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INTRODUCCION

Los antibiticos se definen como sustancias quimicas producidas por
microorganismos, que inhiben el crecimiento de otros microorganismos
en cantidades muy pequefas {114).

La importancia de los antibiGticos no se puede valorar unicamente
desde e) punto de vista terapeiitico. Estos compuestos tienen también
potencial en otros campos: para crecimiento animal como complemento
alimenticio, (1a bacitracina) y en la agricultura, donde es posible
utilizarlos para inactivar hongos, levaduras, etc.

En un periodo de un poco mis de 35 affos, 4000 antibidticos han sido
descubiertos y solamente alrededor de unos 91, se producen industrial
mente por procesos microbioldgicos (58). Sin embargo, la industria
farmacéutica contintia en la biisqueda de nuevos antibiticos. Se ha
estimado que se descubren en nimero de 50 a 100 por cada afio, pero
muy pocos son llevados a escala industrial.

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--



bla némero 1, podemos apreciar cufles de ellos son los de mayor con-

Sumo .

TABLA 1. ANTIBIOTICOS DE MAYOR CONSUMO EN AMERICA LATINA

ANTIBIOTICO % total de consumo en
América Latina.
Ampicilina 30
Tetraciclina 20
Eritromicina 15
Penicilina ' 10
Cloranfenicol 5
Cefalosporinas 5
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 utilizacién se debe fundamen-
talmente a 1a importancia terapéutica, como antibi6tico de amplio es-
pectro, con algunas ventajas adicionales. En dosis terapéuticas no
es toxico, ni presenta alteraciones en 1a flora normal del tracto gas-
~ trointestinal. Es también usado con frecuencia en casos de hipersen-

sibilidad a 1a penicilina (45)}. Los elementos arriba enumerados,



dan cuenta de nuestro interés en el trabajo con este antibiftico,

La eritromicina se produce a partir del Streptomyces erythreus, en un
medio complejo industrial, por el sistema de fermentacién en Batch,

durante 200 horas, con variables normalmente medidas y controladas.

El estudio del control de la fermentaci6n ha atrafdo 1a atencitn de
Microbi6logos e Ingenieros Bioquimicos, 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 desarrollado un método para la produccién
en cultivo semicontinuo, utilizando un medio complejo. Jograron aumen-
tar 1a productividad en 79% con relacidn al proceso batch, Por medio
de estos resultados se pudo discernir que teniendo 1os reauisitos nu-
tricionales para el microorganismo, se retarda la degeneracién del or-
gamsmo en el cultivo, factor importante en el proceso de biosintesis
de Eritromicina ( 15). El cultivo semicontinuo es muy complicadé para

ser 1levado a escala industrial.

La produccién de antibi6ticos no se ha logrado desarrollar en cultivo
contfnuo, puesto que 1a biosintesis de estos metabolitos secundarios
presenta peculiaridades con respecto a la produccién de metabolitos
primarios. Kuenzi (50 ) ha resumido en los siguientes puntos tales

diferencias :

1, Cambio de las propiedades fisicas del medio. el incremento de



la viscosidad ha sido considerada la mds importante.

2. ta produccién es muy lenta y las células se van degenerando.

3. La multiplicacin de células y la producci6n ocurren en fases
diferentes, Es necesario optimizar condiciones en las dos fa-

Ses.

Importancia de Ta utilizacidn de células inmovilizadas en

producci6n de antibidticos.

Este trabajo se propone desarrollar un nuevo sistema de produccién de
antibidticos, que permita superar las limitaciones de la fermentacion

tradicional en Batch, immovilizando c&lulas completas metabd]icamente

activas, en un soporte que permita el cumplimiento de sus funciones

biosintéticas.

En los G(1timos 15 afies, 1a investigacién en materia de inmovilizacian
de c&lulas, ha 1legado hasta la aplicacién industrial. Estudios so-
bre {emovilizacidn de microorganismos (61), {47 ), dan cuenta de las
caracterfsticas de estos sistemas, razones para inmovilizar y venta-

Jas que ofrecen, (113)



La inmovilizaci6n de células completas de microorganismos, se ha cons-
titufdo en un nuevg tipo de fermentacién. A nivel experimental se ha
avanzado en procesos de sfntesis de metabolitos primarioes y sobre to-
do en la inmovilizacién de células con determinada actividad enzimi-
tica, para evitar la purificacién de enzimas. En la Tabla nlmero 2
puedan apreciarse algunas reacciones 1levadas a cabo por células in-
movilizadas. Aunque industrialmente s6lo se han desarrollado proce-

505 monoenzimdticos.

Para el caso de fermentacién mds complejas, caracterizadas por poseer
mecanismos multienzimdticos, podriamos decir que aln estdn en su in-

fancia (102),

Este proyecto propone ir mis alld de la Tnmovilizacidn de microorga-
nismos, para la produccidn de metabolitos primarios; se trata de sin
tetizar eritromicina (metabolito secundario), por células inmovili--
zadas vivas, en un proceso biosintdtico que contempla una amplia y
variada gama de reacciones multienzimiticas, de gran complejidad.

Las ventajas del nuevos sistema las resumimos asf:

1. Evitar cambios ffsicos en el medio como la viscosidad.

2. Inducir operaciones contfnuas en oposicin al sistema tradicio-

nal en batch.

3. Capacidad para recargar el sistema, induciendo crecimiento y

produccién de c¢élulas,



TABLA 2,  PROCESQS DE INMOVILIZACION Y PRODUCTOS
S
Hicroorganismo Soporte Reaccion Bib1iograffa
Enterobacter aeragenes K. Carragenina Produccidn
2,3 tutanodiol ( 43)
Streptomyces
phaecchromagenes Coldgena Glucosa - fructesa { 99}
Streptomyces $p. sacos de poliéster Hidrélists da celulosa ( 38)
Produccidn de dcida
E. ol K Carragenina L. aspértico {93)
Produccidn
§. marces cens K Carragenina L. isoleucina {93)
Praduccidn
A. suboxydans K Carragentna L. sarbosa {93}
Produccidn
S. gerevisise K Carragenina Etanol {108}
Klebsiella pneumonfae Colégeno Fifacién de nitrégeno {92)
Produccidn
Pseudomona dacuhas K Carragenina t. alanina {107)
s. cerevisiae K Carragening Hidr61isis de sacarosa { 29)
Tiene enzims con activi-
dad {nvertasa
Rhizopus nigricans Policramida olginatos Hidroxitacisn 11 a de pro-
gesterona (53)
S. cerevisiae Viruta de madera cefamica | Produccidn
- Etano} {108;
E. cold Qiitosan Produccidn de L.triptofano 53
Retividad triptofano
sintetasa
Alginatode ralcio Productién de n-butanol (49)

Clostridium butylfcum
Streptomyces griseus

Coldgena

Produccidn condicidina




4. Incremento de 1a produccién por aumentc de la densidad celular.
5. Operar a altas tasas de dilucién sin que se produzca Wash-out,

6. Recuperacidn del producto a la salida del reactor, ahorrando el
largo proceso de separacidn de s6lidos y células, del sistema

tradicional.

Es importante destacar que las ventajas anteriormente enumeradas deben
disminuir costos de produccién. En el caso de antibi6ticos 1os costos
de separacién muchas veces representa el 60% del costo total del pro-

ceso{117).

Del desarrcllo de biosintesis de antibiSticos por este nueves sistema,
podriamos decir que estd dando sus primercs pasos alin a nivel experi-
mental, como se puede apreciar por la escasa cantidad de investigacio-

nes reportadas (29), (106),{87).

En * ‘aste proyecto se ensayaron diferentes sistemasde inmovilizacifn
y soportes, al igual que se disefiaron los reactores que en cada caso

fueron necesarios. ;

Todo el trabajo se desarrolld en 1a perspectiva de sentar algunas bases
en el desarrollo experimental de este nuevo sistema de fermentacidn, con

inmovilizacidn de células, que permita en el futuro desarrcllar un nuevo



sistema de fermantacidn, con las ventajas anteriormente numeradas
) N

ANTECEDENTES

I. Metabolitos secundarios.

Se definen como pequefias 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 mis conocidos podemos citar
los siguientes : antibiéticos,micetoxinas y pigmentos. Estos general-
mente no se producen durante 19 fase rdpida del crecimiento (tropofa-
se), sino que se forman en el pase siguiente {idiofase). La forma -
ci6n tardia de estos idiolitos es unc de los mecanismos que utiliza

el microorganismo para evitar el suicidio. En tropofase los microor-
ganismos son sensibles a su propio antibiftico y solamente durante la
idiofase son fisioldgicamente resistentes (g4).

Funciones:

Para los metabolitos secundarios se han postulado las siguientes fun-

ciones

2.  Se producen para sustituir un desbalance de metaboiitos primarios

que puede ocurrir cuando la velocidad de multiplicacidn se dismi-

nuye.



Papel ecoldgico de los metabolitos actives farmacoldgica y fisio-

18gicamente. Algunos de estos compuestos actiian en el metabolis-
mo como efectores o reguladores, al igual que las hormonas en
plantas o en animales. Sin embargo, considerando el gram niimero
de estos productes formados y que la cantidad de compuestos
utilizados es pequefia, parece que su significade biolégico es un

raro proceso que permite su seleccién ( 97).

Ademds de las funciones postuladas anteriormente, estos metahbo-
1itos tienen importancia como elementos de transicién en el paso

de célula vegetativa a espora. Estudios realizados permiten ob-

servar que hay correlaci6n y no interdépendencia entre la produccidn

de metabolitos secundarios y la esporulaci6n. La tirotricina
estimula la esporulaci6n cuando un cultivo de Bacillus brevis,
{organismo que la produce), se incuba en glicerol con limitacién
de fuente de Nitrégeno. Hay estfmulo de la sfntesis de RNA en
lugar de inhibicién { 41).

En estudios preliminares se habia observado que al final de la
fase exponencial, aumentaba la sintesis de tirotricina y dismi-
nufa 1a sintesis de RNA ( 42). Asf, no hay obligatoriedad entre
1a produccién del antibiético, la inhibicién de sfntesis de RNA

y 1a esporulacidn.

Hay posibilidades de que la formacifn del antibi6tice y de espo-
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ras sean fendmenos independientes regulados por un mecanisme CO-
min de control, asi la produccfdn del antibiftico acompafia la

esporulacion.

Regulacién del metabolismo secundario. Aunque no estd muy claro hay

evidencia de que muchos de los mecanismos que regulan el metabolismo
primario, estdn involucrados en el control del secundario ( 42). Por
ejemplo, la actividad de enzimas del metabolismo secundaric estd au-
sente en la tropofase, sdlo se detecta en niveles en que el crecimien-
to estd limitado, o sea que puede haber represién catabélica; no se

sabe si a nivel de transcripcién o de traduccién { 31).

Eh general, 1a regulaci6n de la biosintesis de metabolitos secunda -
rios estd genéticamente determinada‘. Los genes claramente reprimi-
dos durante el crecimiento, dejan de estarlo al final del mismo. Se
conoce que la mutaciSn tiene mayor efecto sobre la produccién de me-
tabolitos secundarios {25 }. La mutacidn es el factor responsable
para que aumente de 100 a 1000 veces la produccién del antibibtico.
Aunque no se conocen exactamente los mecanismos de regulacién involu-

crados, Demain {24 )} propone los siguientes puntos a considerar :

1. Un inductor debe acumulavse durante el crecimiento o afadirse

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

2. Un producto primario final ejerce represidn de 1a vfa secundaria;



1n

12 desaparicién de este compuesto derreprime los genes.

3. E} crecimiento en fuentes de carbono utilizables reprimen genes

de 1a idiofase por represién catabblica.

4, Ciertos caminos de la idiofase estdn reprimidos por una alta
poza energética, La derrepresién ocurre cuando la formacidn de

ATP disminuye.

5. La RNA polimerasa de la tropofase es una enzima diferente de la

RNA de la idiofase.
La dificuitad para hiperproducir un metabolito secundario estriba en
1a falta de conocimientos sobre las vfas de biosfntesis y por ende a

las modificaciones a que estdn sujetas.

Sintesis de metabolitos secundarios de Actinomicetos. La sintesis

de dichos metabolitos encierra secuencias multienzimdticas, -preserva- '
das por la naturaleza, Son ensamblajes heterogfneos de . .los - me-
tabolitos microbianos, Yos cuales proveen ventajas de sobrevivencia

sobre el cultivo, por diferentes vfas.

Lasstntetasasque actdan en Ta produccién de los metabolitos 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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1izados con garamicina se detectaron sintetasas que se forman rdpida-
mente al final de 1a fase exponencial, tienen su pico de reaccién y

son destrufdas e inactivadas inmediatamente.

Los metabolitos secundarios se sintetizan siguiendo el desarrollo del

carbono, por diferentes rutas metabélicas.

E1 punto de partida es 1a glucosa que por glic6lisis o por via de las
pentosas forma triosas; de esta mamera se forma el piruvato, el cual
entra al ciclo del &cido cfitrico, para producir : C02, agua y ATP,

E1 metabolismo biol6gico acompaiiado de reacciones de Gxido reduccidn,
metilaciones hiol6gicas y halogenaciones entre otras, hacen posible
la formacidn de gran cantidad de estructuras quimicas derivadas del
camino biosintético principal, En cada uno de estos pasos los meta-
bolitos primarios dan algunas modificaciones a metabolitos secunda -
rios. Debe mirarse la formacidn de algunos metabolitos secundarios
de los actinomicetos a la luz de estos caminos biosintéticos ( 88).

Ver Figura 1}.

Dependiendo de la y{a metabdlica que utilicen se ehtienen metabolitos

secundarios con las siguientes estructuras :

Aninoglicosidos: La glucosa se integra intacta al esqueleto de estos
compuestos, por ejemplo Ta Estreptomicina. 0 parte del esqueleto, a

menudo como molécula de glicésido, unido al esqueleto derivado del
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Carbono por otro camino; ejemplo : en antibidticos macrdlidos como la
Eritromicina. La incorporacién de la molécula completa de glucosa es
fendmeno caracteristico de los actinomicetales, en contraste con los

hengos donde raras veces ocurre,

F16.2 METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUCIDOS POR INCORPORACTON DEL ES-
QUELETC DE GLUCOSA INTACTO

STREPTOMICINA
" W
"oh,
HaNCN
A ‘ﬁg" I | CLADINOBA
Hals _ DESOSAMINA
9
. ERITROMCNA

Compuettos ralacionadae con los nucledeidne. ta nlnrnca co ntitdva nawm
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por el ciclo de las pentosas fosfato, el cual provee la ribosa para la
biosintesis de nuclefsidos. Los antibifticos nucledsidos difieren de

Tos nucledsidos esenciales en la molécula de azicar.

FIG.3 METABOLITOS PRODUCIDOS POR LA UTILIZACION DE GLUCOSA VIA PEN-
TOSA FOSFATO.

o
CITAGINA

ATOCIDINA
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Vfa del Acido Shikimico . E1 ciclo de las pentosas fosfato también

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

shikimico, que es el precursor de aminodcidos esenciales y de metabo-
Jitos secundarios aromiticos como el Cloranfenicol. Esta via es qui-
z8s la principal en la produccifn de compuestos aromdticos de actino-

wicetos.

FI6.4 HETABOLITdS SECUNDARIOS PRODUCIDOS POR VIA DEL ACIDO SHI-
QUIMICO.

gm

POLICETIDOS Y POLIPROPIONATOS

La glucosa pasa a triosa, luego por via dcido pirdvico produce el ace-
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tato que es 1a 1laye tanto para el metabolismo primario como secundarig,
Por carboxilacifn del acetato Se produce malonato, y la condensacién
Tineal de una molécula de acetate, con varias moléculas de malonato,
posterior descarbaxilacin y reduccifn, da como resultado dcidos gra-~
sos. Se relaciona la biosintesis de &cidos grasos con una sintesis
policétida. Esta ruta es mis comdn en hongos que en actinomicetales.

A este grupo pertenecen antibiGticos de suma importancia como las te~
traciclinas. Hay uma desyiacién de este paso que es la via polipro-
pionate, el cual encierra una condensacién lineal de dcido propidnico

y metil malénico, en lugar de acético y malbnico. Por esta via se sin-

tetiza Ya aglicona de l1a eritromicina, FIG.5.

II. Eritromicina

a. Generalidades.

