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INTRODUCCION

Con la finalidad de desarrollar una mejor produccién -
en el campo de la industria farmacéutica § ante la creciente in
quietud por la necesidad de cubrir las constantes demandas de ~
f&rmacos, que se acent@an con el crecimiento de la poblacién,es
necesario mejorar o renovar las actuales técnicas de produccibn
de antibib6ticos por otras que sean mis eficientes y que redi=-~-

tGen la economia esperada.

Desde el inicio de la aplicaci6n de la microbiologia -
industrial, se han realizado estudios en la bisqueda de diferen
tes hedios de cultivo o nu;rientes, para la produccién de medi~
camentos biosintéticos encontrando que la harina de soya ha da-
do muy buenos resultados comé nutriente para los microorganig--

mos que sintetizan estos productos.

En la actualidad se ha incrementado el desarrollo de -
la produccifn de soya con tendencia a aminorar su costo en el -
mercado, situacifn encomiable ya gue en México se sufrfa de una
dependencia ancestral del mafz y del frijol que son ptoductou -
dé dn'biio valor biolégico, por lo que la soya, estando en ven-

taja a este respecto se consume de varias fdrgas para la,alimeg
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tacién humana.

La harina de soya contituye una mezcla compleja de ~°
nutrientes de suministro barato y de f4cil disponibilidad co-
mo fuente de carbono y nitrSgeno orgdnico para los microorga-
nismos asf{ esta protelna tiene como funcidn, la de suministrar
los aminodcidos en combinacién adecuada para su aprovechamien
to en las sfntesis microbiana entre las que se encuentran las
de antibifticos.

El desarrollo de la tecnologfa Bioquimica nos lleva-
a una situacién ventajosa en los procesos fermentativos, ya -
que &sta se vale de recursos renovables para la conversién .-
de, por ejemplo, carbohidratos y compuestos nitrogenados a ~-
productos de fermentacibn mis complejos; esto marca uﬁa gran-~
diferencia con los productos sintéticos hechos en el Laborato
rio que son diffciles en su proceso, resultanto obsoletoc este
camino para la obtencifin de &stos en la mayorla de los casos;
adem8s de que se utilizan para su sfntesis productos deriva--
dos del petrfleo que es un recurso no renovable,

Es importante no perder de vista lo anterior, ya que~
resulta imprescindible el desarrollo de la tecnologfa bioquf-
mica en la produceidn de\moléculas complejas coma la eritroml
cina, insulina, y una diversidad de esteroides gue marcan una
expansién de esta industria a nivel nacional e internacional.

La elaboracifn de este trabajo obedece a la necesidad-

de contribuir a un mejor estudio de la determinacion de la ca
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1idad de la protefna en la harina de soya por su contenido de-
amino&cidos, que son utilizados por los microorganismos como -~
nutrientes para la produccibn de antibifticos.

Siendo la harina de soya una importante fuente de ni-
trogéno que la Biotecnologfa utiliza para la obtencién de anti
bibticos, se ha escogido uno de ellos, la Eritromicina como --

ejemplo en el desarrollo de este trabajo,
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IMPORTANCIA DE LA FUENTE DE NITROGENO EN LA

MATER IA PRIMA DURANTE LA PRODUCCION INDUS--
YRAL DE ANTIBIOTICOS,

A.~General idades.

Es importante comprender el aprovechamiento que en --
proporciones equil ibradas de los nutrientes hace cada microog
ganismo., Estos nutrientes los utilizara para su crecimiento
Yy sintesi§ de su matefial celular asi como para la produccidn
de metabolitos en cuanto Ja célula cuenta con la capacidad en
zimatica y el ambierite favorable para tal} produccidn,

Un microorganismo que se utiliza en produccién blosin
tetica necesita en primer lugar un conjunto de nutrlentes ade
cuados que le permitan crecer (sintetizar su material celular
y aumentar f{a poblacidn) y, una vez satisfechas estas necesi-
dédes. eventualmente el microorganismo derivaré algunos meta-
bolitos intermedios a la produccién de su subtancias secunda-

rias.

En general, los microorganismos requieren de una va--
Fiedad de nutrientes para su func lonamiento.normal, para esto
es necesaria la presencla de materia organica que proporciona
garbono vy Oxigenq, con este fin se incorporan a los medios d@
éultﬁyq,azﬁcares como glucosa, lactosa. sacarosa. almidones,-
" dextrinas, &cidos como el acético, acldo propidnico, cido by

'tlrico: cetoagidos e hidroacidos. Son Indispensables los ~ --
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compuestos nitrogenados y asi los microorganismos son capaces
de utilizar una variedad de aminoacidos, purinas, pirimidinas,
una fueqte proteica para proveer los aminoacidos.

Ademas para el crecimiento microbiano, es preciso que
el medio de cultivo. contenga iones inorganicos para mante- -
ner el equilibrio de membrana, presién osmética y accién enzi
matica, se pueden citar: Nét Kf Md? 657 Eér CJT Cf; NH', so %

Pd: y hasta ZA% %, (1)

El nitrdgeno, juega diversas funciones en el metabo~?
lismo microbiano:

a) El nitrogeno generalmente deriva de ciertos metabd
litos incorporandose pdsteriormente en productos sentetizados
por el microorganismo como es el caso de ciertos antibioticos

b) En algunos procesos metabdl icos es necesaria la ==
presencia de altas concentraciones de amonio, para la amina--
cidn reductiva, en ejemplo de esto, es la reaccidén de la ghu-
tzmatp deshidrogenasa con la cual se obfigne el glutamato a -
partir de cetoglutarato,

c) E1 amoniaco o sus productos xetabdlicos muestran
también represion en la sisntesis de algunas enzimas de la --
via catabdl ica del nitrogeno como en Aspergillus nidulans y -

ciertas levaduras.

Es por esto que é§~lmportante estudiar niveles y efec

tos de las fuentes de Nitrégeho en el metabol ismo Microbiano.
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B.~ Harina de Soya como Fuente de Nitrbgeno.

La soya -(Glicine soja)- es una leguminosa producida-
principalmente en Oriente de donde procede una varledad de alil
mentos tradicionales a base de ella. Esti formada por una pro=-
tefna del grupo de las globulinas y en ella la glicina es el -
aminodcido que se encuentra en mayor cantidad; contiene tambien
albGmina, glutelina y prolamina. Dentro de las protefnas se -
encuentran tambien, aunque en pequehas cantidades ias enzimas-
caracteristicas‘de la soya, la ureasa que se ve aumentada en -
la soya qerminadé y la uricasa que actda sobre el &cido Grico-
con formacibén de aiantoina .3

La porci6n grasa gsté constituida por 60% de §cidos -
graéos monoinsaturados y diinsaturados; 40% de acil gliceroles
triinsaturados; entre los dcidos grasos, encontramos ac. ligng

- cérico, ac. araquiddnigo, ac. estedrico, ac. palmitico, ac. =--
. oléico, ac. linolé&ico y ac. linolénico; esteroles como fitoes-
;te;oles tambien se ha visto la presencia defosfoinos[tidos y -
otros lipidos en menor cantidad . (4) ”

La lncorporacifn de la soya a las industrias de pro--
duccién biosintética, ha venido a dar un mayor realce al desa-
rrollo de &stas y un pahorama Optimo a su aspectos econfmico;-
tal incorporacidn se traduce en un empuje a una gran diversi--

(27)

dad de industrias ver tabla 1}, es interesante mencionar -~

el aspecto anterior, ya que las ventajas logradas en el proce-
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.80 deben ser bilaterales, es decir, para el productor y el con
sumidor, que merece la oportunidad de adquirir productos de =~
buena calidad y a bajos precios; asi pues, con la introduccibn
de la soya a tales industrias se logra abatir el precio del -
producto que se fabrica con derivados de ésta, debido a que no
hay otra protefna similar disponible en cantidades industria--

les y a bajo costo.

