ha sido de mucha importancia demostrar que hay producci6n por 

células inmovfl izadas, también tenemos claro que nuestro objetivo es 

escalar. Este sistema que venimos discutiendo tiene serias 1 imftaciQ_ 

nes para nuestro propósito; es difícil diseñarlo a mayor escala por 

las restricciones tales como la velocidad de difUsion a través de 

las membranas utilizadas como capsulas. 

Es de anotar cómo por este sistema se disminuye el pH del medio, en 

relación con la fennentación con células libres, pero este no se -
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detenninó experimentalmente. " Es necesario entonces contro-

lar el pH durante la fennentación con células inmovil Izadas. La 

viscosidad en el sistema de células libres se incrementa; en el caso 

de las células inmovilizadas pennanece constante en el medio, aunque 

aumenta . al interior de la cápsula. La posibilidad de escalar este 

tipo de sistemas está en conseguir una cápsula que pennita mayor ve­

locidad de difusión, permitiendo la salida del producto al exterior y 

la entrada de oxígeno y nutrientes. 

INMOVILIZACION EN TEZOlffLE 

Con este nuevo sistema logramos avanzar en cuanto a la superación del 

problema principal del desarrollo de este trabajo; la contaminación. 

Se eliminó toda la manipulación operando mecánicamente y con todas 

las poslbil idades de esca lar. 

Durante el tiempo que operamos con este soporte, se detectó un incre­

mento en la producción de blomasa. Hay paso de células al medio de pro­

ducción. Se probó que hubo adhesión a la superficie del soporte y 

quedan células retenidas en espacios interparticulares, por lo tanto al 

circular el medio de cultivo se pasaron a éste¡ no se logró detectar 

si habfa fenómeno de desorción o nó. 

Este soporte es más poroso que la cerámica, por ello debe tener más 

área disponible, sin embargo; éste no es uncriterlo absoluto; se ha 
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reportado que en sfl ica, la cantidad de células adsorbidas decrece 

con el incremento del frea superficial del soporte ( 65 ) . 

lrun3v1llzando en tezomtle, con control de pH durante toda la fennen­

taclün, se obtuvo producción del antibiótico y un incremento en la 

producción de biomasa; fue imposible determinar la cantidad de Eri­

tromlcir.a producida por las células irunovil izadas y la producción por 

células circulantes en el medio de fermentación. Al igual que no se 

logra dete~tar si hay fenómeno de desorci6n, porque también quedan 

células retenidas en espacios interparticulares. Aunque trabajamos 

con parámetros definidos previamente con otros soportes, como rangos 

de pH, tiempo en el cual se deben inmovilizar las células es indispen­

sable que con este sistema en particular se diseñe en la optimización 

del mismo. 

Es preciso optimizar : capacidad del soporte, es decir, el número de 

células que se deben irvnov1lizar. La edad del cultivo, haciendo prue­

bas a diferentes tiempos de crecimiento, puesto que los ensayos prel i­

minares ya descritos, parten del supuesto de que no hay más crecimien­

to celular, después de la inmovilización. Debe también optimizarse 

el medio de cultivo para la fermentación que permita limitación por 

alguno de los nutrientes para que solamente se mantengan las funciones 

metab6licas, sin aumentar la biomasa. Como este soporte es original, 

debe hacerse un estudio de su composición química y de los metales 

que pueden inhibir también la producción. 
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Lo anteriormente expuesto nos habla de un trabajo de gran enverga­

dura que puede ser objeto de otros'proyectaide 1nvest1gaci6n. 
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DISCUSION 

Los objetivos que nos propusimos alcanzar con nuestro trabajo fueron 

los siguientes : 

a. Prod•Jcfr Eritromicina por células inmov11 izadas vivas de Strep­

tomyces erythreus . 

b. Comparar la producci6n por células inmovilizadas, con la obte­

nida por fermentación tradicional en Batch. 

c. Aplicar el nuevo sistema a mayor escala. 

De estos propósitos se lograron dos 

a. Producir Eritromicina con células inmovilizadas de Streptomyces 

erythreus. Se obtuvieron resultados positivos en todos los sis­

temas probados, excepto cuando se uti l i z6 como soporte Kappa 

Carragenina. 

b. Comparar la producción por células inmovilizadas, con la fennen­

taci6n tradicional en Batch. Fue posible solamente cuando se us6 
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como soporte sacos de nitrocelulosa. Cuando se inmovilizó por adsor. 

ción, no fué posible cuantificar la .producción por los problemas de 

deserción ya discutidos. 