La Eritromicina pertenece al grupo de los antibidticos macr51i-
dos, 1ipofilicos bdsicos que poseen un aniilolacténico. Sinte-

tizado por cepas de Streptomyces erythreus, y por algunas espe-

cies de género Arthrobacter { 51). Descubierta por Mc Guire et
al en 1952, Altamente efectiva contra muchos organismos Gram
positivos y algunos Gram negatives. Se usa principalmente contra
infecciones ocasionadas por streptococos del grupo A beta hemoli-
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 dafia 1a flora intestinal normal. Tam-

bién se usa en casos de hipersensibilidad a penicilina (45 ).

Actiia como bacteriostdtico sin embargo, en concentraciones de 50
a 1060 veces mayor puede ser bactericida (52). Su accién bac-
teriostdtica se debe a la propiedad que presenta como inﬁibidor
de la sintesis de proteinas de Tas bacterias sensibles, no contra

las células de los mamiferos. E1 mecanismo de inhibicifn se pre-

senta por la capacidad del antibidtico 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 $ a saturacidn (66 ), varias moléculas adicionales pueden ser
enlazadas por separado a muy altas concentraciones del antibigti-
co; 8stas indudablemente no estdn relacionadas con la accidn bio-
1dgica. La Eritromicina inhibe sintesis de proteinas después de

la activacién de aminodcidos y transferencia de estos al t RNA.

Los mutantes resistentes a Eritromicina {60 ), se han utilizado
para definir el sitio especifico de accifn. En estas mutantes
la resistencia al antibi6tico se Tocatiza en 1a regi6n denomina-
da "de estreptomicina", muy probablemente en el sitio L4, Llas
mutantes resistentes a dicho antibiStico, tienen alterada la oc-
tava protefna de la sub-unidad 50 § ribosomal. La Eritromicina
bloquea 1a poli A, dirigida a 1a incorparacitn de lisina, por la

inhibicién de la sTntesis de péptidos (por alta polimerizacién)
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de este aminodcido y estimulando la acumulacidn de pequedos oli-
gémeros del mismo. Similares efectos se consiguen incorporando

fenil alanina,

Los grupos funcionales de 12 molécula de Eritromicina relaciona-
dos con la interaccidn en los ribosomas, se han determinado, uti-
1izando varios macr61idos y andloges que interfieren con el en-
lace de la Eritromicina marcada radiactivamente. Los dos azfica-
res son indispensables para la actividad bioldgica del antibi6-
tico. Presenta mejor capacidad de enlace cuando posee los dos
aziicares. Otros grupos importantes son : los hidroxil 11, 12y
19, Tos dos hidroxil y 3 dimetil amina sobre la desosamina y el

grupo 3 metoxi en 1a cladinosa { 6).

Estructura quimica de las Eritromicinas.

Se conocen cinco tipes de eritromicinas: A, B, C, Dy E. Estas

tienen en comin un anillo lact6nico polifuncional altamente sus-
titufdo. Un amino azdcar y un azicar neutro. Su diferencia ra-
dica en los diferentes sustituyentes del anille lactbnico y las

aziicares especfficas que posce cada tipo de Eritromicina, como

se aprecta en la figura siguiente.

La Eritromicina A es 1a forma mds comin y ampliamente usada para

la investigacidn clfnica, por presentar mayor actividad antimi-
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crobiana ( 55}. También la Eritromicina E tiene probada accidn

antimicrobiana. £1 eritranolido 8 generalmente se utiliza como

719.8. Estructure Quimlos Do Laa
- Eritromicingg

R Ry

EMTROMICINA A OH  CLADNOSA
ERITROMIGHA B H CLADINGSA
ERITROMICINA OH  MICAROSA

Hs CHs
Ho chy o {CHAN o
MICAROSA CLADINOGA DESOSAMNA
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agente antipirético ( 58).

Propiedades fisicoquimicas

La Eritromicina es un compuesto que forma cristales incoloros en
cloroformo o acetona. Es una sustancia bdsica ligeramente soluble
en agua y 1dbil en medio dcido, con un pKa 8.6, proporcionado por
el grupo amino de la desosamina. Cuando se administra por via
oral, se hace utilizando ésteres capaces de resistir la acidez
estomacal (66 ). La Eritromicina A tiene un peso molecular de
733,9. Punto de fusidn entre 135-140 grados centigrados. Rota-

¢cidn especifica [ulgs 73,5 en metanol y [u]lz)5 61,99 en etanol.

Biosintesis.

Existe una analogfa entre 1a ruta metab6lica que sigue la bio -
sfntesis de 1a Eritromicina y 1a sintesis de dcidos grasos. La
Eritromicina se forma por 1a condensacidn de una molécula de
propionil coenzima A y 6 de 2 metil malonil coenzima A. La forma-
cién de propionil coenzima A, estd precedida por la activacién
de la propionil cinasa y acil coenzima A fosfotransferasa. La
energfa 1ibre necesaria para la sintesis del eritronblido se ob-
tiene de las descarboxilaciones sucesivas de 2 metil malonil co-
enzima A durante las reacciones de condensacién, La metil malo-

nil coenzima A, puede derivarse de algunos aminoicidos : alanina,
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valina, treonina, isoleucina, metionina {86 )

La sintesis del desoxieritrondlido requiere de un complejo multi-

enzimitico, no disociable y activado por flavin-mononucledtide y
cofactores como el fosfato de nicotin adenin dinuciedtido (NADPH)en
mucho menor cantidad que en la sfntesis de &cidos grasos (56 ).

E1 6 desoxieritronslido se hidroliza posteriormente, sufriendo

dos glicosidaciones { 90 ) y metilaciones antes de ser eritromi-
cina bioldgicamente activa., E1 eritrondlido B es el producto
hidroxilado del 6 desoxieritronélido, se condensa secuencialmente
con Tos aziicares micarosa y desosamina, para dar 1a Eritromicina

D. El eritrondlido B que es el intermediario, al ser nuevamente
hidroxilado se transforma en Eritromicina C, que por metilacifn
produce Eritromicina A {39 ). £1 papel de 1a metionina en la
formacign de Eritromicina A, se demostrd en mutantes auxétrofos

a metionina { g5 ). La concentracion de Eritromicina C en fase
temprana de 1a formaci6n del antibiGtico es mds o menos igual que
1a Eritromicina A, en Ta fase tardia la concentracidn de C decli- i
na. Los mutantes auxdtrofos a metionina favorecen a formacidn

de Eritromicina C,

A continuacitn tenemos un esquema propuesto por H. Grisebach, para
explicar 1a biosfntesis de Eritromicina, segdn la siguiente secuen-

cia de reacciones (Figura 7).
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FIG 7. BIOSINTESIS DE ERITROMICINA,
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Regulaci6n de biosfintesis de Eritromicina.

Regulacidn por producto final, La biosintesis de algunos antibié-

ticos estd inhibida por la acumulacién del producto final (59).E1
cloranfenicol parece regular su propia sfntesis (54 ). En estrep-
tomicina y ristomicina los mutantes son mejores productores (103).
En vfas secundarias donde el metabolismo primario final es el
precursor de un metabolito secundario, la eliminacién de la re-
troregulacién en 1a vfa de biosfntesis del metabolito primario,
tiene como resultado una mayor produccién del secundario. Huchos
caminos biosintéticos secundarios comparten intermediarios con
las vfas primarias, en tales casos la retroregulacién de una de
las enzimas tempranas por el metabolito primario, disminuirfa ja
producci6n del secundario. Lla adicién de lisira al medio de cre-
cimiento de P. crysogenum, reduce la formacién de penicilina
(22).

En antibiéticos macrélides, en el caso especial de 1a Eritromici-
na, no se han reportado este tipo de resultados, perc se ha pro-
bado que estimula su propia producci6n. Concentraciones de

2 mg/ml de Eritromicina adiciorados al cuarto dfa de la fermenta-

cidn, aumenta casi en un 50% la velocidad de sfntesis del antimi-
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crobiano, en medio complejo (84).

En estudios realizados con aminodcidos (glicina, alanfna, seri-
na, valina, leucina y treonina} se obtuvieron los siguientes re-
sultados : solamente Taglicina se incorpora como fuente de Car-
bono y de Nitrdgeno con aumento notable de la produccién., Con
Tos otros aminofcidos no se observé este fendmeno {incorpora -
¢idén como fuente de C y N) se detecta un aumento en la produc-
cifn de biomasa pero no aumenta sensiblemente la produccién del

antibiético.
Recientes estudios realizados en medios de cultivo comerciales
para 1a produccién de Eritromicina, mostraron dos aspectos im-

portantes en relacidn con las fuentes de nitrfgeno :

a2, La limitaci6n de una de las fuentes de nitrégeno, como sul-

fato de amonio favorece la producci6n de Eritromicina.

b. Se determind que la {irea utilizada como fuente de carbono,

solamente es adecuada en concentraciones menores a 1.2 g/1 ( 77).

Regulacién por fosfatos. Es necesario que algunas fermentacio-

nes se 1leven a cabo en concentraciones subdptimas de fosfato
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(95), {23). Segin Martfn, 1977, la minima concentracién inhi-
bitoria de fosfato inorgdnico se encuentra entre 1 y 50 mi para
diferentes antibifticos. Para el caso de Eritromicina 4 mM in-

hibe la produccién ( 77).

Estimulacifn por Propanol. El propanol estimula Ta produccidn

de Eritromicina, cuando es adicionado al medio de fermentacidn
después de dos dfas de iniciarse 1a misma. Las concentraciones
en que se adiciona debe ser inferior a 5 g/1; cuando se adicio-
na en concentraciones mayores o antes de iniciar el crecimiento,
el efecto que se produce es de inhibicién del crecimiento y
por ende de la producci6n. Como precursor induce la actividad
de la prepionil coenzima A, carboxilasa de S. erythreus. Este
efecto estimulatorio parece tener lugar a nivel de transcrip -
cidn ( 71},

f. PRODUCCION DE ERITROMICINA POR FERMENTACION TRADICIONAL EN BATCH

La Eritromicina se obtiene a partir del Steptomyces erythreus, en un

medio complejo industrial por fermentacidn en batch, durante 200 ho-
ras, con variables normalmente medidas y controladas, las cuales se

resumen en l1a tabla 4,

Estudios desarrollados en el campo estdn orientados a obtener mayor



28

TABLA 4. VARIABLES NORMALMENTE MEDIDAS Y CONTROLADAS DURANTE EL CURSO
DE UNA FERMENTACION DE ANTIBIOTICOS.

Contfnuamente DiscontTnuamente
Temperatyra Crecimiento, paquete mice-
Velocidad de agitacidn 1iar, material seco y consy

Velocidad de flujo de aire tituyentes celulares.

Presitn Producto formado
Temperatura Consumo de nutrientes
Espuma

0xfgeno disuelto
Consumo de oxfgeno

Adici6n de nutrientes, &cido ,base y
antiespumantes.

productividad utilizando para ello el trabajo con ciertas variables

que determinan la produccidn del antibiStico. Entre otros. tenemos los

siguientes :

Estudios sobre cinética de producci6n del antibi6tico ( 64). Optimi-
zacién de la produccién controlando pH y temperatura, logrando aumen-
tar en un 30% la productividad (110). EV oxfgeno disuelto es un fac-

tor importante a determinar, se sabe que para obtener mejor produccidn
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de Eritromicina, es necesario eliminar la limitaci6n de oxfgeno du-
rante la produccién del inéculd. Esto puede alcanzarse aumentan-
do 1a velocidad del impulsor preferiblemente (67 ). La demanda de
oxfgeno depende del consumo de sustrate, asf el nivel de oxfgenc di-
suelto puede ser guardado con 1fmites predeterminados, escogiendo un
apropiado flujo de sustrato. La presi6n en el fermentador es amplia-
mente utilizada para aumentar el oxfgeno disuelto; sin embargo, una
presién muy alta aumenta la concentracidn de (0, disvelto, causando

dafio & las células (50).

La cantidad de indeulo influye cualitativamente en la produccidn de
Eritromicina. Un aumento en la concentracidn de biomasa disminuye el
KLa(ZB). Se comprobé también que hay autdlisis del microorganismo -
praductor del antibiGtico; &sta se indujo por deficiencia de oxigeno

0 variaciones de temperatura.

La agitacifin mecdnica tiene gran influencia en la fermentacidn. S1 se
tiene una distribucién uniforme de los componentes, facilita la trans-
ferencia de oxfgeno, nutrientes y calor. También la morfologfa cely-
lar estd determinada por 1a agitacidn; si es muy intensa parte el mi~
celio en pequefios fragmentos, las hifas mis largas se mantienecne con
una agitacidn mds lenta; disminuyen la viscosidad. Las mds cortas

dan mayor viscosidad y mejor transferencia de masa { 50).
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11LCARACTERISTICAS DEL-MICROORGANISMO

ASPECTOS GENERALES.

Para el desarrolle 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 Bacteriélogos 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, 1as
cuales tienen en comin hifas durante el crecimiento; aunque algunas
especies las muestran (nicamente en cultivo sélido. En el género
Streptomyces los filamentos desarrollados son fuertes y muy raramente
fragmentados. ET micelio aéreo 1leva generalmente cadenas de 50 es -
poras, pero en algunas especies estas son relativamente cortas, de

5al10 (19).

Las esporas son artrosporas formadas por septacién 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 fa cubierta y se Tiberan de la cadena sin cu -

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

Los Streptomyces tienen un oler a tierra caracterfstico; por el color
del micelio aéreo se denominan por ejemplo niveus si es blanco, S.gri-

seus si es gris, etc,

Todos los Streptomyces tienen la estructura tfpica de c&luas procarid-
ticas, no tienen membrana nuclear, ni mitocondria o reticule con poli-
ribosomas. Las membranas estdn definidas como plasma membranas y ra-
mificaciones de ellas, que forman una tipica unidad, con 10 nm de did-
metro, paralelo a 1a pared celular, Parecen ser otras bacterias Gram
positivas, las superficies externas estdn cubiertas por pequefias par-
ticulas. El materidl nuclear tiene finas fibrillas, el cual estd si-
tuado generalmente en la regidn central de la célula. Pueden estar
relativamente dispersos u organizados en agregados mds compactos; las
fibrillas generalmente se unen longitudinalmente a io largo de la hifa,
E1 material se divide en dos, previo a 1a delimitacidn de células 'o
esporas. Las partfculas ribosomales son numerosas eﬁ la mayorfa de

las células. Poseen ademds mesosomas {100).

Esporas. Las esporas se forman por reorganizacin 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 ¢élula madre. La presencia de cubierta coincide
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con 1a presencia de micelio aéreo. La cubierta tiene muy poco o no
tiene efecto sobre la formacién de esporas, pero puede influir en la
determinacién del camino por el cual las esporas se 1iberan. Ya sea
por 1a fragmentacién de la hifa sin cubierta como el caso de Micros-
pora; O fragmentaci6n de 1a hifa con cubierta en el caso de particu-
1as de $treptomyces, Resultados de andlisis realizados indican que la
cubierta estd compuesta de elementos finos fibrilares y material

amorfo (46).

Las esporas maduras de Streptomyces spp, no se diferencian fécilmente
de 1a forma vegetativa de las células en microscopio de contraste de
fases, porque su coeficiente de refraccién estd cerca del que tiene
Ta forma vegetativa, Se pueden diferenciar por tinciones selectivas

o suspendiéndolas en agua; las esporas colorean mds facilmente.

La pared de 12 espora es aproximadamente 1.5 a 2.0 veces mis gruesa
que 1a de la c8lula vegetativa y se pueden distinguir dos o tres ce-
pas en algunos casos. Las paredes del micelio vegetativo en la mayo-
rfa de los Streptomyces son sensibles a la Visosima, pero las esporas
parecen ser resistentes. Y las propiedades electroforéticas de las es-

poras cambian después del tratamiento con lisosima.

Es posible diferenciarlas ademds por 1a resistencia a 1a digesti6n en
KOH en soluci6n al 15%. Ni en esporas, ni en células vegetativas se

han hallado &cidos teicoicos.
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Iv. CONDICIONES DE CRECIMIEKTO.

Los microorganismos son formas de vida, con una gran capacidad de --
adaptacibn a diversas condiciones anbientales. Esta adaptacidn viene
acompafiada de 1a reorganizacidn de estructuras macromoleculares, 1a
induccidn yfo represifn de sistemas enzimdticos y relocalizacidn del
material celular. La composicidn de la célula varfa en funcién de tem
peratura, pH, fuerza ifnica y nutrientes que estan en el medio. La
limitacidn de alguno de los nutrientes puede hacer que cambien algu--
nas acciones metabGlicas de la célula. En la Tabla 5 (descrita por
Daniel t.C.Wang et al (1978) (94), puede apreciarse algunos fendmenos

que acontecen cuando limitamos una fuente de nutrientes especifica.

TABLA 5, LIMITACION DE NUTRIENTES Y SU POSIBLE MODO DE ACCION.