Asf la soya con su buena calidad protéica ha logrado -
sustituir en los alimentos la proteina animal sin que se pueda
manifestar algln descenso significativo en el valor nﬁtricio--

-nal del alimento, En la industria de alimentos la soya tiene -
funciones como las que se indican a continuacién en productos-

(5)cuando se usa como aditivo e ingrédiente; es im-

procesados,
portante mencionar que el alimento procesado debe ser benefi~--
ciado en un buen rango de funcionalidad, esto se refiere a fun
ciones tales comg absorcién de agua, de grasa; el batido, espe
sado y retencidn de humedad, oscurecimiento, espumante, emulsi
ficante, incremento o decremento del voldmen, mejoramiento de-
apariencia, tambien puede usarse en panaderia como base en la-
formulacién y en productos de cercales.Es importante en la com
plementacifn de ciertas harinas, asf como en la formulacibn de

alimentos para beb@ y para la produccifn de concentrados de --

protefnas y de proteinas purificadas.
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C.~ Proceso para la obtencibn de Harina de Soya.

Inicialmente se efectGa la recepcifn del grano, y en-
seguida viene su almacenamiento, para lo cual se secan a un -
10% de humedad residual y se llevan después al proceso. El =~
proceso consiste en triturar los granos con un molino de rodi
llos con lo que se obtienen de 4 a 6 trozos por cada grano, -
que con moliendas posteriores dan particulas cada vez mis pe~
quenas, las c8scaras se logran separar'por medio de una co~--
rriente de aire y el grano se ablanda pof medio de una corrien
te de vapor, se presiqnan y se obtienen después las hojuelas-
llenas de grasa en las cuales se efectuaralel proceso de ex--

traccibn de aceite.

El aceite es extraido presionando las hojuelas; ver -
fig. 1 (6) son lavadas posteriormente con hexano y el aceite-
se calienta para evaporar el hexano que después se condensa ~
para volverse a usar, antes del refinamiento la leéitina pue~
de ser separada, secada, refinada, blanqueada y refluidizadé;
por la adicién de pequefias cantidades de &cidos grasos. El =--
aceite se refina con alcali, se blanquea, se desodoriza y, si

se desea, puyede hidrogenarse.

Para producir hojuelas tostadas se usa un mayor calen
tamiento con lo cual se destruyen las enzimas y factores anti
nutricionales presentes en las hojuelas, comunmente se utili-

zan para la alimentacifn animal y reciben el nombre de "soya-
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meal''; por el contrario, si es el proceso las hojuelas no sc
cal ientan directamente y se usan bajas presiones y temperatu
ras, ta solubilidad de la protelna se conserva, obteniéndos
hojuelas blancasialtamente solutles y que pueden ser proce- -
sadas a concentradas y aisladas de protefnas de este ﬁltimo

se obtendra. protéina texturlizada.

El. tratamiento calérico recibido es inversamente pro

porcional a] {ndice de dispersion de la protefna, para ésta

- valoracién se trabaja el método de la determinacion del Indi

ce de solubilipad del nitrégeno ~NSi- Que es el porcentaje -
del Nitrdgeno total el cual es soluble en agua bajo condicig
nes controladas de extracién dado por el AOAC.(7) la tabl$ -
'2‘8) nos da una relacién de la variacidn del calor y el ind}

‘ce de dispersion de una protefna.

Las hojuelas son la base para la ohtencién de dife--
‘rentes tamafos de particulas segﬁn el caso. Como puede verse .
en la flg 1(6 se obtiene una diversidad de productos mediag
te procesos especificos de hidrol{sis y extracdén para cada
uno de ellos; esta figura esquematiza los productos que.se <«

.pueden obtener a partir de hojuelas desgrasadas.

En la tabla 3‘9)

se clasifican diferentes tamafios de
vrpartfbulas'segﬁn el producto deseado.
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FIG. 1

(6)
DEL GRANO DE SOYA A SUS PRODUCTOS

Grano de Soya e Preparacién del Grano
Hojuelas llenas de grasa

Extraccion por solvente

Aceite

| Lecitina refinado

¥

Hojue 1as desgra.sadas_.’polyiuo__.g:m:;@

_ ¢ ; -
Hojuelas Alimento Harinae——gpAislado de ——pProteina
Tostadas Animal Protef{na, Texturizada

Concengado‘ de
Protefna Soluble
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TABL A2,
4 . (8)
VARIACION DEL} INDICE DE DISPERS!ON DE PROTEINAS
. CON RESPECTO DEL VRATAMIENTO CALORIF1CO RECIBIDO
TIPO DE CALENTAMIENTO ‘C INDICE DE D!SPERSiéN

DE LA PROTEINA

% De Proteina Solu--
ble en agua.

BAJO CALENTAMIENTO 84 °C 90 - 95
L IGERO CALENTAMIENTO 95 *C 70 - 80
CALENTAMIENTO MODERADO 100 °C 35 - U5
TOSTADO 120 °C 8 - 20

TABL A 3.

| . (9)
TAMANO DE PARTICULAS PARA PRODUCTOS DE SOYA

PRODUCTOS TAMANO DE PARTICULAS
_TAMICES = Noi de MALLAS*

HOJUELAS 50
POLVO GRUESO , 20/40
POLVO MEDIANO Lo/8o
POLVO FINO , : menos de 100
H AamA £ INA 5 200

Clasificacion de los tamices por nimeros ssignados ams orifi
€208 do 1n redq con medidas dadas en mm 8 pulg sogun la smeri-
~can Society for Testing snd Materials. s



(13)

FIG., 2

(6)
PROCESO PARA LA OBTENCION DE DERIVADOS DE SOYA

HOJUELAS DESGRAGSADAS

*

Hidrolizado A Adicién  Harina
d¢e  dmemmmrHidr6lisise——M o0 1 i e n d a ——ede acei —ede Soya
Protefna : C te reengra
l sada
- Extraccifn Extrac Extrac
pguay . de Asica- cifn - cibn -
Tes. de fi- de Le-
bra, citina
v 1L L
Calor y Secado Extrac Extrac
presién cibn - ccién-
para ex de AzG de Soya
pandir cares. Lleciti-
y secado nada
L 4
Proteina Concentrado Secado
Vegetal  de Proteina
Texturi- b 4
zada, ¥Co )
‘ v
# E] porcentaje se reflere al Aislado de
Proteina

contenido de proteinas en -

ese producto.

% (2)
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~ ANTECEDENTES DE LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS

- A.~ Generalidades.

iLa fermentacidn, proceso en el cual las cadenas de re-
acciones quimicas del sistema metab6lico de los microorganis-
mos convierten la materia orgdnica en productos biosintéticos
_con la ayuda de enzimas, despert6 un gran interés desde sus -

(10) o Medio Oriente y

inicios, con datos desde 6000 afnos A.C.
Europa, primeramente con productos tales éomo alimentos y be~
bidas, posteriormente explosivas, solventes Yy en la actuali--
dad con una diversidad de productos comerciales que cubren -~
una amplia &rea de necesidadéé humanas; en la tabla 4(11) se-
pueden‘apreciar algunos productos industriales que se obtie--

~nen por fermentacién. ‘ ' |

f : .

La industria fermentativa ha cobrado cada dfa mayor -
importancia, situacifn meritoria debido a su aportacién de mo
lﬁculal muy complejas y que a la fecha Gnicamente por esta -~
‘via ha sido posible obtenerlas, hemos de reconocer tambien =-
que se han obtenido productos dg.bioutntesis que resultan ser

intermediarios b&sicos para posteriores modificaciones quimi-

-cas para el logrd del producto final deseado.

Adémll, 1os procesos biosjntéticos han hecho posible-

e ,bhjar el costo de muchos productos comezcialai mediante la re

e 3
¥

~
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duccién de etapas de sfntesis quimicas, Igualmente, las condi
ciones en que se realizan estas reacciones biol6gicas no son-
extremas, situacifn con la que se ha logrado abatir sus cos--
tos de produccib6n a diferencia de lo que sucede en procesos -

de sintesis quimicas.

La industria farmacéutica tiene augurada unafetapa de
exitoso desarrollo gracias a los avances sobre la investiga-—
ci6n de genética microbiana que ha permitido al hombre manipu
lar las condiciones de crecimiento microbiano modificando asf
en su favor sus rutas de produccibn o hacer gambios genétiéos
én el mismo condqcéntes a elevar los rendimientos o al 109!0-‘
de sintesis m&sgrlpidas que llevan a crear un Sptimo panorama'
lleno de éosibilidadel pata la miciobiolqgia industrial.