En el caso de inmovilización por encapsulaci6n en sacos de nitrocel!!_ 

losa, se compararon los resultados obtenidos, con la productividad en 

Batch (ver tabla 18.A). La productividad por células inmovilizadas 

supera hasta 1 as 48 horas en un 31.10%, 1 a obtenida con cél u 1 as l i -

bres, de este tiempo en adelante empieza a decrecer has ta obtener 

a las 200 horas solamente 3B.96%, es muy probable que la viscosidad 

al interior de los sacos, vaya haciendo cada vez más dificil la tran~ 

ferencia de masa, impidiendo al abastecimiento de las células y por 

ende la productividad no se incrementa. El pH del medio de cultivo 

en el sistema inmovilizado es menor, que en el de células libres, No 

podría asegurarse un pH •homogéneo en el primer sistema (por célul.~s 

inmovilizadas encapsulada.sen sacos de nitrocelulosa)puede ocurrir 

que el metabolito se acumule al interior de los sacos, por dificul­

tades de difusión de éste al medio de cultivo. 

Aunque es difícil establecer patrones de comparación cuando tenemos 

diferentes microorganismos, soportes y productos obtenidos. Para el 

caso particular de la Eritromicina no hay ningún caso reportado; sin 

embargo, los existentes nos pueden dar una idea de la forma como se 

diseñan estos procesos y se detectan los problemas que se presentan. 
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En la Tabla 21 ~odemos apreciar los antibióticos producidos 

con células inmovilizadas. 

De los antibióticos descritos en la tabla siguiente podemos demos­

trar que: 

Los qeles de acrilamida son un soporte común para producir Penicilina, 

Bacitracina y Cefalosporinas. En los dos primeros casos se hizo por 

polime1·ización directa de monómeros de acrilamida, con rendimientos 

del 15% Jara Penicilina y 20-25% de Bacitracina. Con respecto a las 

células libres, en ambos casos se mejora la producción si crecen las 

células en el soporte por exposición a nutrientes. La pérdida de ac­

tividad se atribuyó a efectos tóxicos del mónómero durante la forma­

ción del gel. 

Para las cefalosporinas se realtzó un pretratamiento del gel con -­

grupos de acil hidrazidas, y posterior reacción de entrecruzamiento 

con reactivos bifuncionales, en presencia de las··células viables; a 

las 72 horas se obtuvo una producción similar al sistema Batch, según 

sus autores, 

Al tiempo los autores del. primer trabajo de Bacitracina lograron op­

timizar el sistema por variación de condiciones fisicoquimicas como 

aireación y en cultivo continuo. 

Los dos intentos de optimizar por dos vías diferentes, nos muestran 

las variables incluidas en este tipo de procesos; decidir qué es más 

factible va de acuerdo con los costos de producción; en general se 
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TABLA 21 • PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS CON CELULAS INMOVILIZADAS. 

~ntibiótico · Microorganismo Soporte Producción 
% respecto del sis-
terna Batch. 

0enicilina Penicillium Colágena trazas 
cfirlsoaenum Alginato de Ca. 45° (37) 

Pol iacrilamida 15 

aacitraci na Bacil 1 us 11!.· Gel de pol iacri- 20-25 (87) 
lamida 

efalospori- Streotomvces Gel de pol iacri-
1as clauul iaerus lamida, prepoli- A las 72 horas 

meri zado, mas Similar al Batch. entrecruzamien-
to con reactivo (106) 
bifuncional. 

Hasta las 48 la 
ri tromicina* S treotomvces Encapsul ación productividad fué 

en bolsas de su\erior a las cé-
ervthreus nitrocelulosa lu as libres. 

aproximadamente en 
1 31.10% 

*Eritromicina: son los resultados de nuestra investigación, para el 

caso en que se utilizaron bolsas de nitrocelulosa o 

Colodión para encapsular. 
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debe tratar por un lado de optimizar el soporte y por el otro las 

condiciones del sistema. 