Nutriente limitado Medio de accitn

Fuente de Carbone Restringe 1a disponibilidad de C, para
biesintesis de energfa.

Nitrégeno o sulfuro Restringe sintesis de proteina

Fosfato Restringe sintesis de dcidos nucleicos

y/fo produccidn de energfia.

plagnesio o Potasio Restringe sintesis de dcidos nucleicos
0 pared celular y/o estructura de mem-
brana o permeabilidad.
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Basados en esta hipStesis es de esperarse que limitando un nutrien-
te apropiado, puede restringir alcuna actividad metabdlica, mien -

tras se contindan las otras a la misma velocidad.

Si observamos la composicidn cetular, 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 2al3%
RNA : 10 a 15%
Protefna 40 a 60%

Polisacdridos 15 a 20%
Lipidos 10 a 15%

Segiin Pirt 1975, hay cinco requisitos fundamentales para el crecimien-

to de un microorganismo en un cultivo :

1, Fuente de energfa
2. Nutrientes para proveer de los materiales esenciales de los cua-

les se sintetiza biomasa.

3. Ausencia de inhibidores que eviten el crecimiento
4, Indculo viable

5. Condiciones fisicoquimicas dptimas.
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Para disefiar 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. E1 medio debe responder hasta donde sea posible, a los re-

querimientos del microorganismo. Debe tener :

Fuente de Nitrégeno : Debe haber suficiente nitrégeno disponible para
la producci6n de biomasa. Muchos microorganismos utilizan Nitrégeno
inorgdnico en forma de nitrato de amonio, pero en estos casos general-

mente se estimula el crecimiento adicionande nitrégeno orgénico.

Fuente de energfa: Generalmente constituida por carbohidratos o

1ipidos, pero el esqueleto de carbono de la fuente de nitrgeno tam--

bién contribuye.

Medio de produccidn : No basta e) disefio de un buen medio de crecimien-
to para obtener una produccién adecuada, el medio de fermentacidn debe
inducir 1a produccién del metabolito secundario; para ello deben 1imi-
tarse nutrientes, como el contrel de carbohidratos, 1a limitacién por
Nitrdgeno es menos comdn.

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

fluye en la fermentacién, permitiendo controlar el crecimiento y la
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produccién del antibiético. La adicién de precursor es obvio que po-
sibilita el estimulo del metabolismo secundario, aunque para ello

es indispensable el conocimiento de 1a secuencia bioquimica. En con-
c¢lusién, el diseio de un medio dptimo debe reunir las siguientes con-

diciones:

a. Satisfacer las demandas nutricionales del microorganismo.
b, Que sea barato
c, Que pueda ser sustituido por materias primas de contenido qui-

mico similar, para produccion industrial.
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V., Inmovilizacidn

La inmovilizacidn de c&lulas como nuevo sistema de bioconversiones ha
despertado mucho interés en los Gltimos diez afios. Su investigacicn
se ha orientado a 1a optimizacién de procesos en Biotecnologia. En--

tre Yos cuales se podrian mencionar los siguientes:

Reacciones monoenzimiticas, Tales como degradacién, hidrélisis,

isomerizacidn, etc.

Reacciones multienzimdticas. En las cuales se requiere que esté

en completa actividad 1a maquinaria metabdlica celular. Como en el caso

de los antibidticos y produccidn 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 dilycidn sin que se produzca wash-
out,

c) Hay posibilidad de acelerar 1a reaccidn, debido al incremento de la
concentracion celular por unidad de &rea,

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 las enzimas involucradas en estos procesos sintéticos;
asi las células sdlo pueden ser mantenidas por periodes de tiempo de--
:erminados con toda su actividad metabGlica presente. La inactivacidn
s¢ puede producir por desnmaturalizacién de enzimas, pérdida de metabo-
lites intermediarios, escasez de nutrientes, inhibicién por otros meta
bolitos; variaciones de pH, presifn osomdtica en torno a las macromo--
1éculas.

METODOS DE INMOVILIZACION

Los Métodos de inmovilizacibn de células, son basicamente los mismos -

métodos utilizados en inmovilizacion de enzimas.

En 1a Tabla nimero 6, estd la clasificacion de las téenicas utilizadas
para inmovilizar, factores que influyen en cada caso y algunos soportes
utilizados. La Figura 7A, dd una visifn mas grdfica de los fenfimenos -
que se suceden,

Dichos métodos se pueden clasificar de la siguiente manera:

1. Adsorcién:

La adsorcign de células engloba 1a formacién de un gran nimero de unio-

nes por puentes de hidrdgeno.
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TABLA Mo.

6

METODOS DE INMOVILIZACTON PARA CELULAS

TECNICAS DE IIHOVILIZACIOIJ FACTORES QUE INFLUYEN SOPORTES
Composicién de pared ce | Cerédmica
lular

Tezontle
Propiedades Carga Vidrio
Celulares Edad
Caracter{sticas de cre-
cimiento
ADSORCION
) Composicidn
Propiedades Carga superficial
del soporte
Area de superficie
o ’
Propiedades Estructura celular Agar
Celulares uniforme
Alginatos
ATRAPAMIENTO Tamafio
Propiedades Carragenina
del soporte Forma de gelificacidn
Celofin
pH
Acrilamida
Propiedades Composicion de pa-
Celulares red celular y carga Isocianato

[ENLACE. COVALENTE Propiedades Grupos funcionales Aninosilanos

del soporte y -carga superficial Glutaraldehido




FIGURA 7. A DIAGRAMAS DE LOS DIFERENTES SISTEMAS DE INMOVILIZACION 40
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La adsorcion depende de la naturaleza'de 1a carga de la pared celular
1a cual estd distribuida, de acuerdo a los grupos amino y carboxilo.
Es inespecifica y la estabilidad estd determinada por la velocidad
de desorcidn de las células del soporte; este fengmenc se ve incre---
mentado por canbios de pH o por fuerza inGnica; cuando se adsorben
tas c¢Blulas solo en la superficie del soporte, también por fluido rd-
pido o por contacto con burbujas de aire se sueltan. Es desventajoso
el hecho de que sélo un ndmero pequefio de las células expuestas al so
porte se inmovilicen. Una ventaja es la recuperacion del catalizador

por desorcidn cambiando bruscamente el pH o la fuerza indnica.

2. Atrapamiento.

a. Atrapamiento en geles:

Este sistema se ha desarrollado en hidrogeles; es una técnica co-
minmente aplicada, versdtil y puede utilizarse en cualquier tipo
de células. E1 atrapamiento puede realizarse por enlace covalente
como es el caso de la policrilamida; por fuerza i6nica como la in-
movilizacién en alginato de calcio. Los poros de la matriz que tie-
ne atrapadas las células, deben ser suficientemente grandes para
permitir una difusi6n razonable de los componentes del medio de

cultivo hacia el interior y del producto hacia afuera.
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b. Encapsulacidn:

Las c&lulas son retenidas dentro de una membrana semipermeable, que

permite al sustrato y al producto difundirse con relativa libertad.
3, Enlace Covalente

Las células se acoplan directamente a un soporte activade. La unifn pue-
de hacerse a cualquier componente reactivo de ia superficie celular;
amino, carboxilo, sulfidrilo, imidazol o grupos fenSlicos de protefnas
que también pueden ser utilizados. Tienen la ventaja de que las unio-
nes a la superficie, se hacen por un entace estable por largos perfo-

dos de tiempo, asf el rompimiento celular nstd minimizado.

Los Soportes

Los soportes para inmovilizaci6n de célutas, deben poseer caracterfs-

ticas importantes como son:

a. Resistencia a la degradaci6n microbiolégica:

Los soportes ricos en fuente de carbono como el almiddn, o ricos en )
fuente de nitrGgeno como las protefnas son potencialmente buenos

nutrientes para los microorganismos.



43

b. Estabilidad té&mica:

Debe resistir las temperaturas de operaci6n sin alterar su confi-

guracién.,

c. Forma y tamailo de partfcula:

Estas dos caracteristicas tienen su méxima importancia con respec-

to a la operaciGn de los reactores.

Las particulas grandes disminuyen la caida de presién y la difusidn
e impide que los nutrientes 1legen a las células. Con particulas de
tamafio arande se desaprovecha 1a actividad de la mayor parte de las

. ¢&lulas ipmovilizadas.

d. No debe reaccionar con el producto:

— ———

e. Debe ser de ficil adquisicidn, manejo y en la medi-

da de las posibilidades que se puedan reactivar las

células.

f. Laresistencia mecinica
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vI. Reactores

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

ciones bioquimicas,ya sea de enzimas libres o por células microbianas

La seleccifn del reactor depende de algunos criterios especificos (109)

—

. Propiedades fisicas y quimicas del medio de cultivo

I d

. Naturaleza del material del soporte

Ca

. Tipo de células inmovilizadas

-

. Tipo de reacciones que se 1levan a cabo

w

. Naturaleza del producto de reaccion

Para el disefio de} reactor se debe tener en cuenta ademis de las ca-
racteristicas arriba enumaradas: el fujo, las caracteristicas de mez
clado, el modo de operacidn, la concentracidn de reactantes también

Jjuega un papel importante, en el caso de reacciones enzimiticas,

Los reactores biolGgicos se clasifican seqin su modo de operacidn y

caracteristicas de flujo de la siguiente manera (115).
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* REACTORES BIOLOGICOS

FORMA DE OPERACION

CARACTERISTICAS DE TIPO DE REACTOR

FLUJO
I Intermitente Mezclado perfecto Reactor tanque agitado
Flujo pistdn Columna empacada
Columna fluidizada
Tubo enzima
Enzima capa fina
11 Continucs Fibra porosa
Mezclado perfecto Un solo reactor tanqug

agitado continuo (CSTR
o miltiple (CSTR)

* (115)
Tanque agitado:

Es el tipo mds simple,

estd 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.

E1 Batch es un sistema

el medio ambiente (6).

cerrado con respecto al cambio de materia con

En los reactores continuos, hay alimentacidn y salida continua, es un

sistema abierto con respecto al cambio de materia por el medio ambien

te.
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Columnas_empacadas,

Son las mas ampliamente usadas para células y enzimas inmovilizadas ,

segiin 1a forma como fluje el sustrato, pueden ser de tres tipo:
Flujo ascendente
Flujo descendente, y

Recirculacidn

Reactores de lecho fluidizado.

E1 1iquido fluye a través de las particulas sdlidas. La mdxima vele--
cidad de flujo es el punto en el cual todas las particulas se resus--

penden en el flujo de gas.

La biofluidizacidn ha sido definida como la aplicacifn de principios
bdsicos de fluidizacidn a bioprocesos donde se ysan microorganismos
conpletos o células libres. En la literatura hay tres dreas de aplica

cién (5).

1. Enzimas ihmoviTizadtas sobre una matriz sélida,

2. Biofluidizacifn de cultivos puros de células inmovilizadas sobre
una matriz sGlida,

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

vigorosamente, se mezcla para tener cpmposicio‘n uniforme, La concen -
tracidn de oxigeno disuelto es la misma a través de la fase 1iquida.
Una 16gica similar puede aplicarse para la transferencia de calor,
problema ocasionado por el crecimiento microbiano, el vaso agitade
puede remover adecuadamente el calor eguipado con un buen controlador
de temperatura. E1 sustrato se hace pasar del tanque agitado a la co-

lumna donde se hallan las células inmovilizadas.



OBJETIVOS

Producir Eritromicina por el método de inmovilizacién de cé&lu-
las completas. Utilizando un soporte que permita a l1as células
atrapadas mantener todas sus funciones metabdlicas, para predu-

cir el antibibtico.

Comparar el método de produccidn de Eritromicina, por células
inmovilizadas vivas, con la produccifn por fermentacidn tra -

dicional en Batch.

Optimizar el nuevo método, con el propdsito de disminuir los

costos de produccidn, para poderlo aplicar en mayor escala. -
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METODOLOGIA GENERAL

E1 esquema general de trabajo se desarroll6 considerando los siguien-

tes aspectos fundamentales :

1. Caracterizaci6n del microorganismo

2, Inmovitizacign

3,  Operacibn de reactores.

1. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO.

Antes de iniciar el proceso de immovilizacibn, debe haber familiariza-
cién con el manejo del microorganismo : mantenimiento de 1a cepa, ca-
racteristicas de esporulacidon y medios de cultivo. Buscar condiciones
ambientales adecuadas : pH, temperatura y aireacidn. Seguir la curva
de crecimiento del microorganismo, midiendo produccidn del antibidtico

y consumo de sustrato (aziicares).

Estd claro que debe buscarse 1a edad del cultivo Gptima para Ta immo-

vilizaci6n del microorganismo. Hay una correlacidn entre la edad del
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cultivo y la actividad de las células inmovilizadas. Los resultados
de estos experimentos estdn reportados en el Capitulo de CARACTERIS-
TICAS DEL MICROORGANISMO.

2. INMOVILIZACION.

Para desarrollar este aspecto nos apoyamos en 1os datos obtenidos en
la primera parte del trabajo. Los métodos de inmovilizacibn utiliza-
dos, los soportes, y las caracteristicas particulares de cada proceso
estén descritas en el Capitulo de INMOVILIZACION. Nos importa desta-
car aqui el esquema general sobra el cual edificames nuestro trabajo.

Ver el siguiente esquema.

.OPERACION DE REACTORES. Una vez las células se inmovilizaron, se eli-

gieron los reactores mas apropiados para este tipo de fermentacifn.
Los reactores deben estar disefiados 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 irmovilizacién.
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ric.s ESQUEMA DE TRABAJO

LIOFELIZADO .y MEDIO VEGETATIVO ., ESPORULACION oo s SUIPENSION DE
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PREINGCULO
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INMOVILZ ACDN
T FRIN
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VEGETAL VEGETATYO  VECETATIVO  VEGETATNO SOPORTE MAS
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SEU‘DD SEUDO INMOVILIZACON ﬁ;wl ACTIVADAS MEDIG DE
BOR RECIRCULA  INUGVILIZADAS £ RMEN TAGION.
MICELID wiceio  0R ! 0LSAS DE NITRO- FEAMENTAGON
CELuten
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seng oE NEDIO DE NERID
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:"’ch" FERMENTACION FERUENTACION rznutunclou
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PRODUGGION  PROBUCCION DL propuctioN
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos : Para el desarrollo de este trabajo se utiiizé

Streptomyces erythreus, coleccién del Instituto de Investigaciones

Biomédicas de la UNAM, cepa de alta productividad,

El microorganismo empieado para valorar el antibidtico fue Sarcina
lutea NRRL-13-1018, obtenida del Agricultural Research Service Cul-
ture Collection y conservadopor el NHorthern Regional Research Labo-

ratory en Peoria, I1linois.

Preservacidn de l1a cepa : £1 S. erythreus fue preservado en tubos

de cultive 16 x 150 mm, con tapa rosca, en medio s61ido inclinado

de agar nutritive a 40°C:

La Sarcina lutea se preservé en medio de cultivo agar cerebro cora-

26n, en tubos de cultivo 16 x 150 mm con tapa rosca a 40°C.

Esporulacién de Streptomyces erythreus : Se usaron placas y frascas

Roux con medio s6¥ido. Las placas se inocularon por estrfas, los
frascos Roux con suspensi6m de esporas activadas a 37°C & 220 rpm,

en rmedio 1Tquido. Se incubaron a 37°C por 9 dfas, al término de los
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cuales la esporulacifn fue completa. Se cosecharon con perlas de

vidrio para obtener suspensiones esténdard.

Medio de cultivo completo para Streptomyces erythreus.

Extracto de malta 10g
Extracto de levadura 4gq
Glucosa 44
Agar 2g

Agua destilada:
cantidad suficiente para: 1 litro

pH = 7.3 antes de esterilizar, -

Medio de Crecimiento Produccifn: Para crecimiento y produccidn de

biomasa, utilizamos el mismo medio de cultivo, pero 1iquido. Este
medio de cultivo se empled siempre que se necesit6 biomasa para in-

movilizar o en caso de activaci6n de esporas.

Nedio de Produccidn: El medio con el cual trabajamos en la produc-
ci6n de Eritromicina en todos los sistemas de immovilizacién, inclu-
yendo los experimentos realizados para saber a qué edad deben cose-

charse las células para immovilizar.

Extracto de mlta 10g
Extracto de levadura 4g
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Agua destilada csp 1 litro
pH antes de esterilizar 7.3

Las condiciones de crecimiento y produccidn se describen en el si-

guiente Capftulo.

Equipo :

Fotocolorfmetro merca Baush & Lomb, Spectronic 20

" Centrffuga marca Savat con regulacién de velocidad y tiempo.