R

3 ' Entre los pfoductos farnmacéuticos de biosintesis mi-F
crobiana ;t? importantes estan los metgbolitos secundaribp, 4
de estos ioa m&s conocidos son los antibifticos; se han descu
bierto més de 5600 de ellos, aunque no todos son aplicables -~
bterapeuticamente'a seres vivos; alrededor de iu 25% :oﬁ -----
producidos por actinomicetos y el 75% dg eltbs pertenecen al-
género Streptomices. La importancia de este género se puede -
apreciar en la Fig.J que muestra sus productos, antibifticos~

de gran utilidad farmaclutica.
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A.l.- Aspectos Econbmicos.

Los antibi6ticos representan la clase mis importante
de f4rmacos comercial y clinicamente obtenidas de microorga-
nismos. La informacién m&s reciente indica que los mayqrés -
volémenes de antibi6ticos producidos han sido para cuatro =-
grupos importantes, las penicilinas, las cefalosporinas, las
tetraciclinas y los macr6lidos, estando entre estos ﬁltlmos-

la eritromicina como la m&s importante. (13)

La decisibn de la elaboracién de un producto esta ba
sado en consideraciones de tipo econf6mico con mayor interés-
principalmente hacia el material de conversién o sustrato al
producto deseado, el tiempo de‘tal conversién, equipohutili-
zado, eficlencia del proceso, el costo éue implica recobrar-
el producto final del medio de fermentacibn por alg€n método
fisicoquimico, el valor potencial del subproducto y el costo
de eliminacifn o reutilizacién de desperdicios. (14)

La microbiologfa con su diversidad de productos de -
rfetmentacidn logrados es la responsable de una gran expansifn
industrial que se traduce en un capital considerable en la -
economia\mundiél’y que se mejora con los avances en los cono
cimientos de lll'tutllrﬂotih611c1l del microorganismo que ~-
- permiten la influencia del hombre en ellal y en favor de un-

- incremento de 1a produecidn.




PRINCIPALES PRODUCTOS BIOSINTETICOS (1)

ORGANISMO

TABLA 4

CLASE

PRODUCTO

Saccharonices Cerevisias
Saccharomices Carlsbergensis
Saccharomices Rouxii
Candida Milleri
Lactobacilus Sanfrancisco
Streptococus Therm8filus
Lactobacilus Bulgaricus
Propionibacterium Shermanii
‘Glucobacter Suboxidans
’Pénicilliun Roquefortii
Penicillium Camembértii
Aspergillus Orizae

- Rhizopus

" Mucor

Monascus Purpurea

Alimentos y Bebidas
Levadura

Lévadura

. Levadura

Levadura

Bacteria

Bacteria

Bacterih'A
Bacteria
Bacteria

Hongo

"Hongo

Hongo
Hongo
Hongo

Hongo

Levadura para pan, vinorcerveza

Cerveza lager

Salsa.de soya

‘Pih'francés acido

”:Pan franCes acido

Yogur

~ Yogur

Queso Suizo
Vinagre
Queso con vetas azules

Queso camembert y brie

en

Sake (hidr6lisis del almidén) -

| Teﬁpeh

Sufu (requesén de soya)

Ang-kak (arroz r0503
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CLASE

PRODUCTO

ORGANISMO

9accharomices Cerevisiae
Kluyveromices Fragilis
Clostridium Acetobutflicum

~ Aspergillus Nigei

Corynebacterium Glutamicum

Corynebacterium Glutdmicuh

Candida Utilis
Saccharomices Lipolftica

~ Metil6philus Metillotrophus

Eremothecium Ashbyi
Pséudononas Denitrificans

- Propionibacterium

W
LN

Productos Quimicos Industriales

Levadura
Levadura
Bacteria

Hongo -

Etanol (apartir de la glucosa)

Etanol (a partir de lactosa)

- Acetona y butanol

Polisacsridos

Aminofcidos y Nucléétidos como saborizantes.

Bacteria

Bacteria
Protefna Unicelular
Levadura
Levadura
* Bacteria
‘V itaminas
Levadura

Bacteria

. "Bacteria

L-Lisina

"Acido S-inosinicoy' S-guanliiéd -

o)

Protefna microbiana desde re-
siduos de 1a pulpa del papel.

Protefna microbiana desde al-
canos del petréleo. ,

Protefna microbiana desde el

~ crecimiento en metanol

Riboflavina hf.“; o

Vitamina B2

‘V{;anlnu §‘2



20

ORGANISMO CLASE PRODUCTO
Enzimas 7

Aspergillus Orizae Hongo Amilasa:

Aspergillus Niger Hongo Glucamilasa |

Trichoderma Reesii Hongo ‘Celulass

Saccharomices Cerevisiae Levadura Inveftasa

Kluyveromices Fragilis Levadhya;' ‘ - Lactasa

Saccharbmicopsis Lipolftica Levadurﬁ “' | Lipasa -

Aspergillus Hongo  Pectinasa y proteasas fwv"

Bacillus Bacterias Proteasas o
"Hongo Cuajo Microbiano i 3;

Endothia Parasf{tica

 Leuconostoc Mesenteroides

Xantomonas Campestris

Penicillium Crisogenum

Cephiiosporium'Acreuohium

 Polisaciridos

Bacteria

Bacteria

Productos Farmac8uticos

i

, Hongo

Hongo

- Dextrano

Pasta de xantano

~ Penicilinas

| fijéf@ld#purinp _‘. |
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ORGANISMO . L CLASE PRODUCTO
B Productos Farmacéuticos
“Streptomices c : “: Bacteria ' Anfotericina-B; Kanamicinas
X Neomicina, Streptomicina, - -
: Tetraciclina.
'\Bicilluskbtevis ~ Bacteria Gramicidina-$
- Bacillus. Subtilis i RER ~ Bacteria : »B;citracina.
Bacillus Polimixa j,_ e V'Bacteria f é 1‘  ‘ Polimixina.
~ Rizopus Nigricans kk5_ . Hongo X - Transformacién de estergides.

~ Hibridomas ‘ . o  Inmunoglobulinas y anticuer-
’ ' : pos monoclonales

Lineas Celulares de Mamfferos Lo Interferon -
Escherichia Coli (mediante Bacteria ' Insulina, Hormona numana de
. técnicas del DNA recombinante) o S . crecimiento, somatostatina.

Carotenoides B

Blakslea Trispora . Hongo ~ Beta Caroteno

Rl
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Fig.3

LA IMPORTANCIA DE ACT INOMICETALES Y SU GENERO
STREPTOMYCES COMO PRODUCTORES DE ANTIB10TICOS

-~
Act inomicina C
Anfotericina
Bleomicina
Carbomicina
: , Carcinofilina

- Streptomyces *Cloranfenlcol

_ . ' Cromomicina

: . Eritromicina
Micropolyspora Kanamic ina
Mitomicina
Neomicina

: : Novomic ina
Microbispora : Nistatina
_ ‘ Paromomicina
x , Rifamicina
‘Micromonospora Sarcomicina
, Espiramicina
Streptomicina
Tetraciclina
Tricomicina
L\{ jomicina

_Promicromonospora

Gentamicina

~Nocgrdla —— : , fRistocet ina

[ 4
Vancomicina
Act inomicetos

_Mycobacteriun  Mycococos

terium

(12)
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A.2.~ Aspectos Té€cnicos.