Lo que es común para todos los casos expuestos, es que ninguno supe­

ra la producci6n de Batch, además no se logran acelerar las reaccio­

nes enzimáticas para la producción del antibiótico, excepto en el tr! 

bajo que realizamos en el cual se logf6"superar la productividad del 

sistema tradicional. 

Adem&s de los soportes y sus condiciones ftsicoquímicas, se hace pr.!l_ 

ciso comprender que las características fisiológicas del microorga­

nismo juegan un papel muy importante, las cuales hay que tener en 

cuenta •. 

- Debe garantizarse que el estado fisiológico de las células y su ~ 

viabilidad estén intactas. 

- Determinar si se produce o no autólisis al ser inmovilizadas. 

Chibata reporta lisis celular en geles de acrilamida; 

- Debe producirse la regeneraci6n de cofactores y reutilizaci6n. Au­

nado a estas condiciones debe tenerse un conocimiento del m1croor­

gani smo (estructura, características, vía metabólica para 1 a pro­

ducci6n del metabolito, sisteMas de regulación, relaci6n de creci­

miento y producci6n, entre otras). Las características fisicoqui­

micas de los soportes, reactores y condiciones de operación. 
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CONCLUSIONES 

l. Las curvas de crecimiento, producción y consumo de azúcares, es­

tán de acuerdo con las reportadas por la literatura; la produc­

ción está parcialmente asociada al crecimiento. 

2. Se determinó que la producción del antibiótico está en función 

de la edad del cultivo. Por ende, la importancia de difinir en 

qué edad deben cosecharse las células para inmovilizar. En nues­

tro caso se encontró experimenta !mente que 1 a edad debe ser 36 

horas. 

3. El objetivo de obtener Eritromicina por células inmovilizadas 

vivas de Streptomyces erythreus, se logró en todos los soportes 

probados, excepto en Kappa Carragenina, en el método de adsorción 

(con cerámica y tezontle) se midió producción antes de la deser­

ción de las células. 

4. La comparación de producción en Batch y por células inmovilizadas, 

se realizó cuando se empleó como soporte los sacos de nitrocelu­

losa, alcanzando una productividad superior en un 31,1% a las 48 

horas, con respecto a la producción en Batch (ver Tabla 18.A). 

Despaes de éste tiempo, disminuye, hasta representar solamente el 

38.96% de la obtenida por células libres. Se detectó eritromicina 

en el sistema en el que su utilizó como soporte kappa carragenina 

curtida. La productividad disminuye de 50% al 7.5% con respecto al 

Batch. En este caso hubo solamente liberación de la eritromicina 

que estaba presente en las células antes de inmvoilizar y se degradó 

porque la contaminación con Pseudomonas, disminuye el pH. 
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s. De los soportes utilizados: 

a, El que brinda menos potencial es la Kappa Carragenina, para 
las condiciones de nuestro sistema en particular, porque hay 
problemas de difUsión a través del gel. 

b. En cerámica h9y desorción de células y al escalar pueden pre­
sentarse problemas de transferencia de masa, por su alta den­
sidad. 

c. El caso del tezontle merece especial atencion, es un soporte 
lllUY poroso y de gran. superficie de adsorcian, 

d, Jnmovilizaci6n en sacos de nitrocelulosa: Se ve difk'1, si 
no imposible escalar por este sistema por problemas de trans­
ferencia de masa hacia el interior de los sacos y las caídas 
de pres16n fuera del saco puede ocasionar ruptura de los mismos. 

6, Para el futúro, las fermentaciones en Batch tienen que ser sus­

tituidas por este tipo de sistemas¡ de ah! la importancia de 

ahondar en su desarrollo. 

Hemos conocido también la experimentaci6n que se hace en este 
campo y aún no publicada, en la cual utilizan soportes menos 
densos que el agua, empacados en columnas utilizando sistemas 
de fluidización; las partículas de soportes tales como la 
bermiculita en un lecho fluidizado, no tienen problemas de 
transferencia de masa y son fácilmente resuspendidas en gas. 