Potencidmetro Corning modelo 125

Cuarto de temperatura constante equipado con agitadores rotato-
rios alternantes.

Autoclave

Campana de flujo laminar horizontal.

El equipo utilizado con el disefio de reactores se detalla en el Capi~

tulo respectivo.

Reactivos y Materias primas.

Todos los reactivos de andlisis y los medios de cultive fueron marca

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

buidor de materias primas.

Métodos de anflisis (Ver las técnicas en el Anexo).
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1. Valoracién de Eritromicina.

La Eritromicina se determiné por dos métodos, Colorimétrico basado
en el desarrollo de una coloracidn intensa en presencia de icide sul-

fiirico 27N, el cual tiene su méxima absorcién a 484 mm,
E1 segundo método : por difusién en gel, es un método biolégico que
tiene su fundamento en Ja inhibicién del crecimiento de un microorga-

nismo sensible al antibi6tico.

2. Determinacién de aziicares.

Se realizé por el método de antrona . El principio de esta reaccidn
es la condensaci6n del antronolel, el cual reacciona con &cido sulfii-
rico creando un derivado del furfural de los azicares presentes. Los

amino aziicares N-acetil-amino azicares no reaccionan con este reactivo.

3. Determinacién de biomasa.

Se realizé por tres métodos.
Paquete miceliar : Basado en el principio del hematocrito. Se mide

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

Densidad ptica : Se mide Ta variacidn en absorbancia, a medida que

se va incrementando.el crecimiento celular.
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Peso seco : Se hizo con membranas Millipore cor un poro de 0.45 yu.

4. Para la 1mmovilizacién en Kappa Carragenina se sigui6 la técnica

de Tetsuy B, Tosa et al, (109), madificada por nosotros para no cur-
tir, dando mayor consistencia al gel, trabajando con diferentes bu-

ffers.

5. Ipmovilizacién en Cerdmica.

Se c¢recieron las cé&lulas en presencia de medio de cultivo y scporte,
Luego se lavé de manera suficiente, basta probar que no quedaban cé-

1ulas 1ibres, controlando con siembras en medio de cultivo.

6. Inmovilizacién en Tezontle .

Se hizo crecfendo células y se inmevilizaron recirculdndolas en el

soporte, lavado y recirculacifn de medio de fermentacién.

7. Inmovilizacién por encapsulacién en bolsas de dilisis.

Se {mmovilizaron esporas activadas, en las cdpsulas colocadas en me-

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

CARACTERISTICAS DEL HICROORGA{1SNMO

- Se utilizé una cepa de alta productividad deStreptomyces erythrus,

coteccidn del Instituto de Investigaciones Hiomédicas de la UNAM.

Desarrollo experimental

Para iniciar el trabajo experimental fue necesario conocer algunas ca-

racteristicas de comportamiento del microorganismo como Son :

1. Caracterfsticas de esporulaci6n
2. Caracteristicas de crecimiento y producci6n del antibibtico
3. Condiciones para produccin de bjomasa en medio completo.

Todos los experimentos se desarroilaron por duplicado a dos tempera-
turas : 29 y 37 grades centfgrados. De acuerdo con los datos repor-

tados en la literatura, se realizé el disefio de este trabajo.

Esporulacidn : E1 microorganismo se sembr6 en medfo selctivo completo
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para Streptomyces erythreus.

Extracto de levadura 0.4 g
Extracto de malta 1.0 g
Bacto dextrosa 0.4 ¢
Bacto agar 1.5 .9
Agua destilada c.s.p. 100 cc

pH antes de esterilizar : 7.3. Se ajust6 con NaOH en soluci6n O.1N.

Medio sélido

Se incubaron a 29°C luz
oscuridad
a.
34°C luz
oscuridad

durante 9 dfas.

Resultadas : E1 crecimiento mds rdpide y la mejor esporulacién

se obtuvo a 37°C en 1a oscuridad.

b. Se creci6 en frascos Roux con diferentes concentraciones de
agar. Se puede decir que el microorganismo presenta buen desa-

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

c. Un experimento colateral fue crecer en una base de agar en wma-
traces planos de dos litras Fermbach., Se observd que se pueden
contaminar con mayor facilidad, ademds es diffcil observar el
crecimiento del microorganismo; en los frascos Roux es mds fac-

tible y disminuyen los riesgos de contaminacidn.

Desarrollo de los microorganismos en medio 1iguido.

Se hizo un cultivo en medio 1fquido asf: En unFermbachcon un titro

de medio completo para S. erythreus, se colocé un preindculo de 50 cc
crecido a 37°C durante 24 horas. E1 cultivo se incubS a 37°C, con
agitacién constante de 225 rrp, durante 60 horas. Hubo buen creci-
\miento y se observé coloracitn café rojiza caracterfstica. EI micelio
crece muy desglosado y delgado, 1a recuperacién del micelio se hizo

por centrifugacidén a 9000 rpm en un rotor GSA, con buena pelétizacidn.
CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTC Y PRODUCCION.

Se procedid a hacer una curva de crecimiento en Jas siguientes condi-

clones :
Tiempo total de crecimiento : 100 horas
Temperatura : 37 y 39°C

pH inicial antes de esterilizar: 7.3
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Agitacidn 225 rpm

Volumen real 1 litro

Alfcuotas de muestra 10 ml cada 8 horas

Tiempo de esterilizacién 20  minutos

Medio de cultivo Medio completo para $.erythreus.
Volimen dei Matraz 2.8 litros

Procedimiento .

Se trabajd por duplicado, partiendd de un pre-infculo de 50 ml, creci-
do durante 24 horas. En cada 1itro de medio se colocd el pre-indculo;
el cultivo se incubd con agitacién constante. En cada temperatura se
trabajé con cuatro matraces; dos se sembraron a las 0 horas y dos
cuando los primeros tenfan 12 horas de crecimiento, lo que nos permi-

te ver el crecimiento durante todo el tiempe.

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

guiente manera :

En un tubo de centrffuga graduado se toma una alfcuota 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), E1 precipitado se resuspende en agua destilada, para determi-
nar biomasa por densidad Gptica. Con e) sobrenadante de 1a primera
centrifugacifn se puede determinar : produccién de Eritromicina , pH

y consumo de azdicares.(TaBla 7 y Grifica 1).



TABLA 7. DATOS DE UNAFERMENTACION EN MEDIO VEGETATIVO

37°C
Velocidad de agitacidn: 225 rpm.

Tiempo Densidad &ptica Consumo de azdcares Produccién de Eri-
horas 540 nm pH wg/ml, tromicina
ug/ml
0 0.045 6.71 32.000 -
8 0.045 6.64 28.100 -
24 0,060 7.43 24,300 10
36 0.150 71.67 22.300 40 o
48 0.750 7.61 20.300 60 -
54 5,500 7.86 19,500 80
60 6.800 7.89 18.500 160
72 9.00 7.12 16.00 200
96 5.50 7.15 16.700 205
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ESTUDIOS PRELIMINARES.

Edad a la que se debe inmovilizar el Micelio. E1 objetivo de este

experimento fue determinar la edad a la cual debfa cosecharse el mi-

celio para que continde 1a produccién del antibiético.

Es conocido, tanto a‘truvés de la Titeratura, como con nuestros re-
sultados experimentales, que la produccidn se incrementz al final de
1a fase exponencial del crecimiento y es Sptima en la fase estaciona-
ria; experimentos anteriormente reportados demuestran que ésta se
inicia aproximadamente a las 26 horas. Debe por 1o tanto buscarse un
tiempo de cosetha entre las 26 horas que se inicia la produccién y las

50 horas en la cual se inicia Ta 1isis celular.

Diseilamos este experimento cosechando el micelio a las 26, 36 y 48 hg
ras y se midi6 1a producci6n del antihiftico a diferentes tiempos, cog
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

mis ficilmente en la gr&fica unimers dos.. .. E1 micelio
cosechado a Yas 26 horas no aumenta la producci6n del antibiStico des-
pués de 1a cosecha y posterior transferencia al medio de fermentacién
o que indica que se afectan los procesos metab6licos celulares, de

tal forma que durante todo el tiempo que se tomaron muestras no hubo



recuperacidn.
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E1 micelio cosechado a las 48 horas, mds rdpidamente 1lega a una me-

jor produccién, pero decae en la etapa subsiquiente,

£l micelio cosechado a las 36 horas presenta una produccién mis contf-

nua y siempre en ascenso, hasta alcanzar una producci6n superior al

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

Se decide en-

tonces que si se desez inmovitizar micelio debe hacerse cosechdndolo

2 las 36 horas.

TABLA 8. EDAD DEL MICELIO A INMOVILIZAR
Ed?d de c?sechah Tiempos en los | Producci6n de Eritromicina ng/ml
1 - id
bas micelio en ho 333d3§c?6n16 ler. i;perimen~ 20. ixperimen-
horas : 0
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
% 188 4.55 7.99
134.6 145.6
% 183 131.7 165.9
48 166 70.5 93.4
69.5 84.3
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METODOS DE INHOV[LIZACION Y SOPORTES

Los métodos de Tnmovil{zacidn y soportes se eligleron de acuerdo con
las condiciones exigidas por el proceso:

1,  Mantener activa toda la maquinaria metab8lica celular
2, Permitir una buena transferencia de masa.

3. kesistencia mecdnica, 1a cual evita que se alteren las propie-
dades fisicoquimicas del soporte o haya desprendimiento cetu-
lar,

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

§.  El soporte no debe reaccionar con el producte, ni alterar sus
propiedades fis{icoquimicas,

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

Los métodos de inmovilizaci6n de c&lulas utilizadas para el desa-
rrollo de este proyecto y los soportes fueron los siguientes:

A) Atrapamiento en gel: Se utiliz§ kappa carragenina como sopor-
te y las células en forma de micelio la-
vado.

B) Adsorcidn: En Cerdmica: creciendo las células en
presencia del soporte y con agitacidn.

Tezontle: inmovilizando el micelio por
recirculaci6n.



67

C) Encapsulacién: Se utilizaron sacos de nitro ceclulosa
o colodién inmovilizando esporas activas.

Los reactores que se diseflaron en cada uno de 10s casos estdn des-
critos en el capftulo correspondiente.

INMOVILIZACION EN GEL DE KAPPA CARRAGENINA

Se eligié este método de atrapamiento en gel, utilizando como sopor-
te kappa carragenina, porque estudios realizados confirman que las
células permanecen _viables y pueden multplipicarse en el gel; aun-
que se detect6 tambi&n que hay disminucién de células en la inmo-
vilizacién ( 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 e} curtido,
mayor resistencia, susceptible de mejorar la gelificaci6n con dife-
rentes fones.

- No es necesario el tratamiento con sustancias quimicas que
cambien la estructura quimica de las células microbianas,

- Ficil consecucién, bajo costo y el tamafio de poro que deja el
gel, previene el paso de maeromoléculas, como protefnas, 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 CARRAGEMINA

La kappa carragenina es un polisacdrido natural, con variada den-
sidad de carga. Es estereo regular ( -A -B )n, colpolfmero --
(1=—3) -0 8 Dgalacto piranosil {1 — 4) 0 3,6 anhidro ga-
lacto piranosil con varias cantidades de sulfatoFig. 11
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FIG, 11 ESTRUCTURAS DE LA kappa Carragenina

TERCIARIA

FORMULA

.;4
A

9 wnit AS walt

ESTRUCTURA PRIMARIA DE CARRAREGE NINA.

La estructura secundaria y terciaria es un polisacérido de doble héli-

ce (74).

Las cadenas se unen por formaci6n de doble hélice dando una estructura
tridimensional, los intersticios son ocupades por agua y pequefias mo-

léculas o iones. Esta estructura se hincha por 6smosis.

La estructura cuaternaria : Se da por unifn a cadenas cooperativas

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

cambio de configuracidn.



Las variaciones de pardmetros como temperatura, pH y concentracidn
i6nica pueden inducir cambios conformacionales o asociacifn molecular
caracterizada por la anisotropfa de la solycidn y movilidad restringi-
da de segmentos (79). La formacitn del gel disminuye la movilidad de
unidades monoméricas o segmentos de la cadera con interacciones amplia-
mente dipolares. El ordenamiento de las moléculas en forma helicoidal,

incrementa la rotacidn Gptica.

Se estudiaron los efectos de algunos iones en la gelificacién de kappa
carragenina y se demostré que la fuerza del gel depende de la estabili-
zacién, Este grado de ordenamiento se incrementa con algunosiones a
temperaturas bajas. E1 grado de influencia estd dado por K+>Ca++>Na+

para kappa carragenina (76)

También se demostré que 1a temperatura de fusi6n del polfmeto se in-

crementa con iones en el orden siguiente :

+ ++

ta* < k* < ca

DESARROLLO EXPERIHENTAL

Para la inmovilizaci6n de c&lulas de Streptomyces erythreus utilizamos

la técnica de Tetsuy Atosa (109).

Con base en experimentos previos, ya reportados, las condiciones de
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inmovilizacidn fueron las siguientes :

Las células utilizadas para la inmovilizacién se obtuvieron partiendo
de un preinfculo de esporas activadas durante 24 horas en medio com-

pleto para Streptomyces erythreus, a 220 rpm, a 35°C en matraces de

126 m1, con 50 ml de medio de cultivo. Cada preindculo fue transferi-
do a un matraz Fernbach de dos litros con 1 litro del mismo medio, cre-
cidos en iguales condiciones que el preinfculo en cuanto a agitacidn
y temperatura, pero se cosecharon a las 36 horas por centrifugacién a
9000 rpm. EI pH se ajust6 a 7.5 antes de esterilizar. Este trabajo

se realizé en condiciones de esterilidad.

Capacidad del soporte : La capacidad del soporte se determind para

definir qué cantidad de céluias es posible inmovilizar sin que se al-
tere notablemente 1a contextura del gel. Es decir, debe buscarse 1a -
mayor cantidad de cé&lulas que pueda retener el soporte,

TABLA 9. CAPACIDAD DEL SOPORTE

Peso himedo de c&lu- Peso seco Gelificacidn
las de S.erythreus

10g 1.0g Buena textura del gel
15 g 154 Buenaz textura del gel
204g 2094 Mala textura del gel
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Se utilizaron entonces 15g de peso himedo de c&luias por 3.5g de

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

CURTIDO DE CELULAS INMOVILIZADAS

Se determing 1a cantidad Sptima de curtiente, como la minima concen-
tracién del mismo que proporcione 1a mayor estabilidad y resistencia

mec8nica, sin producir dafio en las células.

Se utilizé como curtiente glvtaraldehido {1-5-pentano-dial). La reac-
cién es de polimerizacidn en medio alcalino en solucin acuosa, Esta
reacci6n depende exponencialmente de la temperatura y el pH. Las reac-
ciones del glutaraldehido en solucidn acuosa se utilizan para modifi-
caciones quimicas y estabilizacién de protefnas. En la Figura se
aprecian las diferentes formas en que se encuentra. Las formas [ y I

estén en equilibrio con la II1 {72).

FIG.12 FQRMAS EN EQULIBRIO DEL GLUTARALDEHIDQ EN SOLUCION ACUOSA



2.

Es de esperarse que la reacci6n 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-proteina. La razén de tal
comportamiento fue discutida por .M. Richards et al,(75) quienes
descubrieron ep el glutaraldehido 1a presencia de a y p-aldehidos
insaturados, respensables de entrecruzamientos con protefnas. En la
Fig.13 se aprecian las reacciones con protefnas y condensaciones al-

dflicas.
REACCIONES DE GLUTARALDEHIDO CON PROTEINAS Y CONDENSACION ALDOLICA

Flo.13.

CONDENSAQDN ALDOLICA o
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En el siguiente esquema se ve 1a polimerizacin en medio alcalino.

FIG.14 ESQUEMA DE POLIMERIZACION DEL GLUTARALDEHIDO EN SOLUCION
ACUOSA EN MEDIO ALCALINO. POLIMERO TIPO ALDOL.

l
WAL
CHONCH, Js O =CEHYCHO (4)

Se demostrd la presencia de un polfmero tipo aldol en solucién alcali-
na, que reacciona con protefna al aumento de la temperatura. A medi-
da que se aumenta el pH y tiempo de exposicidn, se desprenden los gru-
pos aldehido. La pérdida de reactividad de estos grupos en solucién

alcalina provoca una disminuci6n de la actividad bactericida (63).

Se postulé que hay dos factores que gobiernan la actividad de la reac-
cidn en medio alcalino; la distancia entre los grupos aldehido y su

tendencia a polimerizarse (16).
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En los sistemas inmovilizados se ha utilizado la reacci6n en medio

alcalino, puesto que ofrece nenos riesgos de dafio celular.