Un proceso de fermentacidn con Streptomices eritreus
nos lleva a obtener la eritromicina base, basicidad debida -
al grupo amino de la desosamina en la molécula de la eritro-
micina; el proceso requiere la cepa adecuada, asi como tam--
bien el sustrato indispensable para la fermentacin que debe
r4 contener fuentes de nitrégeno, carbono, sales minerales y
factores de crecimiento, Es indispensable controlar otraé»vi
riables como son el pH, la agitacién, la temperatura, el oxi
geho, la viscosidad y tiempo 6ptimo de produccifn delnanti--

bidtico.‘zG)

Es necesario obtener un buen balance del oiiggno re-.
querido para lograr que la absorciSn de oxfgeno iguale al me
nos la demanda volumétrica méxima de éste, requerida por el-
>cu1ti§o. No podemos pasar porialto ninguna de estas varia---
bles para el dg-artollo del microorganismo. En la fig. ((15)
se puede apreciar un diagrama para una planta piloto dé fer-

meniacién continua para la produccifn de Ahtibiéticos.

El fermentador esti acondicionado con salida para to
ma de muestras, 1o cual nos permite conocer la concentracifn-
del metabolito presente en el calde de fefmentacién asi como-
otros parfmetros indispensables para seguir la marchi.dcliprg‘

ceso ‘con losVdutbnwaﬁtepiaoovﬁcdiante los anflisis adecuados.
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El fermentadoi estf disefiado tambien para permitir la entrada'
de aditivos; ademds un eje de agitacién mecénica para lograr-
la mejor distribucién del microorganismo en el caldo de fer-—
mentacibn y asf utilizar optimamente los nutrientes conteni--

dos en el,

Una vez que segfin el curso de la fermentacifn, el mi-
roorganismo ya no produce cantidades éosteables de antibidti-
cos, se sugpende el proceso y se inicia 1a extraccién del‘prg

ducto. - .

De la eritromicina base obtenida de fermentacibn se -
puede pasar a su sal, el lactatoc de eritromicina y tambien a-

la forma comercial de lauril sulfato de sodio.




Fig.l.
. (15)
DIAGRAMA ESQUEMATICO DE UNA PLANTA PILOTO DE FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS.

)

EN LA SIGUIENTE PAGINA SE PUEDE VER UNA LISTA DE CADA UNA DE LAS PARTES DE ESTA INSTALACION
REFERIDAS ‘A SUS CLAVES. . :



&)

- LOCALIZACION DE PARTES DE LA INSTALACION DE LA FIG.4.

l,- Esterilizador.
2,~ Tanque de Alimentacidn.
3.~ Agitador Magnético.
4,~ Bafio de Temperatura Constante.
5.~ Fermentador.
7.~ Antiespumante.
8.~ Bombas.
- 9.-’Sepéra&b;‘de Producto.
10.~ Salida de Producto.
" 11.- Suministro de vapor.
12.~ Suministro de Airé;
13.- 15 y.lﬁrriltro de Carbbn.
14.- Filtro.
17.- Medidor de Flujo.
V. E.= V&lvula de entiada.
M.~ ManOmetro. |

T.V.~ Trampa de Vapor.
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B.- Los antibidticos macrdl idos: Er tkgglclng, Oleandomicina,
v Espiramicing, Carbomicina y Metimicina.

Los macrél idos son drogas antibidticas producidas por

el metabol ismo de Actinomicetos, uno de sus género:“el Strep

tomyces eritreus produce la eritromicina, ver Fi§. , Anti-

bidtico de mayor importancia dentro de este grupo, la olenado

micina es otro macrdl ido ptpducido por §tvrngtgnzcgi gntlbiéti

€Us v la espiramicina por Streptomyces ambofaciens.

B.1.~ Eritromicina,

La eritromicina es un antibidtico sintetizado por ---
| Streptomyces eritreus, macrdlido formado por una lactona ma--
7 crocfclica y dos deoxiazucares,(”_)polvo poco solubie__de co--

lor blanco amarillento y de sabor amargo, por lo quq Son ati-

1 lndos de preferencia sus derivados, ,nsl tenémos:

'8.1.a- 51_3_;_&9_!__“ -E1 lactobionato de crltrc\mtclna, son --f,
: ,‘}crlstlles o polvo blanco o amarillento soluble facilmente en
‘agua y en alcohol. El estearato de eritromicina, polvo blanco,

insoluble en agua por lo que se administran por via oral, ver

fig.5.

B I'b.- m___g__g_gmml_u. -Como ejemplo de ésto teremos

el estolato dc eritromicina, ‘Cuando ‘se une el prgplo?:z)lau--

E ril sulfato al hidroxilo de la desosamina. Ver Fig. 5  se --
- produce un polvo blanco inodoro 'ln’sol!._&lg,on, agua y soluble en
; ‘,-“‘.I‘_’éoholv. 7 Ovttro ester o3 ol  .:” iucélnito de dr‘i'trmlclna con-
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Aas mismas pxopledades qqé el anterioxr, el primero se adminis

tra por via oral y el segundo por via ora) y parentoral

B,l.c.~ Mecanismo de accidn,-la eritromicina posee una act;vi
dad mas bien bactereostftica, aunque a grandes concentracio--
nes es tambien bactericida. Su mecanismo de accién es b&sica-
mente por inhibicifn de la sfntesis protéica especificamente-
sobre la peptidil transferasa y éobre la tezminéciﬁn de cade-

na polipeptfdica.

Be2.~ ngnndgmiging - Este antibiético tiene tambien como nd-

cleo una lactona saturada( %%r. Fig. 6 ,formada por 13 &tomos-

de carbono (oleanélido) tiene ademis un grupo ep6xido en posi

cibén 8 y al igual que la eritromicia ia desosamina se encuen~
tra a nivel dCichbGn 5, pero en lugar de la cladinosa tiene-
una oleandrosa en carbén 3, tambien seé. utilizan sus ésteres -
as{ se tiene la troleandomicina o t:iacétilplaﬁdomicina de'sg

bor ins{pido que es un polvo blanco soluble en agua,

La oleandomicina posee un espectro antimicrobiano pa
i recido a la eritromlcina, aunque no tan amplio como ésta ni -

"~ tan potente.

(16)
. B.3, z;nxxnngin; - B-te antibidtico prcnentu un anillo 1act6~
. :nicc o olpirunblido con 16 atomos de carbono tlcna ademfs una -

dcaaloninn unidn en ol carbon 10, ld.mll un nminoazucar, lgmir
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caminosa en carbon 5 y a éste azlcar se une una micarosa; es
un polvo amorfo blanco o amarillento poco soluble en agua y-
muy soluble en alcohol, Se administran por via oral, ver Fig7
La espiramicina posee un espectro antliicrobiano uw
poco mas extenso que la oleandomfcina; sim embargo su acti--
vidad es reducida considerablemente in vitro con respecto a-
las anteriores,
B.4,- Larbomicina,- Es un antibidtico macrdlido que tieme a
plicacidn terapéutica, estd constituido por un anillo de -
lactona, que tiene 15 carbonos en el que se unen dos ézuca--
res, una micaminosa y'a’contlnuacién de ésta micarosa unida
con un. isovalerato, ver Fig. 8.
B.5.- Mgtimjcjna,- Este antibidtico presénta un. anillo forma
do por 5 unidades de proplonatd’y de acetato, contlene 1 azu

car la desosamina en carbon 3 ver Fig. 9

La Metimicina posee un espectro antimlcrobiano semejan
te a la oleandomicina. Estos antibidticos macrdlidos son las

mas Gtiles terapeut icamente hablando,

Es Importante mencionar que los mactdl idos poseen una
buena accién antimicrobiana sobre los estafilococos aun cuan
"dé estos sean resistentes a clerto;_antibléticos como las pe

nicilinas y tetraciclinas,
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~ LA ERITROMICINA Y SUS DERIVADOS.
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SALES ACIDAS
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Fig.6

OLEANDOHICINA( 16)
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Fig. 7.

(16)
ESPIRAMICINA A.
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Fig. 8.
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C.~ Biosintesis de Eritromicina,

El mecanismo de biocsfntesis para la préduccidﬁ de la -~
eritromicina ha sido objeto de intenso trabajo, la elucidacién
de su modelo estructural est& basado en estudios sistemdticos~-
de enzimologfa y bioqufimica, los cuales han permitido conocer-

mas en detalle la expresifn celular en su desarrollo y funcibn.