7. Así, hay que pensar en dos diferentes ·tipos de sistemas : 
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En soportes muy porosos que no den problemas de transferencia 

de masa y presenten bastante superficie de adsorción, o en so­

portes como la berniculita que es menos denso que el agua y tam­

bién ofrece todas las posibilidades de ser escalado. La deci­

sión sobre qué sistema util_izar la dan los criterios generales 

para escoger los soportes ya enunciados, 

8. Los Reactores que se emplearon cumplieron las funciones para las 

cuales fueron diseñados. Se emplearon reactores de flujo contf­

nuo, con columna empacada y recirculación de medio de cultivo, 

con controles de temperatura y aireación. 
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METODO COLORIMETRICO PARA DETERMINACION 

DE ERITROMICINA 

Referencia: 

OBJETIVO: 

FUNDAMENTO: 

Reactivos: 

Jard. H. Ford, George C. Prescott, J.W.Hinman, 

and E. Lous Caron., Analytical Chemistry, Vol. 

25 NºB Agosto 1953. 

Determinación de Erltromicina por método calo­

rimétrico. 

Este método de an~l is is esta basado en el de­
sarrollo, de una coloraci6n intensa en presen­

cia de ácido sulfúrico 27 N, la cual tiene su 
mlixima absorci6n en 484 n01. 

Acido Sulfúrico 27 N: Adicione 719.62 ml. de ~cido sulfúrico grado 
analítico (grav~dad específica 1.84) a 280.38 

de agua destilada, lentamente y con a9ltaci6n 

en un baño de hielo. 

Buffer de carbonatos 0.1 nx>lar, pH 9.5: Disuelva 7.47 gramos de Bi­
carbonato de Potasio y 3.50 g. de carbonato de 

potasio anhidro en agua destilad¡1 y completar 

Aceta to de Ami 1 o: 

a un litro. 

Tomar acetato de amilo grado analítico y adi­

cione 0.1 por ciento de volumen de una solu -­
ci6n de bicarbimato de potasio a 5%. 

Acido Clorhídrico 0.1 N: 
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Buffer Fosfato 0.1 M, ph 7: Disuelva 2,72 g,de fosfato de potasio 
dehidrogenado y 6,84 g, de fosfato acido de -
potacio trihidrato en agua y complete a 500 ml. 

~ROCEDilfüNTO 

Curva estandar: Prepare una sol uci6n que contiene 200 por 
ml. de Eritromicina base, en buffer de fosfa­
tos de pH 7. Diluya ali cuotas en solucidn de 
manel'a qye den concentraciones de 20 a 200 ga­
mas por ml, Pipetee una al tcuota de 5 ml, y •• 
adictone 5 ml, de ácido sul fOrico 27 N, Despu~s 

de 30 minutos, leer absorbencia a 485 nm, usan­
do agua destilada como blanco, 

Caldo de fennentac16n:Para determinar Eritromicina de una clado de 
fermentaci6n se procede de la manera siguiente: 
Diluya una allcuota del caldo de fermentación 
en suficiente cant1'dad de carbonatos hasta que 
la concentraciOn sea aproximadamente igual a 
50 por ml, Filtre y remueva el mlcel io Inne­
cesario, Pipetee 20 ml, de la soluci6n del cal­
do fennentativo,:v adicione 20 ml. de la solu -­
c16n del caldo fennentativo y adicione 20 ml, -
de acetato de amtlo en un tubo de centrtfuga, 
tape el tubo y agite vigorosamente por espacio 
de 30 segundos, Pipetee 10 ml.de HCL 0,1 N y 
adicione 10 ml, de la capa de clara de amH a­
cetato en .un embudo de decantac!an y agite vi­
gorosamente por 30 segundos, Drene la capa cla­
ra y pipetee 5 ml. dentro de un tubo de ensayo 
adicione 5 mL de kido sulfOrico 27 N, Nonnal 
proceda de igual forma que en la curva estandar. 
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TABLA 21. CURVA ESTANDAR DE ERITROMICINA 

TABLA DE DATOS 

CONCENTRACION D. o, 
DE ERITROMICINA a 485 mu 

rng/rnl 

20 0.170 

30 0.260 

40 0.345 

50 0.435 

60 0.525 
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GRAFIC~ 4, CURVA ESTANDAR DE 

ERITROMICINA. 