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

zadas con etilendiamina, que es un reactivo bifuncional, el cual reac
ciona posteriormente con el glutara‘ldehido. Este su utilizo en dife--
rentes concentraciones y se probé la resistencia al flujo de las cé--

Julas inmovilizadas por atrapamiento en el gel.

Los resultados se ven en la tabla 10,
TRELA 10

TIE!PO DE CURTIDO Y RESISTENCIA AL FLUJO A DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE CURTIENTE.

Tiempo curtido Cortlente | {ootR 0 Tt heovi152a-
Epl das. horas
30 5 2
30 75 8
30 1.0 > 120
30 1.25 > 120

De acuerdo con los resultados experimentales, se debe utilizar el cur-



tiente en una concentracién de 1.0 % p/v, durante 30 minutos.
PRODUCCION DE ERITROMICINA CON CELULAS INMOVILIZADAS

Con las condictones definidas anteriormente se procedid a montar una
columpa con células inmovilizadas para determinar la produccidn del
antibiético. Se inmovilizaron 15 gramos (peso himedo) de células en
un gel de carragenina 3.5%, curtidas cgh glutaraldehido a1 1.0% p/v.
Se midié 1a produccidn de Eritromicina en una columna empacada con
cBlulas inmovilizadas, recirculacién del medio de cultivo, control

de temperatura, burbujeo de aire, agitacidn externa y tiempo de resi-

dencia de 10 minutos.

TABLA 11
PRODUCCION DE ERITROMICINA EN UNA COLUMNA EMRACADA CON CELULAS INMO~
VILIZADAS ENl CARRAGENINA.

Tiempo-horas Produccién ug/ml
16 2.60
42 21.00
90 11.00
113 4,20

Como se observa en lasTablas 11,11A y 118, por Ta forma como se pierde
casi totalmente,la produccién especifica y Ta productividad del antibid
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TABLA 11 A

TABLA DE PRODUCCION Y PRODUCTIVIDAD ESPECIFICA CON CELULAS LIBRES

E INMOVILIZADAS

T{empo en Concentracidn Productividad de Produccidn especifica
horas de eritromici] eritromicina mg de eritromicina por
na mg/l mg/1h g. de células
Inmovilizadas Batch Inmovilizadas Batch
16 2.60 0.1625 0.20 15.25 10.50
42 21.00 0.50 1.05 12.82 41.86
90 11.00 0.122 2.77 6.70 38.67
113 4,20 0,037 1.90 2.56 34.13
TABLA 11 B

% DE PRODUCTIVIDAD Y PRODUCCION ESPECIFICA DE CELULAS INMOVILIZADAS

CON RESPECTO A CELULAS LIBRES

Tiempo en horas

% de productividad de Eritromicina
de célutas inmovilizadas con res-

pecto a células libres

% de produccidn espe-
cifica de células
inmovilizadas con res
pecto a células libres

42
30
113

81.25
47.65
4.40
1.94

50

30,62

17.32
7.50




tico; nos cuestionamos:
a. iPor qué disminuy$ la Eritromicina que se habfa producido ?

b. ¢Por qué es tan baja la produccién ?

Con respecto al caso a), encontramos que el pH disminuyé a 3.5, razin
por la cual se degrad§ el antibiftico. Este cambio en el pH fue de-
terminado por un contaminante plenamente identificado con reacciones

biougimicas ; Pseudomgna aeruginosa.

EY caso b) nos tlevd a preguntarnos si efectivamente habia actividad
metab6lica, o si la baja productividad se debfa a Ta 1iberacidn paula-
tina del antibiftico que habia en el momento de la inmovilizacifn. Se
decide entonces probar viabiVidad de las células después de inmovili-
zadas y curtidas, en relacién con células inmovilizadas sin curtir y

micelio lavado, ya que cuando no se contaminé tampoco hubo produccidn.

La técnica para medir viabilidad tieme limitaciones por las caracte-
risticas de crecimiento del microorganismo; no lo hace como las bac-
terias en colonias, sino en agregados miceliares. FEsto hace dificil
hacer las cuentas. Aunque 1a 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 & medir por consumo de oxfgeno, porque

no se dispone de los aparatos suficientemente sensibles para esta me-

diribn. :
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VIABILIDAD CELULAR

C&lulas lavadas: Se determing viabilidad despies de 24 horas de cosecha.

Células inmovilizadas sin curtir: Se determind viabilidad desples de 24
horas de inmovilizar.

Celulas inmovilizadas curtidas: Se determing viabilidad desplies de 24

horas de inmavilizar y curtir,

VIABILIDAD CELULAR

C8lulas lavadas | C&lulas inmovilizadas sin C8lulas inmovilizadas )
curtir curtidas
q v 103 .
2.9 x 10 1.3 x 10 . no viables
1.6 x 104 2.7 x 103 no viables

Este niimero de células corresponde a una muestra de .15 g de peso himedo.

Como puede observarse en 1a tabla anterior, el nimero de agregados
miceliares es baja. Con el dnimo de conseguir mejores resultados en
nuestra técnica, decidimos probar si se estaba produciendo dafio a las
células al momento de la determinacién, por cambios bruscos de pre-
sifn osmética que condujera a la lisis celular. Se probaron entonces
viabilidad en soluciones isotfnicas, hipert6nicas y agua, con 10s re-

sultados de 1a Tabla 12.

Por los resul tados obtenidos, vemos que no se presenta daio por cam-
bios en 1a presién osmdtica; donde mayor .1nact1vac16n se presenta es

en solucifn salina isotdnica, donde pierde cuatro Grdenes de magnitud.
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TABLA 12

INFLUENCTA DE LA PRESION OSMOTICA EN LA VIABILIDAD CELULAR,

Soluciones No. de agregados miceliares

24 horas 144 horas
Solucidn salina isotdnica 2.9x 10 6.0 x 104
KC1 Vigeramente hipertdnica 1.24 x 105 2.2 x 108
Sacarosa hipertSnica 6.08 x 108 2.0 x 105
Agua 3.06 x 10° 2.3 x 10°

Se decidid utﬂiz_ar KLY, donde la viabilidad decrece en igual ordengue

en sacarosa, porque no’es un rutriente,

Todo 10 anterior avala nuestra posicibn; la técnica no es muy exacta
pero ros permite observar cémo se pierde 1a viabilidad y en nuestro
caso nos permite diferenciar claramente lo que ocurre en nuestro sis-

tema, comd puede canservarse en la tabla 13

De estos experimentos conclufmos que al curtir las cBlulas pierden su
actividad metabdlica.

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

VIABILIDAD DEL MICELIO LAVADO, INMOVILIZADO CURTIDG Y SIN CURTIR A

LAS 24 HORAS

Micelio lavado
No. agregados

Inm. sin curtir
No. agregados

Inm. Curtido
No. agregados

miceltares miceliares miceliares
2.9 x 105 1.0 x 104 no crecic
1.6 x 105 2.7 % 104 no crecid

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

© analizd, la carragenina es susceptible a ciertos iones y pH.

Decidi-

mos entonces probar diferentes buffers variando su capacidad molar.

TABLA 14

PRUEBAS DE GELIFICACION CON DIFERENTES BUFFERS

Buffer pH Capacidad molar Resultado
Fosfatos de K 7.0 0.? Buena gelifica-
cibn. pH final
=12
Citrates de K 1.0 0.3 No gelifica
Acetato de X 7.0 0.03 Buena gelifica-!

ci6n. pH final
= 8.0
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También se disminuyé el tamafio de particula del soporte, de 5 mm se

pasé a tres mm.

los 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 tamafio
de partfcula del soporte fue de 3 mm. Asf se logré tener un soporte
sin curtir y mantenerlo en una columna con un flujo de un tiempo de

resistancia de diez minutos y durante cinco dfas.

Con las condiciones mencionadas anteriormente, Se probS de nuevo la
producci6n de Eritromicina, inmovilizando las células en el soporte

ya optimizade, utilizando oxigeno puro, con los siguientes resultados:

TABLA 15

PRODUCCION DE ERITROMICINA POR CELULAS INMOVILIZADAS EN
K. CARRAGENINA SIN CURTIR

Tiempo Produccidn
L) No hubo
lB L1} ]
24 1 ]
30 Se contaming
36 No produjo
48 1] n
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Otros experimentos realizados con Carragenina fueron los siguientes :

En fguales condiciones de inmovilizacidnm, sin curtir, se prob la pro-
duccién en un matraz aireado, con medio de cultivo y sesenta revolu-
ciones por minuto. Se midi6 la produccién del antibiftico y esta fue

regativa.

Se reaiizaron también experimentos inmovilizando esporas. Se determing

Ta capacidad del soporte.Get de Carragenina al 3.5%.

TABLA 16

CAPACIDAD DEL SOPORTE KAPPA CARRAGENINA CON ESPORAS DE
S. erythreus

Peso seco mg Consistencia del Gel
11.8 Buena consistencia
16.52 N "

23.60 " "
28.32 " "
47.20 No gelifica

Se inmovilizaron 30 mg: de esporas en el gel de Carragenina al 3.5%.
Las esporas inmovilizadas se colocaron en matraces afreados sin que

hublese habido produccién; se observé ademds que el desarrollo de las
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esporas es muy escaso.

INMOVILIZACION POR ADSORCION EN CERAMICA
Anteriormente enunciamos las caracterfsticas de inmovilizacion por
este sistema. A las ya mencionadas vale la pena adicionar Tas siguien-

tes :

Restricciones difusionales externas del medio sobre la capa 1imite no

agitada alrededor de la partfcula con células inmovilizadas.

Restricciones difusionales internas del producto con el material del

soporte.

Los efectog difusionales son las modificaciones mds importantes inhe-
rentes a la cinética de Tas c€lulas inmovilizadas. Las restricciones
externas difusionales pueden ser minimizadas por el incremento de la
velocidad de agitacidn en el tanque y por aumento de flujo en un reac-
tor tubular. Las reacciones con células inmovilizadas son mds comple-

jas por la posibilidad de divisién celular y el metabolismo completo
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de las células inmovilizadas el cual debe regenerar cofactores y el
uso de mecanismos de transporte activo. La adsorcidn se basa en las
interacciones electrostiticas (fuerzas de Van der Waals), entre la

carga de las células microbiales y la carga del soporte. La cerdmica
permite que las células permanezcan vivas y no se altere su activi-

dad enzimatica.

CERAMICA : Las caracterfsticas del soporte son :

Densidad de la cerdmica : . 1.83. g/cm3
Agua de adsorcifn : 26.00 % en peso
Tamafio de partfcula : 0.59 - 1.17 rm

Disefic experimental : Nos propusimos en primer lugar demostrar que

se ipmovilizan las células. Para hallar este objetivo trabajamos con
esporas activadas durante 24 horas, en medio de cultivo para Strepto
myvces erythreus, a 35°C y 220 rpm. E1 preinéculo se virtié sobre un
matraz que contenfa cerdmica estéril en medio de cultivo. Se crecie-
ron las células con cerdmica, luego se lavé con solucidn salina hasta
comprobar que no quedaban células libres, luego fueron trasladadas

las células inmovilizadas en la cerdmica a otro matraz con medio de
cultivo estéril y se pudo comprobar gque habfa produccién del antibis-

tico, 1o que nos asegurd que evidentemente se habfa logrado 1a inmo~
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vilizaci6n, ademds que las c&lulas se mantenfan viables.

En segundo Yugar se prob$ la produccién en un reactor y se midid la

praduccién,

TABLA 17

PRODUCCION DE ERITROMICIMA CON CELULAS INMOVILIZADAS EN CERAMICA

Tiempo - horas Concentraci6n del antibidtico
ng/ml
0 No hay antibi6tico
24 200
48 325

A partir de las 36 horas hay desorci6n de las c&lulas, por 1o tanto
no se sigui6 midiende 1a produccitn, es 16gico que el aumento en la

produccifn se debe entonces al crecimiento en el fermentador y no se
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sabe qué tanto a las c&lulas inmovilizadas.

El flujo se varid hasta obtener 2 ml por minuto, sin poder_evitar la
desoraidn . LOs problemas de contaminacidn en este sistema también
fuérdn crfticos, en el paso donde hay que lavar las células después

de l1a inmovilizaci6n se contamina con muchisima facilidad. Siempre

se trabaj6é bajo control. Este se garantizdé 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 antibi6tico.

Es de anotar que durante el desarrollo de este experimento, asf como
en 1o0s anteriores, la produccifn se midid por bioensayo. En una de

las columnas que se montd, la produccién frente a un estindar de Eri-
tromicina fue de 3000 ug/ml, pere ya esta se habfa contaminado, o que
nos hizo aislar el contaminante y determinar si el contaminante estaba
produciendo antibiosis o realmente la producci6n se debfa al Streptomy-
ces erythreus. Efectivamente el contaminante produjo antibiosis, se

identificé por pruebas bioquimicas 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 cerdmica y que nunca fueron reproduci-

bles, decidimos buscar otro sistema de inmovilizaci6n. Se diseiis el
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trabajo utilizando 1a encapsulacin en bolsas de didlisis.
ENCAPSULACION EN SACOS DE NITROCELULOSA

E1 soporte utilizado fueron bolsas de diflisis estdndar con las si-
guientes caracterfsticas : son de nitrocelulosa, con un didmetro de

cilindro de 21 mm, espesor de 3.54 x 10'4 mIm.

Las esporas se filtraron y luego fueron activadas durante 36 horas a
35°C, se colocaron en los sacos de di&lisis los cuales previamente

se habfan sujetado de un mafraz con medio de cultivo. La produccién
se comparé con la del micelio 1ibre; 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 inmovi
lizadas es superior hasta las 48 horascon relacion a ta produccibn de
Batch, de este tiempo en adelante empieza a estar por debajo de la -

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

51.48%, con respecto a las células libres.

Hay una variacién en el pH entre el sistema inmovilizado y el de cé&-

lulas libres que influyen directamente en la produccién, E1 pif en las
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TABLA 18

PRIDUCCION DE ERITROMICINA POR CELULAS INMOVILIZADAS POR ENCAPSULACION

CELULAS INMOVILIZADAS CELULAS 1 IBRES

Tiempo/horas Er15;7$:c1na pH Er:;;;?icina pH
24 14.10 6.69

48 17.00 6.62 10.62 6,92
48 17.00 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 1.67
144 63.50 6.78 111.75 7.71
63,50 6.66 111.75 7.74
166 84.20 6.88 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 18 A

COMPARACION ENTRE LA PRODUCTIVIDAD POR CELULAS LIBRES Y CELULAS

ATRAPADAS EN SACOS DE NITROCELULOSA.

TIEMPO | PRODUCTIVIDAD | PRODUCTIVIDAD § % DE PRODUCTIVIDAD
HORAS POR CELULAS POR. CELULAS DE CELULAS INMOVI-
LIBRES mg/1.h ENCAPSULADAS LIZADAS CON RESPEC
mg/1.h TO A CELULAS LIBRES
24 0,44 0,587 133.40
48 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 cdlculos en el anexo

Productividad. concentracidn de eritromicina (mg/1)

tiempo en horas
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GRAFICA 5
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células inmovilizadas estd por debajo del rango que encontramos en
las curvas de crecimiento para la mdxima velocidad de produccidr que
estd entre 6.9 y 7.5. En cambio en el sistema de c&lulas Tibres el

pH siempre permanecid por encima del 1fmite inferior.

INHOVILIZACION POR ADSORCION EN TEZONTLE

El tezonile es una piedra de origen volcdnico, de color rojo, gris
oscuro o n2gro, tiene la ventaja de ser altamente porosa. Se decidid

trabajar con tezontle porque ofrece las siguientes ventajas :

a, Es un soporte inerte

b. Se puede definir el tamaiio de particula

c. Tiene mayor porosidad que la cerdmica

d, Empacado en columnas deja muchos espacios interparticulares,

que disminuye problemas de transferencia de masa.

Ensayos prelimirares. Se lav6 con agua destilada y se esterilizd por
una hora para determinar posibles cambios de pH; el pH no vari6 des-

pués de 1a esterilizacidn; permanecié en 6.8,

Tamafio de_partfcula. EI tamafio de partfcula se determiné haciendo pa-
sar e} tezontle molido por un tamiz entre mallas # 10 con abertura de
2my # 30 con abertura de 0.59 M o sea que el tamaiio de particulas

oscila entre 0.59 m y 2 mm.
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Esterilizacifn. Se realizé en una mufla a 300°C durante una hora.