Los resultados obtenidos comprobados mediante eviden --
clas experimentales(l7)llevan a considerar que Ia estructura -
de la eritromicina se forma mediante dos rutas metab8licas se-
cundarias;tales vfas se han estudiado en finos detalles del =~
procesoc para su mayor en;endimiento, nediante el aislamiénto -
de cada etapa enzimitica tratando de determinar las relaciones
entre sustrato y aparato enzim&tico asf{ como su'dependencia de
clertos factores como pH, inhibidores y.nutrientes del medic -
que deciden una ruta o via metab8lica; no obstante y a pesar -

- del interés por conocer completamente tal biosfntesis, afin que

dan ciertos detalles en vias de aclaraise,

La primera vfa metab8lica implica la produccién de una
aglic6na que requiere 21 unidades de carbono que son provistas
por una molécula de &cido propiSnico y seis de 2-metil malonil
como primer pilar en la formaciSn de dicho macrélido, ver fig.
{0, tales moléculas pueden ser propbrcionhdal por los interme--
'giarﬂp:“¢01 metabolismo de ox{dacibn de la qihébia Yy pot cibﬁg'
tabolismo de los qninolcldoi; el propionfto puede venir de ami
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nofcidos como valina, isoleucina, treonina y metionina; en -
realidad la iniciacibn de esta bios{ntesis ocurre con las --
formaé activadas de sus precursores, propionil CoA y 2-metil
malonil CoA. Los dos acil precursores pueden ser formados ~-~
por interconversifn entre s{ por la accién de propionil CoA-
carboxilasa sobre el propionato y el 2-metilmalonil CoA piru

vato transcarboxilasa sobre 2-metilmalonato.

Adem&s de estos precursores tambien se encuentran la
acetil CoA, aceto acetil CoA, malonil CoA que son pilares =
esenciales para 1& formacidn de importantes compuestos como-
.son los terpenos, esteroides, carotenoides, polifenoles y an
tibibticos macrocfclicos, en la Fig.Ml, sé esquematiza la par

ticipacién ée estos precursdres.‘

C.l.- Produécifbn de 6-Deoxieritron8lido-B.

 Se ha dicho que el eritron8lido es elaborado por 21 -
(17) '

unidades de carbono, trabajo por el cual es responsable la
eritronSlido sintetasa del complejo multienzim&tico celular,~-
que frabaja 8610 en cuanto se obtengan las condiciones favo--

rables para producir el G-deoxieritronélido-n.

La estructura de la molécﬁld de lactona y distribu---
" c16n de sus Stomos de carbono y oxfgeno, sugiere que su pre--

' cursor es un oligocétido que conduce a la obtencién del ————
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6~deoxieritronflido-B, Fig.®, y asi se comprueba mediante -
evidencias acumuladas que la biogénesis de la lactona macro=-
cfclica se efectlla por mecanismos anilogos a otros que condu
cen a la obtencibén de productos naturales y derivados tambi~
én de oligocé&tidos. El proceso y el aparato enzim&tico para-
la formaci6n de la lactona puede compararse con la formacifn

del &cido palmftfco producido por Streptomyces eritreus que-

requiere para su biosintesis 1 grupo acetilo y 7 grupos ma-

lonilo.

C.2.-Transformaci6n de 6-~Deoxieritron6lido~B en Eritron6lidoB

Se sabe que existe un sistema eritron6lido hidroxila
sélg&e parece estar correlacionado con un citromo p4SO y con
cierta dependencia con la NADPH que convierte el 6-deoxieri=-

tronélido-B en eritronflido-B;Ver. fig. (13)

La actividad de dicha hidroxilasa tiene su mfximo en
tre 12 y 20 horas y es en este perfodo donde se encuentra la

sintesis del eritron8lido-B.

Se ha comprobado la actividad de la hidroxilasa me--
diante la cuantificacifn de cantidades radiactivas de produg
to hidroxilado cuando se pone la enzima y sustrato en las -~

condiciones adecuadas para su actividad.
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INICIACION BIOSINTETICA DEL ERITRONOLIDO
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Fig. U’
LA PARTICIPACION DFE MOLECULAS PRECURSORAS EN FIL METABOLISMO
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Fig. 2

()
FORMACION DE LA LACTONA.

b= Ploxel/IROWOID 0~ B
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Fig.(3

FORMACION DEL ERITRONOLIDO-B(17)

|
Ho /
Dopeatraiva. Gors \l'» | \\/
S P [t Y”
. .' |

[ ) = Nueva molécula adicionada. - N

C.3.- Formacién de los azficares y su incorporacién de la Molé&cu

la de la Lactona.

La revelacién de estudios sistemdticos sobre la forma-
cién de azficares que constituyen la eriftomicina indican que -
ellos se derivan de la D-glucosa una fuente de nitrfgeno y gru
pos S-metilos activados; sin embargo existen conclusiones que-

difieren acerca del origen de los grupos metilos;‘le)

el meca--
nismo de incorporacién de estas moléculas al azficar neutro L -
‘micarosa y al azficar D~desosamina no es del todo claro. Se han
postulado mecanismos por analogfa con algunos sistemas de for-
macifn de deoxiazucares, aunqde es posible que existan rutas -

metab8licas alternativas.
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Se ha comprobado la presenc}a del 3 (0)micarosileri~-
tronflido-B 6 3{L)micarosiloxi-(L), 6(D)11(L) trihidroxier{--
tronflido-9-ona, como un intermediario en la biosintesis de -
la eritromicina, ver fig.1§, tal producto podrfa ser formado-
por una glicosilacibn directa en la que el aceptor es el eri-
tron6lido-B y el donador es una L-micarosa en forma activada,
aungue tambien podrfa pensarse en un precursor de la L-mica-
rosa gue intervenga en dicha reacciéh Y que nos lleve a pen-=-
sar que tal bios{ntesis no es tan sencilla, y asf se ha plan-
teado que la glicosilaqidn del eritronélido podrfia ser como -
sigue:

X-2,6 dideoxi-3oxoaldohexcsa + eritron6lido-B y posteriormen-

te la metilacién en C~3,

Fig.ty: ‘ (17
BIOSINTESIS DE 3(0) MICAROSILERITRONOLIDO~-B
oM

!Mam-a N\ ‘

X~2,6 pireony -3 ex0 0

MiDo KexebA P
f"qs-—mﬂéu‘knhq

'- -~ G G e s S - .T
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C.4.-Incorporacifén de la D-desosamina en 3(0)Micarosileritro-

n6lido-B.

La D-desosamina es un aminoaz@icar que viene de algln ~
nuclefsido fosfoderivado de glucosa, los grupos N-metil de --
los grupos metil de lapetimina y los &tomos de nitrégeno pare

cen venir de una fuente no conocida de nitrégeno.

En realidad existe poco conocimiento de la reaccibén -
enzimdtica por medio de la cual la desosamina se transfiere =~
al 3(0)micarosileritron6lido-B para la produccibn de la eri -
tromicina D fig. 1§ aunque existe la certeza de que realmente
el 3(0)micarosileritron8lido-B es el sustrato aceptor de la =
desosamina: la reaccifn se efectfia en orden de adicién prime-
‘'ro de la micarosa al eritronélido-B y posteriormente la D-~de-
sosamina 1o cual es sostenido por trabajo‘s”e)n los que por me-
dio de tratamientos &cidos de la eritromicina B se obtiene la
5(0)-e& (D) Desosaminileritron6lido=B 9 este compuesto se probd
como precursor para la produccién de eritromicina B m&s sin -

embargo la reaccifn no procede.

"'C.5.Transformacién de la Eritromicina D en Eritromicina B y--

"en Eritromicina A.

Los trabajos efectuados sobre la eritromicina D sugie
ren que dicha eritromicina es el sustrato adecuado para la hj
droxilacifn en el anillo del eritronflido en posicién de car~

b6n 12, probablemente en este carb8n ocurra la misma reacci6n
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que en carbén 6 y que la misma enzimasea involucrada aungue-
hasta ahora solo se obtuvo evidencia para la hidroxilacifn en

carbdn 6.

lLa eritromicina A, fig 16 y fig 17 , se obtiene gra
cias a la metilacién de la eritromicina C lo cual ocurre te -~
niendo presente la S-adenosil~L-metionina--SAM-~y la activi-
dad de C-(0)metiltransferasa, con una irreversibilidad de ~--
reaccifn, se cree que la misma (0)metiltransferasa es la gque-
actGa para la metilacibén de la micarosa de la eritromicina D~
para obtener la eritromicina B, ver fig.l6 sin embargo tal -
(0O)metiltransferasa es inhibida por los productos de eritro--
micina A y eritromicina B as{ como por S-adenosil-homocisteina
empero la elaboracién de la eritromicina se efectfla por algn

mecanismo del Streptomyces dque le permite tal producci6n.