Método colorlmitrlco . 
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CONCENTRACIOM EN NICROGRAMOS/1111. 
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DETERM!NACI!lN: D1luir la muestra proólema en óuffer fosfato pH 7.0, 
hasta obtener concentraciones aproximadas de 50 mg por ml, Colocar 
20 mfcrolitros de la soluci6n sobre el sensidisco, Seguir el mismo 
procedimiento de la curva estándar, Leer los resultados en la curva 
estándar para hallar la concentraci6n, 

REFERENCIA: 

OBJETIVO: 

FUNDAMENTO: 

REACTIVOS: 

DETERMINACION DE AZUCARES 
METOOO DE ANTRONA, 

Kel eti y Leaderer(l974} .Handbook of Micro.~ethods for 
the Biological Science. Van Nostrand Rernhold, Toronto 

Deterininaci6n de azucares· totales 

El principio de la reacct6n es la condensacic5n del 
antronolol, el cual reacciona con kido sulfarico 
creando un derivado del furfural de los azucares -
presentes, 
Las amino azucares y N-acetyl-amlno azucares no 
reaccionan con este reactivo. 

a} Reactivo de antrona: Adicionar a un matraz de 
2.000 ml., 330 ml. de agua destilada (fr1a 4ºC}, 
agitar y adicionar 760 ml, de H2so4• Posteriormen­
te adicionar l g,de antrona, agitar hasta disolu -
c16n completa. (el color debe ser amarillo paja·). 

b) Acido clorhfdrico concentrado reactivo anal1tico, 

CURVA ESTANDAR: Prepare una soluci6n que contiene 200 por ml. de -
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glucosa en agua destilada. Prepare soluciones de 20 
a 200 ml. Pipetee una alicuota de 10 ml. de estas -
soluciones y adicione 10 ml. de reactivo de antrona, 
aige vigorosamente. Lleve al bafto Harta en ebulli -­
ci6n por 10 minutos, Col6quelo en un bafto de agua 
frta y lea a 622 mu, 

PREPARACION DE LAS 
MUESTRAS: a) De las muestras provenientes de fermentacf6n, 

tomar 5 ml. y colocarlos en un matraz aforado de 
100 rol. lavando la pipeta con agua desttlada, afo­
rar con la misma y agitar vigorosamente. De éste 
matraz tomar una alicuota de 5 mi. y llevarla a un 
tubo de ensayo; a continuaci6n adicionarle 1 ml ,de 
HCL concentrado, Colocar el tubo en ebu11icf6n du­
rante 22 mfnutos; ad te tonar 20 ml, de agua destila­
da para enfrtar, La solucf6n se ffltra en papel 
615 y se redile en un matraz aforado de 100 mi,, 
el cual tiene la mitad de agua destilada, despu~s 
de f!ltrar la solucf6n del tubo se afora el matraz 
con agua destilada y agtta vigorosamente, 
De la soluci6n preparada arriba, tomar 2 ml, en un 
tubo de ensayo, a la cual se adiciona 10 ml, de -­
reactivo de antrona, agitando posteriormente 10 se­
gundos; al mismo tiempo se prepara un blanco, con 
2 ml. de agua destilada y 10 ml. de reactivo de -­
antrona. 
El blanco y muestra se colocan en el bano de ebu-
11 ici6n durante 12 minutos; despu~s de los cuales 
se enfrfan en hielo. Leer absorvancia a 622 mu. 
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TABLA 22. CURVA ESTANCAR DE GLUCOSA 

METODO DE ANTRONA , 

CONCENTRACION D, OPTICA 

en JJJf ml, 622 nm, 

20 0.100 

50 0.245 

100 0.510 

150 0.750 

200 1.000 
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GRAFICA 5. CURVA ESTNIDAR DE GLUCOSA 

Método do Aotrona. 
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DETERMINACION DE B IOMASA s. erytreus POR DENSIDAD OPTICA 

DENSIDAD OPT!CA 

La densfdad llptlca es un m~todo sencfllo para determinar btomasa, 
cuando no se tfenen en el medio de fennentacltln s61 Idos en suspen­
sl6n, 

ESTANDARIZACION: Se toma una alucuota de 10 ml. del medio de culti­
vo (m.ts bfomasa), se centrffuga a 3 000 rpm durante 10 minutos, el 
sobrenadante se desecha y el prclpltado se resuspende en 5 ml de • 
agua destflada, Se lee a 540 mu, en caso de que la medida de absor-
bancla sea superior a 1, deben hacerse diluciones y el resultado 
por el factor de dflucflln. 