Inmovilizaci6n., Se llevé a cabo creciendo el micelio en un matrgz

con medio de cultivo y tezontle estéril, luego se observd en el micros-
copio después de haber sido agitado durante 8 horas. Para distinguir
tas células del soporte coloreamos con violeta de genciana y se detec-
td claramente que el micelio se enreda en las paredes irregulares del

sgporte,

Se mont§ un reactor similar al que trabajamos con cerdmica.

Operacidn del reactor. E1 preificulo es de esporas activadas por 24

horas a 35°C, Con este se inoculé un fermentador dejando crecer por
24 horas las cé&lulas, de este se immovilizd por recirculacién en la
columna empacada durante 12 horas y se lavs con solucibn salina esté-
ril. A esta columna empacada se le hizo pasar medio de cultive de
fermentacidn y se midi6 la produccién del antibi6tico. A las 24 horas

no habfa producidec y a las 36 ya estaba contaminado.

Con 1a experiencia desarrollada durante estos procesos de inmoviliza-
cifn se pens en el disefio de un sistema cerrado, que evite totalmente
1a manipulaci6n; es decir, que se inmovilice, lave y recircule medio

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

el diagrama {Ver todos 'us tetalles del reactor y técnica en el Anexo).
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En este sistema se trabajé de la siguiente forma :

Preindculo de esporas activadas durante 24 horas a 35°C. Se inoculd

el primer fermentador y se crecié durante 16 horas; se inmovilizé por

rectrculacién 8 horas y luego se lavé por 2 horas. Se midid la pro-

duccitn como se muestra en la Tabla siguiente :

TABLA 19

PRODUCCION DE ERITROMICINA POR CELULAS INMOVILIZADAS EN TEZONTLE

1.

Muestra | Tiempo-horas é:ﬁigggzg?nge pH- Esterilidad
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-

cidn se super6 pero no hubo produccién. También puede apreciarse que

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

de ser el respensable de que no se produzca el antibiétice. Se adi-

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

7.5, rango en el cual se halla 1a mdxima velocidad de producci6n se-

gin las curvas de crecimiento.
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Se operé de nuevo el sistema en iguales condiciones que el anterior

obteniendo los siguientes resultadoes :

TABLA 20

PRODUCCION DE ERITROMICINA POR CELULAS INMOVILIZADAS EN TEZONTLE CON

CONTROL DE pH.

Muestra | Tiempo-horas

Producci6n de

Eritromicina Esterilidad
l 24 + 4
2 48 + Crecid micelio
3 72 + " "
4 96 + n "

Es imposible juzgar que 1a produccidn se debe a las células inmovili-

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

del soporte. Esto nos 1Teva a pensar que es necesario optimizar el

sistema.
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REACTORES

Para el trabajo experimental se utilizaron los siguientes reactores:

F16.19.  REACTOR PARA CELULAS INMOVILIZADAS EN CARRAGENINA

1.Calumna con celulos inmovilizodos en
carrogening.

2.Bombos Peristdlticas.

J.Entrado de aire.

4 Filtro da alra.

3. Veso agitado-

6.8aflo de temperatura controlodo.
7. Eacape.

& Agitodor magnético-

Volimen vacio: Se determind asi; una vez empacadas las columnas, se
midié el voldmen del 17quido no ocupado por el soporte con las célu-

las inmovilizadas

Caracteristicas del reactor:

Largo de la columna : 50 cm
Didmetro de la columna: 2,3 mm
Voldmen vacio 25 ml

Flujo 1.4 mi/minuto

Tiempo de residencia: volumen vacio
flujo

Tiempo de residencia: 17.8 minutes

Soporte mds células inmovilizadas: 42.0 gramos
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Yolumen del vaso : 1 litro
Volumen del medio : 500 ml
VYaso agitado con temperatura controlada y burbujeo de aire (previa-

mente filtrado),

Agitador : spin-master , modelo 4802

Controlador de temperatura : Heizung Heating Chauffage Termomics.

Operacicn, El1 anterior diagrama divide el sistema para la produccifn

de Eritromicina por células inmovilizadas de Streptomyces erythreus.

Las células inmovilizadas, lavayas se colocan en la columna que tiene
una chaqueta para controlar la temperatura. La temperatura del reactor
se mantiene a 35°C con agua caliente que pasa a través de la chaqueta.
El medio completo para S. erythreus previamente aireado y a 35°C se
hace circular por 1a columna utilizando una bomba peristdltica, a un
flujo de 1.4 mi/minuto y regresando de nuevo al vaso agitado. De este

se sacan las muestras para determinar la produccién del antibiético.

Para el caso de células inmovilizadas en cerdmica, s6lo se vari6 la
¢olymna que fue cambiada por un frasco lavador de gases para tener

menos puntos de contaminacibn.

Caracteristicas del reactor :

Vaso lavador de gases :
Altura 18 n

didmetro 3 cm
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FIG. 20. REACTOR PARA CELULAS INMOV ILIZADAS EN CERAMICA

LCalulas inmovilizados en cerdmico.
2.80mba Perlstditica.
3.Entrgdo ds cirs.
4.BoRo de temperstura conirolade-

5 Vaso ogitado.

6-Filtro dw aire.
1.Escope.
Volumen vacio 160 mi
Flujo 14 ml/minuto
Tiempo de residencia 11.42 minutos

Soporte mis células inmovilizadas 30 gramos

Volumen del vaso agitado 1 litro
Volumen del medio 500 m
Aireacién 1 vwm

Operacién, Las células inmovilizadas lavadas se colocan en ¢l frasco
lavador de gases y se procede en igual forma que en el reactor ante-
rior, La temperatura se controla sumergiendo el frasco lavador en un

bafio con temperatura controlada a 35°C. La velocidad del flujo 14ml/min.
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Reactor para células jnmovilizadas en tezontle,

Caracterfsticas :

Se utilizé como colymna también un frasco lavador de gases.

Altura 18 cm
Mametro 3 cm
Volumen vacfo 140 mil

Flujo 14 ml/minuto
Tiempo de residencia 10 minutos

Soporte mds células inmovi-

1izadas 40 gramos

Aireacidn 1 vwm

Operacidn. Se oper6 en fguales condiciones que el de cerdmica.

Caracteristicas :

Se utiliz6 como columna un frasco lavador de gases,

Altura 18 em
Didmetro 3 cm
Volumen vacfo 140 m

Flujo 14 nl/minuto
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Tiempo de residencia 10 minutos
Agitacién 420 ‘rpm
Soporte mds células inmo-

vilizadas 40 qramos
Volumen de medio 500 mi
Volumen de fermentadores 1 Titro
Aire 1.0 vvm

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

vado y recirculaci6én dél medio de produccién.

F0. 3. REACTOR PARA CELULAS INMOVILIZADAS EN TEZONTLE
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Equipo: Agitador magnético Sipin master 4802 Cole Parmer

(ontrolador de temperatura para columna y fermentador: Heczung Heating

Ctauffage.

Bowbas peristdlticas : Electro-Craft Corporation Cole Parmer

Btoflo Model C30 New Drunswick, Scientific Co. Inc. Edison, N.J.USA,

Controladoer de pH : Centro de Instrumentos, UNAR

Adaptado a una bomba peristiitica y su respectivo

Reostato Master Flex.

1. filtro de aire
2. Tanque agitado con control de temperatura para crecer c€lulas.
3. Bafio termostatado

4. Agitador magnético

5. Escape

6. Cotumna con células inmovilizadas en tezontle

7. Bafio termostatado

8. Bomba peristéltica

g, Entrada de solucifn salina para lavar las células inmovilizadas.

10. Entrada de aire al recipiente con solucibn salina
11, Recipiente para recibir el deshecho del lavado
12, Filtro de aire,
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13. Fermentador de un litro, con control de temperatura, agitacidn
entrada de aire, con un electrode para control de pH.

14, Escape del fermentador,

Operacién. Segin el diagrama podemns apreciar que se dispone de dos
fermentadores en Yinea, une para crecer el preinculo e inmovilizar

y otro para la produccidn,

Se inocula el primer fermentador, se deja crecer, se hace circular por
la columna durante 8 horas para inmovilizar, Tuego se lava por espacio
de dos horas con soluci6n salina estéril y se inicia la recirculacién
del medio de produccidn. En el primer fermentador se empled un agita-
dor magnético, aireacifn 1 vym y contro! de temperatura. En el de

produccién se controla pH, temperatura, agitacién, aireacidn. En los
procesos tanto de inmovilizaciOn, lavado y produccin se controld la

velocidad de flujo.



101

F16,22.SISTEMA DE_ INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTO EN SACOS DE
NITROCELULOSA

1.-Medio de cuitivo.

ﬁ ¢ 2 -Aireacidn,
3.-Variila de vidrio,
2 4.-30cos de nitrocslulosoe.

5. - Tepon de hute.

6.-Protector de seterilidad.
7.-C€lulas inmovilizadas.

S —————————

Temperatura 37°C
Agitacidn 220 rpm
Ajuste de pH antes de
esterilizar 1.5
Medio de cultivo Hes

Tiempo de esterilizar 15' 20 libras
Volimen del medio 50 m

Matraces 125 ml



102

Bolsas de diflisis estandar de celulosa,

35 mm por 100'
Didmetro calculade 21 mm

Espesor 0.0009'*

Condiciones de produccifn para c&lulas_inmovilizadas y libres.

Agitaci6n 220 rpm

Medio cultive Mes

Temperatura 35°C

pH antes de esterilizar 7.5

Volumen 50 m)

Coreccin de volumen 10%

Matraces 125 m). quitasatos

Indculo 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 37°C, después de cubrir una etapa de estan-

darizacidn de técnicas y definir la metodologfa del trabajo.

De la Grdfica No. 1 podeios obtener los siguientes datos :

1, A las 50 horas se inicia la fase exponencial del crecimiento,
que coincide con un iigero incremente en la produccién de Eritro
micina, se hace mds drastica al final de la fase exponencial y
tiene su mdximo en la fase estacionaria, 1o que coincide con los

datos reportados en la literatura (95).

2. La producci6n de biomasa sigue 1a curva tipica, sin que se pre-

sente comportamiento diduxico.

3. A medida que aumenta la produccién de biomasa también aumenta el
consumo de azdcares, cuando la curva 1lega 2 su fase estacionaria
el consumo de azicares disminuye notablemente permaneciendo casi

constante.,
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£l ph de 1a etapa inicial tiende a disminuir, pero éste se eleva
nuevamente, probablemente porque se utilizan &cidos orgénicos,
asf como se registra la aparicifn de compuestos nitrogenados pro-
venientes de la lisis celular. El rango de pH al cual se da 1a

méxima velocidad de produccién estd entre 6.9y 7.5.

S» aprecia también la influenciade la temperatura en los experi-

mentos realizados. Los realizados a 29°C presentan la misma ten-
dencia en el crécimtento, pero es mis lenta, igual que el consumo
de azCcares y la produccibn es menor con respecto a los experinen-

tos realizados a 37°C.

En 1a determinaci6n del crecimiento celular por dos métodos : Den-
sidad QOptica y Paquete Miceliar se encontrd una correlacibn lineal.
Aunque el método de paquete miceliar no es muy exacto, se logrd
estandarizar el método y utilizar un medio de cultivo son sélides

en suspensidn Gréfica 8,

Cuando el crecimiento celular alcanza sy fase estacionaria, dis-
minuye tanto la densidad 6ptica como el paquete miceliar. Sobre
el estado de Tas células en fase estacionaria hay diferentes teo-
rfas, pero 1o que se ha veportado para el caso del Streptomyces
erythreus, es que hay lisis celular,

La velocidad de crecimiento para el caso que nos atafie, fue de
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0.04 horas'1 . Es decir, que 1a velocidad de crecimiento es muy

lenta comparada con la ve]ocida& de crecimiento de levaduras y
bacterias. E1 tiempo de duplicacifn fue de 17.25 horas. La u se
determind entre las 48 y 72 horas.
E]l trabajo realizado en esta parte, coincide en su gran mayorfa con
los .reportados por la literatura, en cuanto a la tendencia y Tos ran-

gos en que se obtuvieron los resultados.
EDAD DE COSECHA DEL WICELIO PARA SU INMOVILIZACION.

Se sabe que hay una corretacién entre la edad del cultivo y la pro-
duccidn del antibiético. Esta teorfa fue claramente comprobada con
tos experimentos que se desarrollan, obteniendo tos siguientes resul-
tades: E1 Micelio cosechado a las 48 horas produce mis rdpidamente
pero decrece porque hay 1isis celular. Con el micelio cosechsdo a
las 36 horas 1a produccifn es mds lenta pero Siempre va en ascenso,

durante el tiempo que se determinG.

INMOVILIZACION EN CARRAGEMINA

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo pueden resumirse
asi: Se optimizd el soporte curtido con glutaraldenfdo {capacidad,
porcentaje de curtiente y resistencia mecinica) y se determind la
productividad de eritromicina, en 1as tablas 11 - 11A y 11B, se obser-
va que la productividad decae del 50% al 7.5% con respecto a las célu-

Tas libres, en un tiempo de 133 horas.
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Este fenSmeno se sucedid por contaminacidn con Pseudomonas, la eritro-
micina detectada, no se produjo sino que se 1iherd por estar presente
en las cElulas antes de la inmovilizacidn. Esto quedd en evidencia al
realizar pruebas de viabilidad; ain a bajas concentraciones de curtien
te, habfa muerte celular, La viabilidad es condicifn indispensable pa-

ra la produccién de un metabolito secundario.

Parece ser que el glutaraldehido er contacto con paredes celulares Gram
positivas, produce contraccidn de las capas externas de lac células

que encierran componentes lipoproteices e inactivacidn de 1a pared
celular asociada con el periplasma, donde hay enzimas que parecen ser
cruciales para la viabilidad celular. Aunque la capa de péptido-glicana
es mis pequefia que en Gram negativo, ofrece numerosos sitios de inter-
acciones de moléculas de glutaraldehide que no requieren penetracidn

extensa para realizar éste efecto (36).

Se corrobord lo reportado en la literatura acerca de la influencia de
Tos fones en la gelificaciGn. Se obtuvo un soporte sin curtir con de-
temminadas caracteristicas: 15 gramos de peso hilmedo en células en un
gel de 3.5% de Carragenina, en un buffer de acetatos de pH 7.0 y ca--
pacidad molar de 0.03, 3 mm de tamafio de particula y mayor resistencia
mecinica, no se desintegré cuando se operd en una columa, con un tiem
po de residencia de 10 minutos durante 5 dias. Este sistema optimiza-
do se prob6 con aire y con oxigeno puro, con iguales resultados. En
ningln caso durante el tiempo en que fud posib1é medir sin que hubie

se contaminacion o sea hasta 36 horas, no hubo produccidn.

Este trabajo se complicd por las "dificultades para obtener un sistema
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estéril, que permitiera obtener resultados clares en menor tiempo.
Para 1legar a nuestro sistema final'hay que pasar por una serie de
manipulacicnes, como indica ta técnica, tedas ellas susceptibles de
contaminacién. Adicionalmente para la produccién se utilizé un medio
rico, con pH 7.0, donde fdcilmente pueden ofrecer multitud de contami-
nantes. Aunado a ello, estd el hecho de que la producci6n del anti-
bidtico es muy lenta. Todo esto trae como secuela una contaminacidn

continua que disminuye el pH e impide la produccién del metabolito.

Aunque ta inmovilizacidn en Kappa Carragenina ha sido muy utilizada
para desarrollar procesos.enzimdticos con células completas, en nues-
tro caso, donde las células deben conservar su actividad metab6lica
- no dio buenos resultados. Los factores limitantes podrfan ser de di-

ferentes tipos :

a. El sustrato no 1lega o ]lega en muy poca cantidad a las células.

Estd claramente comprobado que estas retienen su viabilidad, que
el medio de cultivo utilizado permite que haya produccién cuando
se trata de células libres, las condiciones ambientales adecua-
das, probadas en las curvas de crecimiento. Por lo tanto, es 16
g1co'pensar que las limitaciones pueden ser debidas a que la con
textura del gel impide la difusidn del sustrato al interior del

mismo.

b. Problemas de transferencia de oxigeno: Por 1a misma razén anterior,
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podrfa estar impedido el paso del oxfgeno disuelto, Cuando se
utiliz8 aire se midi6 la entrada de este (1 vvm), y en el &a-
so del Oxfgeno puro se determind 1a entrada del gas teniendo
presente el volumen que se puede disoiver, a la temperatura de
operacién., En los dos casos hay oxfgeno disuelto y no hubo pro-

duccién.

¢. Hhlteraciones en las condiciones ambientales celulares en el mo-

mento de 1a inmovilizacidén, que puede producir cambios en las

estructuras celulares.