Fig I§5 (17)
 BIOSINTESIS DE ERITROMICINA D
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Fig. 16 }
(17)
ETAPA FINAL DE LA BIOSINTESIS
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Todo este planteamiento sobre la blosfsntesis de la e-
ritromicina basado em evidencia experimentafes tienen obvia .
mente detalles imprecisos, asi se cree que la sintetasa de -.
la laetona se asemeja a la sintetasa de los acidos grasos pe
ro es necesario verificar estos datos, as! tambien se hacen
postulados para la sintesis de los azlcares micarosa y deso-
saminaicon analogfa en las biosintésis de deoxiazucares. Aun
as! es importante reconocer que contamos con una riqueza de
informacidn y estuddds avanzados que permitiran cada vez{a -

la industria de antibidéticos manipular al§unas etapas de la

biosintesis en favor de 1a economia industrial.
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D.- Anilisis de Aminoacidos.
Con el propdsito de plantear la informacidn necesaria
para anal izar las muestras problemas se resefan los métodos -

anal {ticos consultados.

Muchos aVances se han logrado en la quimida analftica
gracias a los estudios de los comportamientos y de las propie
dades flsicas y quimicas de las mezclas problemas; cada vez -
que se tiene una mezcla mas compleja o de propiedades fisicas
y quimicas tan pérecidas, se plantea mas difficil su separa---
cién, por lo que es necesaria la utilizacidn de métodos que -
sean mas adecuados y que nos den la mayor imformacion sobre:-

el problema.

Para el andlisis de mezclas de aminodcidos se han tra
bajado una serie de métodos analiticos con conocimiento fun--
damentales de Fa solubilidad rebativa y del comportamiento -
acido basico de los aminoicidos. de ello hace uso la cromato-

graffa.

La cromatograffa:de aminodcidos tuvo sus inicios en -

]
1914 con Martin y Singe pero no fue sino hasta 1958 que =
se tomaron mas en cuenta y se empezd a hacer uso de las téc--

nigas cromagraficas.

D.1.- Cromatografia de Reparto.

Los métodos de reparto se basa en diferersas de solu
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bilidades de un soluto en dds fases Inmiscibles en equilibrio

a una temperatura determinada.(lg) Esta separacion de compo--
nentes se consigue por medio de un gran nimero de etapas de -
reparto separadas, de dimensiones microscépicas, es decir el

principio de la cromatograffs depende de que durante el paso-
por un proceso cromatogréffco se multipliquen muchas veces =~
las diferencias pequeiias del coeficiente de reparto de cada -
uno de los componentes de la mezcla. Para esta separacion es
necesario contar con una fase estacionaria que, si es liquida .
debe estar sostenida en material sélido e inerte, si la fase-
movil es un lfquido; el método sera cromatografia liquido-}{-
quido, si se trata de un gas sera cromatografi{a gas-1iquido -
(CGL),

En general la utilizacidn de la cromatografia gas-1{--

quido nos brinda ventajas como:

l.~ La resolucion que se obtlene para mezclas comple--
Jas es muy acebtable. i

2,- Los resultados se obtienen con rapidez.

3.- La presicién obtenida en los resultados es bastan-
te buena,

Sin embargo se presentan también algunas desventajas -
como son: '

1.- E} costo del equipo que representa una inversidn -
fuerte, pero que resulta o puede ser amortizable a largo pla-

 zo,
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2.- El manejo del cromatégrafo debe hacerlo una perso
na debidamente capacitadas como ejemplo del trabajo realizado
con esta tecnica tenemos:

(20)
Anne M. Lewis trabajo sobre analisis de aminoaci--

dos por CGL utilizando un cromatdgrafo de gases con solumnas

empacadas con carbowax 4000, trabajo en el cual las muestras-
a anal izar estan precedidas por una precipitacion de protei--
nas, filtracién y despues una purificacion por resinas de In-
teréambio iénico; posteriormente se llevan a un equipo para -
formar los derivados de los aminoacidos y obtener as{ los n--
propil, n-aceti! esteres, que despues pasaran al cromagégrafo
de gasesi otroébautores han trabajado sobre procedimientos si
milares( ° , la resolucién se 1leva a cabo con una temperatu-

ra de 230°y con una corriente de helio como fase mévil,

Limitantes.- Por este método los aminoicidos basicos,-
arginina e histidina se pierden debido a que estos no pueden-
ser acetilados bajo las condiciones en que se trabaja la mez-
cla, tampoco se pueden obtener datos sobre clistelna y tripto-
fano ya que son labiles a varios factores utilizados en el -

procedimento para la formacidn de derivados.

D.2.-Cromatografia en Capa fina.

La cromatograffa en capa fina es un método anal ftico -
del que se vale también la quimica anal {tica para obtener da-

tos necesarios de los componentes de una mezcla compleja, su-
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principio esta basado en que las fibras de celulosa o de sl
ca gel sirven para soportar la fase estacionaria; la separa--
cién de los componentes de la mezclas de efectia debido a la-
distribuicion de estos entre la humedad de las fibras y el di

solvente que fluye sobre ellas.

Egisten trabajos‘sobre separacion de derivados de amj
noécidos( ])usando el reactivo de cloruro de dansilo é cloru-
ro de 5 sulfonil-] dimetilaminonaftalen para producir as! los
I-dimetilaminonaftalen-5-sulfonilaminoacidos; para la obten--
cién de tales derivados se practica una extracion de los ami-
noac idos de fluidos bioldgicos, se purifica por resinas de in-
. tercamblo idnico y posteriormente se forman los derivados an-
tes mencionados; los autores de este imforme hacen cromatogra
fia bidimensional en capa fina probando siete sistemas de e-
luyentes en dos dimensiones hasta obtener los resultados de--
seados. para el buen desarrollo de las muestras en las placass
la idemtificacidn de cada compuesto se hizo mediante el uso

de estaﬁdares y asi los derivados fluorescentés se cuantifi=«

caron con el uso de! fluordmetro,

Limitantes.- La limitante de este método es en definj
tiva la obtencidn como rutina de los dansil derivados para --
trabajar, aumque algunas empresas pueden permitirse practicar

este método,
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D.3.-Cromatografla con Resinas de Intercambio Idnico.

Las resinas de intercambio iénico con su aplicacién -
en la cromatograffa constituyen una técnica versatil de sepa-
racion en la quimica anal{tica, representan para ésta un me--
dio de gran valor para la resolucién de mezclas idnicas com--
plejas, recuperacién de metales, el iminacién de impurezas e -
interferencids de electrolitos, Es asi, una técnica que vino
a aliviar la resolucién de mezclas de aminoicidos en diferen-
tes fluidos bioldgicos.