T A B L A 23 

CURVA DE CRECIMIENTO MEDIDA POR DENSIDAD OPTICA 

Tiempo en horas O.O, 540 mu 

o 0,045 

8 0,045 

24 0,060 

36 0,150 

48 0.750 

54 5,500 

60 6,800 

72 9,000 

96 5,500 
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CURVA DE CRECIMIENTO DE 

STREPTOMYCES ERYTREUS 

Medido por Densidad ()plica. 

Medio comploto SS 
3T'C. 

., 
TI .. poMWCll• 

220 rpm . 

80 "' no 
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DETERHINACIDN DE B IOMASA POR PAQUETE HICELIAR 

REFRENCIAS: PRINCIPLES OF MICROBE ANO CELL CUAL TIVATION, E, 

TOHN PIRT. (60) 
Es método para medir biomasa volumtnosa, como cultivo de hongos, la 
medida del volwnen se hace en un tubo graduado de centrtfuga, El ~. 
todo no es recomendab 1 e si hay s6 ltdos en e 1 medio, Este método ne. 
cesita ser estandarizado, 

ESTANDARIZACION DEL METODO: Coloque 10 ml ,de muestra del medio de 
cultivo mas biomasa, en un tubo de centrffuga y centrifugue a 3 000 
rpm durante· lo minutos, 

LECTURA: Se debe leer en porcentaje, .Ja cantidad de precipftado en 

el tubo. 

T A B L A 24 

MEDIDA DE BIOMASA DE S, Erytlireus POR EL METODO DE 

PAQUETE MICELIAR 

Tiempo en horas Paquete Micel iar 
:t de precipitado 

o .10 

8 .10 
16 .20 

24 .40 
36 .70 
48 2.50 

60 8.00 
72 9.0 
96 6.0 
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CURVA DE CRECIMIENTO DE 
STREPTOl4YCES ERYTREUS 

Medido por paquete Miceliar 

TiMtpO &11 llorn1. 

Modio completo SS. 
37•c. 
220 rpm. 
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r.ílAFICA &. 

CORRELACION ENTRE LA DETERMINACION DE BIOMASA POR 
DENSIDAD OPTICA Y PAQUETE MICELIAR 

u.o 

9.0 

o 

7.0 

o 

5.0 

3.0 o 
o 

1.0 

o 

2.0 4.0 6.0 8.0 

% PAQUETE MICELIAR 
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B I O E N S A Y O 

~: Detenntnac16n de Erttromicina por ~todo btolOgico, utilt­
zando técnica de difusi6n de Agar, 

FUNDAMENTO: La inhibici6n de crecimiento de un microorganismo sensi­

ble al antibiatico, 

MATERIALES: 

AGRAR NUTRITIVO:Preparar cajas con 15 ce de agar nutritivo exacta­
mente medidos, 

sar.ciná· muteA: La cepa dé· sarcina lUtea utfl izada es una mutante 
hipersensible a la Erftromfcina, NNRL-B-1018, obtenida del Agrfcul­
tural Recearcu. Service Culture Colletion, conservado por Northern 
Regional Reseach Laboratory, en Peoria, IL, 

SENSIDISCOS VIRGENES: Sensidiscos ANALYT!CA PAPER l/4" de diW11etro 
con capacidad para 20 - 30 111. 

CURVA PATRON: Preparar en soluci6n amortiguadora fosfatos pH 7,0, 
una solucf6n de Eritromicina de 100 mg por ml. Hacer diluciones de 
10 a 100 mg por ml. Colocar 20 microlftros de cada soluci6n sobre 
sus respectivos sensfdiscos, Despuªs de permitir la difusi6n ~el an­
tibi6tico por 2 horas, hacer aspersi6n con una suspensi6n de Sarci­
na lutea, D,Optfca apro~imada te 2. Incubar por 36 horas a 37ºC me­
dir los df§metros de 1nhfbici6n de crecimiento de la bacteria sensi­
ble. 

GRAFICAR: Logaritmo de la concentraci6n en las abcisas y diámetro de 
fnhibicf6n en los ordenados. Corregir la curva para hallar concentra­
ct6n por ml. 
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TECNICA PARA DETERMINAR. LA EDAD DE COSECHA DEL 
MICELIO PARA INMOVILIZAR 

Este experimento se diseñó de la siguiente manera: 

l. Preparación del preinóculo 
2. Crecimiento en medio vegetativo 
3. Cosecha a diferentes tiempos y determinación de peso húmedo. 
4. Paso al medio de fermentación con fuente de carbono limitada. 
5. Toma de muestra 

l. El prein6culo fué común para todos los matraces que contenían 

medio vegetativo. Se partió de un cultivo crecido en medio só­
lido. M.C.S., crecido a 37ºC y a 225 rpm. 