En los dos primeros casos la inhibicién por nutrientes, por deficien-
cia de oxfgeno o por condiciones adversas en general, puede ocasionar
la esporulacién, estado en el cual las funciones metabdlicas estdn
timitadas a fenémenos de latencia pero no estd la maquinaria metabd-

Tica activa.

INMOVILIZACION EN CERAMICA

Este tipo de inmovilizacién no se realiz6 de la manera tradicional,
recirculando una suspensién de células 1ibres a través del soporte.

Se procedi a crecer las células en presencia del soporte y medio de
cultivo. Se comprobS que habfa inmovilizacién lavando y colocando

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

cidn, En este sistema de inmovilizacién se presenté el problema de
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1a desorci6n de las c8lulas y no fue posible controlarlo ni siquie-
ra trabajando a velocidades de flujo'wuy pequefias; a altos tiempos
de resistencia, Antes de que este fenfmeno ocurriera, se pudo medir

producciGn.

El sistema de inmovilizacidn por adsorcifn estd basado en interaccio
nes eltectrostdticas. La superficie de las células tienen potencial
{~)}s como resultado de la ionizacién de varios gqrupos quimicos entre

el drea superficial (116).

Alrededor del punto anterio;- hay discrepancia entre diferentes auto-
res e investigadores, Se ha reportado que el potencial Z juega un
papel importante en la interaccién c&lula soporte. En el caso de le-
vaduras {30 ) cargadas (-}, es preferible soporte de carga positiva,
para su jmovilizacién. La cerdmica con carga negativa pero a pH 4.0
el valor negativo de Ya cerdmica decrece y 1a uni6n se hace mds fuer-
te, el flujo puede ir a mayor velocidad. Otros autores restan impor-
tancia al potencial Z {61 ) optimizaron 1a inmovilizacitn de S. cere-
viciae con carga negativa, a pH 7.2; se crefa que por interaccién ha-

bria repulsion,

0tro factor importante a tener en cuenta es la composicidn de la pa-
red celular; en el caso de los Streptomyces, @sta contiene sustan:ias
tates como : dcido L-diamino pimélico y qlicina. Los grupos amino y

carboxilos presentes en las paredes celulares pueden tnteractuar con
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el soporte.

v

A pesar de ser un método sencilio las cllulas permanecen vivas y no
se altera su actividad metabglica, 1a desorcidn que se da por cambios
de pH o fuerza ibnica, o por alta velocidad de flujo, es un fendmeno

inevitable en nuestro sistema en particular.
INMOVILIZACION POR ENCAPSULACION EN SACOS DE NITROCELULOSA.

La inmovilizacion por encapsulacién se ha utilizado para diferentes
reacciones enzimiticas a nivel laboratorio. Se determind la produc-
cidn de Eritromicina por este sistema y se compard con la produccitn
en Batch (ver Tabla 18.A). Fué mayor la productividad de células inmo
vilizadas por encapsulacién las primeras 48 horas, de este tiempo en

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

Aunque ha sido de mucha importancia demostrar que hay produccién por
células inmovilizadas, también tenemos claro que nuestro objetivo es
escalar. Este sistema que venimos discutiendo tiene serias limitacig
nes para nuestro propsite; es dificil disefarlo a mayor escala por

las restricciones tales como la velocidad de difusidn a través de

as membranas utilizadas como cipsulas.

Es de anotar cdmo por este sistema se disminuye el pH del medio, en

relacién con la fermentacién con células 1ibres, pero este no se -
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determing experimentalmente. . Es necesario entonces contro-
lar el pH durante la fermentacitn con c&lulas inmovilizadas. La
viscosidad en el sistema de células libres se incrementa; en el caso
de las células inmovilizadas permanece constante en el medio, aunque
aumenta . al interjor de la cdpsula. La posibilidad de escalar este
tipo de sistemas estd en conseguir una capsula que permita mayor ve-
locidad de difusiGn, permitiendo la salida del producto al exterior y

la entrada de oxigeno y nutrientes.

INMOVILIZACION EN TEZOWTLE

Con este nuevo sistema logramos avanzar en cuanto a la superacién del
problema principal del desarrollo de este trabajo; la contaminacidn.
Se eliminé toda la manipulacién operando mecdnicamente y con todas

las posibilidades de escalar.

Durante el tiempo que operamos con este soporte, se detect§ un incre-
‘mento en la produccidn de biomasa. Hay paso de cé&lulas al medio de pro=-
duccibn, Se prob6é que hubo adhesién a Ta superficie del soporte y
quedan células retenidas en espacios interparticulares, por lo tanto al
circular e! medio de cultivo se pasaren a éste; no se logr§ detectar

s1 habfa fenémeno de desorciSn o nd.

Este soporte es mds porosc que la cerdmica, por ello debe tener mds

drea disponible, sin embargo; &ste no es uncriterio absoluto; se ha
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reportado que en sflica, 1a cantidad de células adsorbidas decrece

con el incremento del &rea superficial del soporte (g5 ).

Inmavilizando en tezomtle, con control de pH durante toda la fermen-
tacidn, se obtuvo produccidn del antibiStico y un incremento en 1la
produccién de biomasa; fue imposible determinar la cantidad de Eri-
tromicira producida por las c&lulas immovilizadas y la produccién por
células circulantes en el medio de fermentaci6n. Al jgual que no se
logra detectar si hay fendmeno de desorcién, porque también quedan
células retenidas en espacios interparticulares. Aunque trabajamos
con pardmetros definidos previamente c¢on otres soportes, como rangos
de pH, tiempo en el cual se deben inmovilizar las células es indispen-
sable que con este sistema en particular se disefie en 1a optimizacidn

del mismo,

Es preciso optimizar : capacidad del soporte, es decir, el nimero de
células que se deben inmovilizar. La edad del cultivo, haciendo prue-
bas a diferentes tiempos de crecimiento, puesto que los ensayos preli-
minares ya descritos, parten del supuesto de que no hay mds crecimien-
to celular, después de la inmovilizaci6n. Debe también optimizarse

el medio de cultive para la fermentacién que permita limitacién por
alquno de los nutrientes para que solamente Se mantehgan las funciones
metabGlicas, sin aumentar Ja biomasa. Como este soporte es original,
debe hacerse un estudio de su composicidn quimica y de los metales

que pueden inhibir también la producci6n.
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Lo anteriormente expuesto nos habla de un trabajo de gran enverga-

dura que puede ser objeto de otros’proyectcsde investigacién.
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DISCUSION

Los objetivos que nos propusimos alcanzar con nuestro trabajo fueron

los siguientes :

a. Producir Eritromicina por células inmovilizadas vivas de Strep-

tomyces erythreus.

b.  Comparar 1a produccién por células inmovilizadas, con la obte-

nida por fermentacidn tradicional en Batch,

c. Aplicar el nuevo sistema a mayor escala.

De estos propSsitos se lograron dos :

2. Producir Eritromicina con células inmovilizadas de Streptomyces
erythreus. Se obtuvieron resultados positivos en todos los sis-
temas probades, excepto cuando se utilizdé como soperte Kappa

Carragenina.

b. Comparar la produccitn por células inmovilizadas, con la fermen-

tacién tradicional en Batch. Fue posible solamente cuando se usé
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como soporte sacos de nitrocelulosa. Cuando se inmovilizé por adsor
cidn, no fud posible cuantificar la .produccién por les problemas de

desorcidn ya discutidos.

En el caso de inmovilizacion por encapsulacibn en sacos de nitrocelu
Tosa, se compararon los resultados obtenidos, con la productividad en
Batch (ver tabla 18.A). La productividad por células inmovilizadas
supera hasta las 48 horas en un 31.10%, 1a obtenida con células 1i-
bres, de este tiempo en adeTante empieza a decrecer hasta obtener

a las 200 horas solamente 38,96%, es muy probable que la viscosidad
al interior de los sacos, vaya haciendo cada vez mds dificil 1a trans
ferencia de masa, impidiendo al abastecimiento de las cé&lulas y por
ende la productividad no se incrementa. E1 pH del medio de cultivo
en el sistema inmovilizado es menor, que en el de células libres, No
podrfa asegurarse un pH -homogéneo en el primer sistema {por células
inmovilizadas encapsuladas en sacos de nitrocelulosa)puede ocurrir
que el metabolite se acumule al interior de los sacos, por dificul-

tades de difusidn de éste al medio de cultivo.

Aunque es diffcil establecer patrones de comparacidn cuando tenemos
diferentes microorganismos, soportes y productos obtenidos. Para el
caso particular de la Eritromicina no hay ninglin caso reportado; sin
embargo, los existentes nos pueden dar una idea de la forma como se

disefian estos procesos y se detectan los problemas que se presentan.
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Enla Tabla 21 Jodemos apreciar los antibidticos producidos

con c8lulas inmovilizadas.

De Tos antibiﬁficos descritos en la tabla siguiente podemos demos-

trar que:

Los geles de acrilamida son un soporte comin para producir Penicilina,
Bacitracina y Cefalosporinas. En los dos primeros casos se hizo por
polimerizacién directa de mondmeros de acrilamida, con rendimientos
del 15% sara Penicilina y 20-25% de Bacitracina. Con respecto a las
células Tibres, en ambos casos se mejora la produccidn si crecen las
¢élulas en e1 soporte por exposicidn a nutrientes. La pérdida de ac-
tividad se atribuyd a efectos tdxicos del mondmero durante la forma-
¢ifn del gel.

Para las cefalesporinas se realizd un pretratamiento del gel con --
grupos de acil hidrazidas, y posterior reaccidn de entrecruzamiento
con reactivos bifuncionales, en presencia de las..células viables; a
las 72 horas se obtuvo una produccidn similar al sistema Batch, segin

sus autores,

Al tiempo los autores del primer trabajo de Bacitracina lograren op-
timizar el sistema por variacién de condiciones fisicoquimicas como

aireacifin y en cyltivo continuo,

Los dos intentos de optimizar por dos vias diferentes, nos muestran
1as variables incliufdas en este tipo de procesos; decidir qué es mis

factible va de acuerdo con los costos de produccidn; en general se
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TABLA 21 . PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS CON CELULAS INMOVILIZADAS.

fintibidtico [ Microorganismo Soporte Produccién
% respecto del sis-
tema Batch.
benicilina Penicillium Coldgena trazas
chrisogenum Alginato de Ca, 45° (37)
Poliacrilamida 15
Bacitracina |Bacillus sp. Gel de poliacri-| 20-25 (87)
Tamida
X . '
efalospori- |Streptomyces Gel de poliacri-
as cTauuTigerus lamida, prepoli~] A las 72 horas
Zﬁ:;égggéam?:n_ Similar al Batch.
to con reactivo (106)
bifuncional.
Hasta las 48 1a
3 ina* productividad fué
ritromicina* Streptomyces E:cggiz;gc;gn cuperior a las cé-
erythreus nitrocelulosa tulas 1ibres
aproximadamente en
i .

*Eritromicina: son los resultados de nuestra investigacién, para el

caso en que se utilizaron bolsas de nitrocelulosa o

Colodién 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 comiin para todos 105 casos expuestos, es que ninguno supe-
ra la producci6n de Batch, ademds no se logran acelerar las reaccio-
nes enzimdticas para la produccion del antibidtico, excepto en el tra
bajo que realizamos en el cual se logr6 superar la productividad del

sistema tradicional.

Ademis de los soportes y sus condiciones fisicoquimicas, se hace pre
ciso comprender que las caracteristicas fisioldgicas del microorga-
nismo juegan un papel muy importante, las cuales hay que tener en

Cuenta..

- Debe garantizarse que el estado fisioldgico de Tas células y su -

viabilidad estén intactas.

- Determinar si se produce o no autdlisis al ser inmovilizadas.

Chibata reporta 1isis celular en geles de acrilamida.

- Debe producirse la regeneraci6n de cofactores y reutilizacion. Au-
nado a estas condiciones debe tenerse un conocimiento del micréur-
ganismo (estructura, caracteristicas, via metabdlica para la pro-
duccifn de) metabolito, sistemas de regulacidn, relacidn de creci-
miento y produccidn, entre otras). las caracteristicas fisicoqui-

micas de los soportes, reactores y condiciones de operacicn.
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CONCLUSIONES

Las curvas de crecimiento, produccién y consumo de aZicares, es-
tdn de acuerdo con las reportadas por 1a literatura; la produc-

cifin esti parcialmente asociada al crecimiento.

Se determind que la produccicn del antibidtico estd en funcién
de la edad del cultivo. Por ende, la importancia de difinir en
qué edad deben cosecharse las c&lulas para inmovilizar. En nues-
tro caso se encontrd experimentalmente que la edad debe ser 36

horas.

El objetivo de obtener Eritromicina por células inmovilizadas

vivas de Streptomyces erythreus, sellogn‘) en todos los soportes

probados, excepto en Kappa Carragenina, en el método de adsorcién
(con cerdmica y tezontle) se midié produccién antes de la desor-

cidn de las células.

La comparacion de produccién en Batch y por c&lulas inmovilizadas,
se realizf cuando se empled como soporte los sacos de nitrocelu-
losa, alcanzando una productividad superior en un 31,1% a las 48
horas, con respecto a la produccién en Batch (ver Tabla 18.A).
Despdes de éste tiempo, disminuye, hasfa representar solamente el
38.96% de la obtenida por células libres. Se detectd eritromicina
en el sistema en el que su utitizd como soporte kappa carragenina
curtida. La productividad disminuye de 50% al 7.5% con respecto al
Batch. En este caso hubo solamente liberacidn de la eritromicina
que estaba presente en las células antes de inmvoilizar y se degradd

porque la contaminacion con Pseudomonas, disminuye el pH.
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§. De los soportes utilizados:

a. El que brinda menos potencial es la Kappa Carragenina, para
Yas condiciones de nuestro sistema en particular, porque hay
problemas de difusion a través del gel.

b. En cerdmica hay desorcidn de c&lulas y al escatar pueden pre-
sentarse problemas de transferencia de masa, por su alta den-
sidad.

£1 caso del tezontle merece especial atencidn, es un soborte
miy poroso y de diran. superficie de adsorcidn,

(2]

Immovilizacién en sacos de nitrocelulosa: Se ve dificil, si
no imposible escalar por este sistema por problemas de trans-
ferencia de masa hacia el interior de los sacos y las caidas
" de presidn fuera del saco puede ocasionar rupturaz de los mismos.

-
.

6. Para el futuro, las fermentaciones en Batch tienen que ser sus-
tituidas por este tipo de sistemas; de ahf la importancia de

zhondar en sy desarrollo.

Hemos conocido también la experimentacidn que se hace en este
campo y adn no publicada, en 1a cual utilizan seportes menos
densos que el agua, empacados en columnas utilizando sistemas
de fluidizacidn; las particulas de soportes tales como la ‘
bermiculita en un lecho fluidizado, no tienen problemas de
transferencia de masa y son ficilmente resuspendidas en gas.

7. Asi, 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 adsorci6n, 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-
sidn sobre qué sistema utilizar la dan los criterios generales

para escoger los soportes ya enunciados,

Los Reactores que se emplearon cumplieron las funciones para las
cuales fueron disefiados. Se emplearon reactores de flujo contf-
nuo, con columna empacdda y recirculacién de medio de cultivo,

con controles de temperatura y aireacién.
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METODO COLORIMETRICO PARA DETERMINACION

Referencia:

OBJETIVO:

FUNDAMENTO:

‘Reactivos:

DE ERITROMICINA

Jard. H. Ford, George C. Prescott, J.W.Hinman,
and E, Lous Caron,, Analytical Chemistry, Vol.
25 N°8 Agosto 1953.

Determinacidn de Eritromicina por método colo-
rimétrico.

Este método de andlisis esta basado en el de-
sarrello, de una coloraci6n intensa en presen-
cia de dcide sulflrico 27 N, la cual tiene su
mdxima absorciGn en 484 nm.

Acido Sulflirico 27 N: Adicione 719.62 ml. de &cide sulfiirico grado

analitico (gravedad especifica 1.84) a 280,38
de agua destilada, lentamente y con agitacién
en un bafio de hielo.

Buffer de carbonatos 0.1 molar, pH 9.5: Disuelva 7.47 gramos de Bi-

Acetato de Amilo:

carbonato de Potasio y 3.50 g. de carbenato de
potasio anhidro en agua destilada y completar
a un Titro.

Tomar acetato de amilo grado analitico y adi-
cione 0.1 por ciento de volumen de una solu --
cién de bicarbonato de potasio a 5%.