Las resinas desintercambio idnico son pélfmeros de --
estlreno(ZZ)que exiben sitios activos para un potente inter~e
cambio de lones, presentan ellas un nimero de grupos funcio--
nales por unidad de volimen de resina que determina su capa--
ciddd de intercambio, lo que se efectua basicamente por « ==-
atraccién electrostitica. Estos pol fme ros son altamense re--
sistentes al ataque de acidos y élc;[ls fuertes, agentes oxi-
dantes y reductores son completamente)lnsolubles en la mayo--
rfa de disolventes comunes, £€n la actual idad se encuentran -
comercialmente disponibles en una serie tamaiio de particulas
que fluctdan entre I/L y 2 nm, lo que permiten una buena se--
lectividad de estas de acuerdo al desarrollo a nivel labora--

torio o a escala industrial que se requiera,

‘ La‘CromatOgraffa"bor resinas de lnteicamblorlénlco .-

es un método muy Gt1] basado en las propledades acldo-basicas
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de los aminoacidos a separar, con tal propdsito se hace - -
uso de las resinas mencionadas; para la separacion de los -
aminoacidos en analisis es necesario una diferencia de carga
en ellos y deben tomarse en cuenta ciertos factores como son
el pH del eluyente ,velocidad del flujo del mismo, tamafo de
particulas de resina, su peso equivalente y cantidad de pygn
tes exlstentes en el pol Imeto, En estas propiedades de las -
resinas esta basade el trabajg del anal izador automatico de
aminoac idos de Moore y Stein( 3), que consta de:

I.- Una parte del aparato en el que se encuentran co-
lumnas cargadas con resinas ‘para la separacidn por intercam

bio idnico de los aminoacidos,

2.~ Equipo para la deteccidn de aminoicidos separa---
dos, por la formacidén de complejos coloridos debido a la adi
cidn de ninhidrina que permite determinar su intensidad dee2

lor proporcional a la cantlidad de’ aminodc idos presentes.

3,- Registro automatico de los componentes medlante ~-

graficas o aminograma.

El autoanal izador de aminoacldos es eficiente para la
resolucién del problema en cuestidn por su precision y prac-
t ica manejo debido a que esta totalmente integrado; sin em--

bargo no es muy comin de utilizar por su alto costo,

Existen otros anal izadores de aminoicidos sin embargo
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se puede eonsiderar que representan modificaciones del méto
do de trabajo de Moore y Stein; tales trabajos han arrojado
datos muy precisos y confiables. A continuacidn hablaremos-
sobre algunos de ellos,

(24)
J. Miche! trabajo en la formacion de dan

sil aminoacidos y separacién de éstos por cromatografia de

1/quidos de alta presidn por fase reversa; se utilizé un --
equipo con columnas de bondapak C-18, usando un gradiente -
lineal de los eluyentes seleccionados segin el grado de po-
laridad requirido, se tomaron en cuenta otros factores co--
mo efecto de pH del buffer que se utiliza para eluir las co
lunnas y gradiente de velocidad del flujo de los mismos. °

Los dansil aminoacidos presentan clerta fluorecencia que re
gistran absorbancia en 250 nm, con luz UV, tales que permi-

ten determinar las concentraciones de ellas en la mezcla,

Limitantes.-La limitante en este método es-
como se dijo antes, la obtencién de los dansil der Ivados u-

sados como estandar,

Se ha trabajado también con equipo de croma
tografia de 1lquidos de alta presion con adaptacion de una
1{nea para la adicién de fluorescelna 2 , a la salida de -
Jos componentes ya separados y que reaccionan con el com---
puesto antes dicho y registran clerta fluorescencia propor-
cional a la concentracién de 1os aminoicidos presentes que

pueden ser amntificados con un fluorémetro,
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Limitantes.- Sin embargo el trabajo por éste meto
todo implica cierta désventaja como es la adaptacion al equi-
po de cromatografia de aditamentos a la Vinea de salida de --
los componentes de la mezcla; con esta modificacion resulta--

ria ya un equipo muy sotisficado y de alto costo.

D.4,- Método de Analisis Desarrollado.

Para el analisis de las muestras problema en .-
nuestro trabajo se ham empleado una serie de proced imientos-
que consistenyprimero en una hidrésis acida de las harinas -
de muestra después una separacion de aminoacidos mediante el
uso de resinas de intercambio catlénico y posteriormente una
cuant ificacldn de los aminoacidos por la formacidn de bases
de Schiff con el grupo aldehido del! p-dimentil amino benzal -

~ hido -PDAB y grupo amino de los aminoacidos.

Los aminoacidos, con el método propuesto reaccio
nan con e} PDAB y dan una sola estructura croméfora que per-
miten cuantificarlos a una sola Amax dé 414 .nm 1o que resul
ta una ventaja en cuanto a la manipulacién. Para la forma- -
cién del derivado, ver Flg. 18; 1a metodologfa no es sofistl

cada y se obtienen resultados satisfactorios.

Fig. 18
DERIVADO DEL AMINOACIDO
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IV.~- PARTE EXPERIMENTAL,
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.PARTE EXPERIMENTAL.

Se propone un método para encontrar las variaciones de~-
la cantidad de amin8cidos, agrupados por gradiente de Fvg, exis-
tentes entre diferentes harinas de soya; con estos datos y con-
los obtenidos de la produccién de eritromicina, se busca una re
lacién que permita manejar adecuadamente las adiciones de nu---
trientes durante el proceso fermentativo de obtencisn del anti-

biético.

El desarrollo de la parte experimental comprende tres ~
etapas sucesivas; primeramente se efectfia el tratamiento de las
muestras de harina mediante una hidr6lisis Scida separando por-

filtracién los aminofcidos solubles.

En la segunda etapa se efectfia la elucién de los amino-
&cidos en tres grupos correspondi@ntes a los &cidos, los neutros
y los b&sicos, mediante el uso de columnas de cromatograffa de-
resinas de intercambio ifnico; se considera que la resina actda
de tal manera que entra en cohtacto con los iones a intercambiar
en una serie de etapas en equilibrio consecutivas, operacifn en
que los iones intercambiables R-EH = COOH encuentran miles de -
sitios activos por com. de colu;n;¥3la atraccibn electrostStica-

es menor para los &cidos, mayor para los neutros y ain m&s para
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los bisicos; debido a ésto es posible eluir separadamente de

la columna a los grupos antes mencionados.

Como medio de control para identificar los componen-
tes de los grupos eluidos se hizo cromatograffa en capa del-

gada.

En la dltima etapa se forman los derivados con el --
PDAB, tales derivados son compuestos coloridos que absorbeﬂ-
luz en la zona del espectro visible y se leen a unal max de-
414 nm, para cuantificarse; ver en la fig.19 el registro del

derivado obtenido.

La curva estandar que se usa para obtener las concen
traciones de los derivados de aminofcidos problemas se obtie
ne tratando la tirosina con el PDAB, en la fig.20 se esquema

tiza el proceso, -

La tirosina se utilizo bara formar la curva Standar-
debldo a que es uno de los aminoacidos mas solubles en agua

y que ademas estaba disponible.en el lugar del trabajo.
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Fig., 19
REGISTRO DEL DFRIVADO DE AMINOACIDO TIROSINA
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‘Curva Spectral del derivado de tirosina —Longitud de onda contra
sorcifne=— en el registro se pueden ver los picos de absorcidn.

Rango dkl espectro probado de 270- 600 na

Velocidad do corrimiento del registro 50 nms/min

Dilueion de la muestra,- 1:1000

414 nm

Longitud de onda maxima optima encontrada .-



(59)

Fig. 20

DIAGRAMA DE FLUJO DEL METODO DE TRABAJO
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MATER IAL

Muetras

Harina de Soya Desgrasada Cruda
Har ina de Soya Standar

Harina de Soya Tostada

Har ina de Soya Proto Veg
Harina de Soya

React ivos

Acido Clorhidrico concentrado
Acido Clorhidrico SN .

ACido Tricloroacetico

Carbonato de Potasio

Acetato de sodio Q.P!

Acido Acetico glacial

“‘Metanol. .Absoluto '
Acido Sulfurico Concentrado
Etanol R.A.

P-diment il amino Benzaldeh{do
Acido Sulfdrico 0,02N

Mischind ikator de Mertk

Ac ldo Borico

Resina No, | de Merck fuertemen-
te acida, capacidad de 4 mili- -
equivalente/ml!' .
Agua desionizada )
Hidroxido de Sodig 10 N

- Patrones de Aminoacidos,

Aparatos

Espectrofotémetro Varian Modeto-634

Claves de Proveedor
HSDC

H11543

HST

HSPV
HI1751

Material de Laboratorlo

Columna para cromatogra-
fia--0.55x 10, CM,

Capsulas de ConwaY
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METODOS

Preparacifin de las Muestras.