2. Se inocularon 6 matraces de dos litros, con un litro de medio 
vegetativo (M.C.S.) en iguales condiciones que el prein6culo. 

3. Se cosecharon las células a 9000 K, en un cotar G.S.A. Dos 
fenbach se cosecharon a las 26 horas, dos a las 36 horas y dos 

a las 48 horas. Se hizo peso húmedo con el fin de colocar en 
el medio de fermentación, una cantidad de células similar. 

4. En 6 matraces fenbach de dos 1 itros con un 1 itro de medio de 
cultivo en el cual se limitó la fuente de carbono (utilizado 
como medio de fermentación), se inocularon las células en can­
tidad de 75.5 mg de peso húmedo por cada fenbach. Las condicio­
nes de fermentación fueron las mismas que para el crecimiento 
del preinóculo. 

Se tomaron muestras y se determinó producción de eritromicina 
por bioensayo o difusión en gel. 
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TECNICA PARA INMOVILIZAR EN CARRAGENIA 

Tets uy A. Tosa et a 1 1979 

Biotechnol ogy and B ioengineering XXI, pag .1697 -
1709. 

La carragenia es un pol isacarido compuesto de unidades estructurales 
de B.O. sulfato de galactosa. 

INMOVILIZACION: Disuelva 3.4% (w/u} de K carragenla en 68 ml. de 
solución de buffer -acetatos- pH 7 .o, previamente calentada a 70º 
a SOºC dejar enfriar a 40ºC. 

En 32 ml de solucl6n salina a 40ºC, suspender 3 g. de micelio cose­
chado a las 36 horas, mezclar las dos suspensiones. Extender el con­
tenido y colocarlos a lOºC, sobre un le~ho de KCL 0.3 molar. Cortar 
cuadros de 3 mm x 3 nm. 

CURTIDA: Tratamiento con glutáraldehldo .V etilen diamina, 
8 6 lOg de peso de la preaparaci6n inmovilizada, suspende en 10 ml, 
de solucl6n de buffer acetatos pH 7,0, 0.3 M de KCL y 0.05 M dietil 
dlamlno, agitar por 10 minutos a 5ºC., adicione gluteraldehido al 
1% por 30 minutos a 5ºC, Lavar suficientemente con solución fría de 
KCL 0.3 M. 

ENCAPSULACION EN DISCOS DE ll!TROCELULOSA 

Condiciones del experimento. 

Se parti6 de una suspensi6n estandar de esporas. 
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EXPERIMENTO DE INMOVILIZACION DE 
Streptomyces erythreus 

ESPORAS 

FILTRACION POR 
FIBRA DE VIDRIO 

ACTLCION A 37ºC 
220 rpm. 36 Horas 

NOCULO 
2 ce. 

!Nl()VlLIZACION 

ENCAPSULACION EN 
BOLSAS DIALISIS 

24 horas 2 matraces 

48 horas 2 matraces 

60 horas 2 matraces 

96 horas 2 matraces 

120 horas 2 matraces 

144 horas 2 matraces 

166 horas 2 matraces 

200 horas 2 matraces 

Control de micelio 
Libre 

Muestra cada 24 h. 

24 h. 

48 h. 

60 h. 

96 h 

___ 120 h. 

___ 144 h. 

___ 166 h. 

___ 200 h. 
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CALCUL.OS 

Productividad = concentración de eritromicina mg/l 
tiempo en horas 

productividad se expresa en mg/ml h. de eritromicina 

Producción específica = concentración de eritromicina 
g. de celulas en unidad de volumen 
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Cálculos para determinar productividad y producción especi­

fica en células INMOVILIZADAS EN GEL de Kappa Carragenina. 