Acido Clorhfdrico 0.1 N:




135

Buffer Fosfato 0.1 M, ph 7: Disvelva 2,72 g,de fosfato de potasio

PROCEDIMIENTO

Curva estandar;

dehidrogenado y 6,84 g, de fosfate dcido de -
potacio trihidrato en agua y complete a 500 ml,

Prepare una solucidn que contfene 200  por
ml, de Eritromicina base, en buffer de fosfa-
tos de pH 7. Dituya alicuotas en solucidn de
manera qye den concentraciones de 20 a 200 ga-
mas por ml, Pipetee una alicusta de 5ml, y «~
adictone 5 ml, de dcido sulfirico 27 N, Después
de 30 minutos, leer absorbencia g 485 nm, usan-
do agua destilada como hlanco,

Caldo de fermentaci6n:Para determinar Eritromicina de una clado de

fermentacitn se procede de Ja manera siguiente:
Diluya una alicuota del caldo de fermentaciln
en suficiente cantidad de carbonatos hasta que
1a concentracitn sea aproximadamente igual a
50 porml, Filtre y remueya el micelio inne~

. cesario, Pipetee 20 ml, de 13 solucidn del cal-
- do fermentativoyv adicione 20 ml. de 1a solu ~-

c{fn del caldo fermentativo y adicione 20 mi, -
de acetato de amilo en un tubo de centrifuga,
tape el tubo y agite vigorosamente por espacio
de 30 segundos, Pipetee 10 m),de HCL 0,1 N y
adicione 10 m1, de la capa de clara de am{l a-
cetato en.un embudo de decantacibn y agite vi-
gorosamente por 30 segundos, Drene 1a capa cla-
ra y pipetee 5 ml. dentro de un tubo de ensayo
adicione § ml. de dcido sulifirico 27 N, Normal
proceda de igual forma que en la curva estandar,
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_TABLA 21. CURVA ESTANDAR DE ERITROHICINA

. TABLA DE  DATOS
CONCENTRACION 0, 0, )
DE ERITROMICINA a 485 mu

mg/ml

20 0.170

30 0,260

L] 0.345

50 0,435

60 0.525




Optica.

Densitad

(Absorboscie)
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1
GRAFICA 4, CURVA ESTANDAR DE
ERITROMICINA.
Método cokorimatrico.

10 2 © )

CONCERTRACION EN MICAQGRAMOS /sl
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DETERMINACION: Diluir Ta muestra problema en buffer fosfato pH 7.0,
hasta obtener concentracianes aproximadas de 50 mg por ml, Colocar
20 microlitros de 1a solucibn sobre el sensidisco, Seguir el mismo
procedimiento de 1a curva estandar, Leer los resultados en la curva
estandar para hallar la concentracién,

DETERMINACION DE AZUCARES
METODO DE ANTRONA,

REFERENCIA: Keleti y Leaderer(1974) Handbook of Micromethods for
the Biological Science. Van Nostrand Reinhold, Toronto.

0BJETIVO: Determinacién de azucares totales

FUNDAMENTO = El principic de 1a reaccifn es ta condensacidn del

antronolol, el cual reacciona con dcido sulfdrico
creando un derivado del furfural de los azucares -
presentes,

Las amino azucares y N-acetyl-amino azucares no
reaccionan con este reactivo.

REACTIVOS: a) Reactivo de antrona: Adfcionar a un matraz de
2.000 mi., 330 ml, de agua destilada (fria 4°c},
agitar y adicionar 760 ml, de HyS0,. Posteriormen~
te adicionar 1 g,de antrona, agitar hasta disolu -
ci6n completa. (el color debe ser amariilo pajal,

b) Acido clorhidrico concentrado reactivo analitice,

CURVA ESTANDAR: Prepare una solucibn que contiene 200 por ml, de -
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glucosa en agua destilada. Prepare soluciones de 20
a 200 m1, Pipetee una alicuota de 10 ml, de estas -
soluciones y adicione 10 ml. de reactivo de antrona,
aige vigorosamente, Lleve al bafio Marfa en ebull{ ~-
cién por 10 minutos, Coldquelo en un baflo de agua
fria y lea a 622 my,

PREPARACION DE LAS

MUESTRAS :

a) De las muestras provenientes de fermentacitn,
tomar 5 ml. y colacarlos en un matraz aforado de

. 100 ml,lavando la pipeta con agua destilada, afo-

rar con la misma y agitar vigorosamente. De éste
matraz tomar una alicuota de 5 ml, y 1levarla a un
tubo de ensayo; a continuacifn adicionarle 1 ml,.de
HEL concentrado, Colocar e) tubo en ebullicitn du-
rante 22 mfnutos; adictonar 20 ml, de agua destila-
da para enfriar, La solucién se filtra en pape!
615 y se recibe en un matraz aforade de 100 ml,,

el cual tiene l1a mitad de agua destilada, después
de filtrar la solucibn del tubo se afora el matraz
con agua destilada y agita vigorosamente,

De la solucidn preparada arriba, tomar 2 nl, en un
tubo de ensayo, a Ta 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.

E1 blanco y muestra se colocan en el bafio de ebu~

1 1cién durante 12 minutos; despyds de Yos cuales
se enfrfan en hielo. Leer absorvancia a 622 mu,
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TABLA 22. CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA

METODO DE ANTRONA ,

CONCENTRACION D, OPTICA

en ,uy/ ml, 622 nm,
20 0.100
50 0.245
100 0.510
160 0.750
200 1,000
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GRAFICA 5. CURVA ESYANDAR DE GLLCOSA
Metodo de Artrona.
Py 0 ko 160 %0 % p:3

Concestracicn o microprsmos/ml.
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DETERMINACION DE BIOMASA S.erytreus POR DENSIDAD OPTICA
DENSIDAD OPTICA

La densidad Optica es un método sencillo para determinar biomasa,
cuando no se tienen en el medio de fermentacidn s811dos en suspen-
-sibn,

ESTANDARIZACION: Se toma una alucuota de 10 ml. del medio de culti-
vo (mis biomasa), se centrifuga a 3 000 rpm durante 10 minutos, el
sobrenadante se desecha y el prcipitado se resuspende en 5 m) de »
aguia  destilada, Se lee a 540 mu, en caso de que la medida de absor-
bancfa sea superfor a 1, deben hacerse diluciones y el resultado
por el factor de dilucidn,

TABLA 23

CURVA DE CRECIMEENTO MEDIDA POR DENSIDAD OPTICA

Tiempo en horas | D.0. 540 mu

] 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




Oensidad  Cotico

g % ]

-3
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GRAFICA 6. CURVA DE CRECIMIENTO DE

STREPTOMYCES ERYTREUS

Medido por Densidod Optice:

Medio completo SS
37°C.
220 rpm.

[ [ » o ]
Timpo a4 horos.
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DETERMINACION DE BIQMASA POR PAQUETE MICELEAR

REFRENCIAS: PRINCIPLES OF MICROBE AND CELL CUALTIVATION, E,
TOHN PIRT. {68)

Es método para medir biomasa voluminosa, como cultivo de hongos, la

medida del volumen se hace en un tubo graduado de éentr!fuga. El mée

todo no es recomendable si hay sd1idos en el medio, Este método nee

cesita ser estandarizado,

ESTANDARIZACION DEL METODO: Coloque 10 ml,de muestra del medio de
cultivo mas biomasa, en un tubo de centr{fuga y centrifugue a 3 00Q
rpm durante 10 minutos,

LECTURA: Se debe leer en porcentaje, la cantidad de precipitado en
el tubo,

TABLA 24

MEDIDA DE BIOMASA DE S.Erythreus POR EL METODD DE
PAQUETE  MICELIAR

Tiempo en horas Paquete Miceliar

% de precipitado
0 .10
8 .10
16 .20
24 .40
36 ]
48 2.50
60 8.00
72 9.0
96 6.0
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GRAFICA 7. CURVA DE CRECIMIENTO OE
STREPTOMYCES ERYTREUS

Maedido por paquets Micelior Medio completo S§.

37°C.
mq 220 rpm.

0

2 g 8

Sagusts Micelior wa porcentols.

-3

o ] 20 .+ 49 30 & 0 [
Tiempo an horav.
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ARAFICA 6.

CORRELACION ENTRE LA DETERMINACION DE BIOMASA POR
DENSIDAD OPTICA Y PAQUETE MICELIAR

11.0p

d A rl n

20 4.0 6.0 80 0

% PAQUETE MICELIAR



BIOENSAYDO

QBJETIVO: Determinacidn de Eritromicina por método bioldgico, utili-
zando técnica de difusiGn de Agar,

FUNDAMENTO: La inhibictdn de crecimiento de un microerganismo sensi-
ble al antibidtico,

MATERIALES:

AGRAR NUTRITIVO:Preparar cajas con 15 cc de agar nutritivo exacta-
mente medidos,

Sarcind luted: La cepa de Sarcina lutea utflizada es una mutante
hipersensible a Ta Eritromfcina, NNRL-B-1018, obtenida del Agricul-
tural Recearcu Service Culture Colletion, conservade por Northern
Regional Reseach Laboratory, en Peoria, IL.

SENSIDISCOS_VIRGENES: Sensidiscos ANALYTICA PAPER 1/4" de didmetro
con capacidad para 20 ~ 30 ul.

CURVA PATRON: Preparar en solucidn amortiguadora fosfatos pH 7.0,
una solucidn de Eritromicina de 100 mg por ml, Hacer diluciones de
10 a 100 mg por ml, Colocar 20 microlitros de cada solucién sobre
sus respectivos sensidiscos, Despuds de permitir la difusifn del an-
tibibtico por 2 horas, hacer aspersidn con una suspensifn de ggggiz
na Jutea. D,Optica aproximada te 2, Incubar por 36 horas a 37°C me~
dir los didmetros de inhibicifn de crecimiento de la bacteria sensi-
ble,

GRAFICAR: Logaritmo de 1a concentracifn en las abcisas y didmetro de
inhibicién en los ordenados. Corregir la curva para hallar concentra-
cin por ml.
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TECNICA PARA DETERMINAR.LA EDAD DE COSECHA DEL
MICELIO PARA INMOVILIZAR

Este experimento se disefi6 de la siquiente manera:

1

2.
3.
4.
5.

L.

Preparacién del preinfculo

Crecimiento en medio vegetativo

Cosecha a diferentes tiempos y determinaci6n de peso himedo.
Paso al medio de fermentacibn con fuente de carbono limitada.
Toma de muestra ’

E1 preindculo fué comin para todos los matraces que contenian
medio vegetativo. Se parti6 de un cultivo crecido en medio s6-
lido. M.C.S., crecido a 37°C y a 225 rpm.

Se inocularon 6 matraces de dos litros, con un litro de medio
vegetativo (M.C.S.) en iguales condiciones que el preinbculo.

Se cosecharon las c&lulas a 9000 K, en un cotor 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 hiinedo con el fin de colecar en
el medio de fermentacifn, una cantidad de células similar.

En 6 matraces fembach de dos 1itros con un litro de medio de
cultivo en el cual se 1imité la fuente de carbono (utilizado
como medio de fermentacién), se inocularon las c&lulas en can-
tidad de 75.5 mg de peso hiimedo por cada fenbach. Las condicio-
nes de fermentaci6n fueron las mismas que para el crecimiento
del preinbculo.

Se tomaron muestras y se determind produccién de eritromicina
por bioensayo o difusién en gel.



159

TECRICA PARA IHMOVILIZAR EN CARRAGENIA

REFERENCIA: Tetsuy A. Tosa et al 1979

Biotechnology and Bioengineering XXI, pag.1697 -
1709.

La carragenia es un polisacarido compuesto de unidades estructurales
de B,D. sulfato de galactosa,

INMOVILIZACION: Disuelva 3.4% (w/u) de X carragenia en 68 ml, de
solucibn de buffer -acetatos- pH 7.0, previamente calentada a 70°
a 80°C dejar enfriar a 40°C,

En 32 m] de solucién salina a 40°C, suspender 3 g, de micelio cose-
chado a las 36 horas, mezclar las dos suspensiones, Extender el con-
tenido y colocarlos a 10°C, sobre un lecho de KCL 0.3 molar, Cortar
cuadros de 3 mm x 3 mm.

CURTIDA: Tratamiento con glutaraldehido y etilen diamina.

8 6 10g de peso de la preaparaci6n inmovilizada, suspende en 10 ml,
de solucidn de buffer acetatos pH 7.0, 0.3 M de KCL y 0.05 M dieti)
diamino, agitar por 10 minutos a 5°C., adicione gluteraldehido al
1% por 30 minutos a 5°C, Lavar suficientemente con solucién fria de
KCL 0.3 M.

ENCAPSULACION EN DISCOS DE NITROCELULOSA

Condiciones del experimento.

Se partif de uma suspensién estandar de esporas.
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EXPERIMENTO DE INMOVILIZACION DE

Streptomyces erythreus

ESPORAS

FILTRACION POR
FIBRA DE VIORIO

ACTIVACION A 37°C

220 rpm,

36 Horas

I N0 Cc UL O

INMOVILIZACION

ERCAPSULACION EN
BOLSAS DIALISIS

24 horas

48 horas

60 horas

96 horas

120 horas

144 horas
N

166 horas

S

200 horas
e

2 matraces
2 matraces
2 matraces
2 matraces
2 matraces
2 matraces
2 matraces

2 matraces

Control de micelio

Libre
Muestra cada 24 h.
24 h.
48 h.

€0 h.

120 h.
144 .,
166 h.

200 b,
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CALCULOS

Productividad . concentracion de eritromicina mg/1
tiempo en horas

productividad se expresa en mg/ml h. de eritromicina

Produccién especifica - concentracidn de eritromicina
g. de células en unidad de vQlumen




161

Cilculos para determinar productividad v produccifn especi-

fica en c&lulas INMOVILIZADAS EN GEL de Kappa Carragenina.

Peso Células Inmovilizadas = 15 g. de peso himedo

1 g. de peso himedo es equivalente a 0,1301 g de peso seco

~ En la Columna hay 42 g de soporte mds células inmovitizadas

- En 42 g de soporte hay 6.30 g. de peso himedo de cé&lulas que equiva-

le a 0.819 g de peso seco.

Biomasa en peso seco = 0,819 g = 819 mg

Cantidad de Eritromicina = concentracion en ug/ml x voldmen en ml.

Yolimen = 500 ml

Concentracidn Cantidad de

ug/m} ERITROMICINA
en ug.

8.60 4,300

21,00 10,500

11.00 5,500

4,20 2,100

Produccidn _ Cantidad de ERITROMICINA
aspecifica pes50 §eCo de BIOMASA

productividad = Cantidad de ERITROMICINA
1xh
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CALCULOS DE PRODUCTIVIDAD Y PRODUCCION ESPECIFICA EN UNA FERMENTACION
CON CELULAS INMOVILIZADAS EN GEL DE Kapppa carragenina

TIEMPO  CONCENTRACION  BIOMASA  PRODUCTIVIDAD  PRODUCCEON
HORAS ~ DE ERITROMICI g/l DE ERITROMICI  ESPECIFICA mg
CINA mg/1 NA ma/1.h DE ERITROMICINA
POR q.DE CELULAS

16 2.60 1.638 0.163 1.50

42 21.00 1.638 0.50 12.82
90 11.00 1.638 0.122 6.70

13 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/ mg/1
0 0.045 .7 -
8 0.045 .7 -
24 0.060 .8 10
36 0.150 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  CONCENTRACION  BIOMASA  PRODUCTIVIDAD  PRODUCCION
HORAS DE ERITROMICI- g/1 mg/1.h ESPECIFICA mg
NA mg/} DE ERITROMICINA
POR g DE CELULAS
0 - 7 - .
8 - 7 - -
u 10 .8 0.4 12.50
36 40 1.0 1.1 40,00
48 60 1.4 1,25 42,86
54 80 5.3 1.48 15.09
60 160 6.5 2.66 12.30
2 200 8.3 2.77 24.10
96 205 5.3 2.13 38.67
13 215 6.3 1.90 34,13
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CALCULOS PARA PRODUCCION ESPECIFICA Y PRODUCTIVIDAD EN EL BATCH
UTILIZADO COMO REFERENCIA PARA LA INMOVILIZACION DE SACOS DE
NITROCELULOSA

Yol.50 ml

TIEMPO  PESO CONCENTRACION PRODUCTIVIDAD  PRODUCCION ESPECIFICA
HORAS SECO DE ERITROMICI  DE ERITROMICI ~ 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
9% 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

TIEMPG  PESO  CONCENTRACION PRODUCTIVIDAD  PRODUCCION ESPECIFICA
HORAS SECO DE ERITROMICI ~ DE ERITROMICI  EN mg. DE ERITROMICINA

a/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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