Peso Células Inmovilizadas = 15 g. de peso húmedo 

1 g. de peso húmedo es equivalente a 0,1301 g de peso seco 

- En la Columna hay 42 g de soporte más células inmovilizadas 

- En 42 g de soporte hay 6.30 g. de peso húmedo de células que equiva­

le a 0.819 g de peso seco, 

Biomasa en peso seco = 0.819 g = 819 mg 

Cantidad de Eritromicina = concentració•1 en ug/ml x volümen en ml. 

Volúmen = 500 ml 

Concentración Cantidad de 
ug/ml ERITROMICINA 

en ug, 

8.60 4,300 

21.00 10,500 

11.00 5,500 

4.20 2,100 

Producción = Cantidad de ERITROMICINA 
específica peso seco de BIOMASA 

productividad = Cantidad de ERITROMICINA 
1 X h 
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CALCULOS DE PRODUCTIVIDAD Y PROOUCC!ON ESPECIFICA EN UNA FERMENTACION 

CON CELULAS INMOVILIZADAS EN GEL DE Kapppa carragenina 

TIEMPO CONCENTRACION BIOMASA PRODUCTIVIDAD PRODUCCION 

HORAS DE ERITROM!C.f. g/1 DE ERITROHIC.f. ESPECIFICA mg 

C!NA mg/1 NA mg/l .h DE ERITROM!C!NA 

POR ~ DE CELULAS 

16 2.60 1.638 0.163 1.50 

42 21.00 1.638 o.so 12.82 

90 11.00 1.638 0.122 6.70 

113 4.20 1.638 0.037 2.56 
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CALCULOS DE PRODUCTIVIDAD Y PRODUCCION ESPECIFICA EN UNA FERMENTACION 

TRADICIONAL 

TIEMPO DENSIDAD PESO SECO CONCENTRACION DE ERITROMICINA 
HORAS OPTICA g/l mg/l 

o 0.045 • 7 

8 0.045 • 7 

24 0.060 .8 10 

36 D.150 1.0 40 

48 0.750 1.4 60 

54 5.500 5.3 80 

60 6.800 6.5 160 

72 9.000 8.3 200 

96 5.500 5.3 205 

113 6.500 6.3 215 

TIEMPO CONCENTRAC ION BIOMASA PRODUCTIV !DAD PRODUCCION 
HORAS DE ERITROM!Cl- g/l mg/l .h ESPECIFICA mg 

NA mg/l DE ERITROM!CINA 

POR g lJE CELULAS 

o .7 
e .7 

24 10 .8 0.4 12. 50 
36 40 1.0 1.1 40.00 
48 60 1.4 l. 25 42.86 
54 80 5.3 1.48 15.09 
60 160 6.5 2.66 12.30 
72 200 8.3 2.77 24.10 
96 205 5.3 2.13 38.67 

113 215 6.3 l. 90 34.13 
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CALCULOS PARA PROOUCCION ESPECIFICA Y PRODUCTIVIDAD EN EL BATCH 

UTILIZADO COMO REFERENCIA PARA LA INMOVIL!ZACION DE SACOS DE 

NITROCELULOSA 

Vol .50 ml 

TIEMPO PESO CONCENTRAC ION PRODUCTIV IOAD PRODUCCION ESPECIFICA 
HORAS SECO DE ERITRDMIC.!_ DE ERITROMIC.!_ EN mg DE ERITROMICINA 

g/1 NA mg/1 NA mg/1.h POR g ,DE CELULA 

24 .80 10.62 0.44 13 .275 

48 1.40 12.82 0.27 9.157 

72 8,30 29.90 0.42 3 .602 

96 5.30 43.59 0.45 8.22 

120 6,50 92.57 0.77 14.24 

CALCULOS PARA PRODUCCION ESPECIFICA Y PRODUCTIVIDAD DE ERITROMICINA POR 

CELULAS INMOVILIZADAS EN SACOS DE NITROCELULOSA. 

Vol. 50 ml 

TIEMPO PESO CONCENTRACION PRODUCTIVIDAD PRODUCCION ESPECIFICA 
HORAS SECO DE ERITRDMIC.!_ DE ERITROMICJ.. EN mg. DE ERITROMICINA 

g/1 NA mg/1 NA mg/1.h POR g. DE CELULA 

24 .80 14.10 0.5875 17 .625 

48 1.40 17,00 0.3542 12.14 

72 8.30 24.80 0.344 2.98 

96 5.30 36.31 0.378 10.00 

120 6,50 36.00 0.300 5.53 
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