Pesar 1 gr de harina de soya, disolver en 12 ml de a-
gua en tubo con tapén de rosca, adicionar 8 ml de &cido clo--
rhfdrico SN y llevar a cabo la hidr6lisis en autoclave a 15 -~
1bs de presién por 70 min; dejar enfriar y agregar 5 ml de --
dcido tricloroacético al 10§, reposar 15 min y centrifugar 10
min a 4000 rpm, filtrar en papel Whatman 42. Tomar una alfcuo
ta de 6 ml y adicionar 150 ml de agua destilada y evaporar al
vacfo en evaporad&r rotativo a 50°C, 0.125 atm; pasar el resi
duo a un matraz volumétrico de 50 ml aforando con agua desio-

nizada.

Preparacién de las Columnas,

Empacar las columnas para cromatograffa con 2.63 ml-
de resina fuertemente &cida (R-S0; H) en columnas de 0.55 de-
difmetro por 10 cm de lérgo, lavar la resina con agua desioni
zada y enseguida acondicionarla con solucibén buffer de &cido-
acBtico- acetato de sodio 1IN de pH 3.25 con flujo de 0.30 ml/
min, lavar nuevamente con agua desionizada; hecho esto se pro
cede a cargar las columnas con alfcuotas de 5 ml de la mues=-

tra preparada previamente.
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Preparacién de Soluciones Buffer.

Solucibn buffer I: 0.2N de acetgbo y pH 3.25.- Disol
ver 0.4§03 gr de acetato de sodio en 200 ml de agua, medir ==
10.98 ml de &cido acético en 20 ml de agua y ajustar con ésta
la solucifn anterior a pH de 3.25 . Se lleva a 1 litro en -~--

matraz aforado con agua desionizada.

Solucién buffer II: 0.2N de acetato y pH 4.25.-Disol
ver 3.87 gr de acetato de sodio en 200 ml de ggua, medir =-=--
8.649 ml de Scido acético en 20 ml de agua y ajustar con ésta
la solucifn anterior ; pH de 4.25 y aforar a 1 litro con agua

desionizada.

Solucién buffer III: 0.35N de acetato y bH 5.28,==~
Disolver 22.041 gr de acetato de sodio en 200 ml de agua, -
medir 4.59 ml de &cido acético en 20 ml de agua y ajustar al
igual que las soluci;nes anteriores a un pH de 5.28 aforando

despues a 1 litro con agua desionizada.

Elucién.

Grupo 1.~ Eluir con 140 ml de buffer I en la colum-
na con un flujo de 0.20 ml / min; recibir en un vaso de pre-
cipitado de 250 ml.

Grupo 2.~ Eluir con 150 ml de solucién buffer II ~-
con flujo de 0.20 ml /min, recibir en vaso de precipitado de
250 ml.

Grupo 3.~ Eluir con 180 ml de buffer III con flujo-
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0.50 ml/ min, recibir en vaso de precipitado de 250 ml.

Las tres soluciones anteriores se evaporan hasta 35
ml, se enfrfan se ajustan a pH de 1llcon NaCH 10 N y se lle-
van a matraces aforados de 50 ml respectivamente, aforando-

a la marca con agua desionizada.

Preparacifn del derivado.

Tomar una alfcuota de 10 ml de las soluciones elui-
das de los grupos correspondientes 1, 2 y 3y llevar a matra
~ ces volumBtricos a un aforo de 25 ml con metanol absoluto.
Tomar 10 ml de las goluciones anteriores y hacer reaccionar
cada una coﬁ 5 ml de éDAB previamente preparado como se in-
dica posteriormente; esperar 10 minutos y leer al espectofd

metro contra un blanco a 414 nm.

Blanco.- Tomar 10 ml de metanol al 60% y hacerlo --
reaccionar de igual manera que el problema, como se explict-
anteriormente en preparacibn del derivado. ‘

Solucifén de P-dimetil amino benzaldehfdo.~ Pesar 1
gr de PDAB diluir con 50 ml de metanol al 60% en matraz afo-
rado de 100 ml, agregar 0.5 ml de &cido sulflrico concentra-

do y aforar con metanol al 60%.
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~Curva Estandar.

Pesar 40 mg de tirosina, disolver en matraz aforado-
de 100 ml con buffer de 3.25 y llevar a volfimenes. Tomar alf
cuotas de 1; 1.5; 2:;2.5; 3;3.5; 4;4.5; 5;5.5; 6;6.5; y 7 ml-
y llevar matraces aforados de S0 ml; ajustar con metanol ab-
soluto habiendo previamente logrado un pH de 11 con NaOH 10N.
Tomar 10 ml y agregar 5 ml de PDAB; leer en el espectrofot6-
metro a 414 nm contra un blanco dejindolo reaccionar 10 minu
tos.

En la tabla 0 se dan los datos de la curva estandar.

| Graficar absorcién contra concentraciones (m.moles).
Interpolar en la curva patrfn las lecturas de los problemés—
para encontrar las concentraciones de las soluciones de ami¥
nodcidos. .
En la tabla & se asigna un nﬁﬁero A cada harina para 5u pos-

terior identificacién en las tablas.



- '@ Se refiere a los siguiente:

Calculos:

FORMULA.

Muestra /APromed io

mg de aminodcidos/gr de =flectura de Cruva Volumen Y/P.M . Factor
Patron

-Para un volumen de muestra de.- - - - - SIEIE BN 25 m]
-P;M. Promedio,- Peso molecular Promedio
. | ;
de los aminoacidos, = = = < = = = « = = =« o o & -a 136.75 gr/gr mol

¥Factor.- Diluciones en la cromatograffa - » == ==« 208.3

(s2)

-De 25 m! de Hidrolizado de proteinas se toma 1 al{cuaote de 6 ml para 1iberar
el exceso de acldo sulfdrico, trabajada la al icuotsase 1leva a un volumen ===

de 50 m). '
-De 1os 50 ml de solucién de aminodcidos se toman 5 ml para cargar la columna

el eluyente se lleva a un volumen de 50 ml.

-De los 50 ml,.de la elucién se toman 10 ml para lgpreparacion del derivado --

-~ de aminoac idos.
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Determinacién del Nitr6geno amoniacal en las muyestrag

por el método de Conway.

Con la finalidad de conocer la aportaci6n del nitrOge
nqo presente en sales de amonio (NH4)2504, en las muestras,y -
que se toma como nitrSgeno proteico al efectuar una determina

. cibén por método Kjeldalh, se decidi6 practicar en ellas una -
valoraciéh del nitr6geno amoniacal con la adaptacifn del méto

do de Conway.

El mEtodo para la valoracién del nitr8geno amoniacal-
de las muestras se basa en la #eacciﬁn que se efectGa entre -
una sal de amonio y una solucibn saturada de K,C0,; el amonia
co se desprende ¥ ¢on presencia de un indicador de nitrége-
no se valora, &sto sa hace con una solucibn §cida de normali-
dad conocida. El indicador es de color rojo pfirpura perc en -
presencia de nitrfgeno cambia a color verde y en el punto fi-

nal de la titulacifn vira nuevamente al rojo pfirpura.

Para la determinacifn se utiliza una cipsula de Con=-
way que consiste en un recipiente pequefio de vidrio que tiene
dos cavidades concéntricas y totalmente separadas; ver Fig.d:
la cdmaracentral es para el indicador y en la exterior se e--
fectGa la reaccibén bisica conlo que se libera el amoniaco; =--
esta cidmara tiene ademds una tapa de vidrio que debe evitar -

fugas del amoniaco a valorar.

.
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Preparacifn de los reactivos,

1.~ Acido sulffirico 0,02 N. Se prepara una solucién
de dcido sulffirico 0,02 N y se titula en presencia de anaran

jado de metilo'

2.~ Solucibn saturada de carbonato de potasio.- Se~
prepara una solucibn saturada de carbonato de potasio'y se -
lleva a ebullicibn posteriormente para eliminar las posibles

sugstancias nitrogenadas.

3.~ Mischindikator.~ El indicador se prepara de la-
siguiente manera; en un matraz aforado de 500 ml colocar 300
ml de agua destilada, disolver en ésta 5 gr de &cido bérico,
agregar 100 ml de alcochol etflico R.A. y adicionar 2.5 ml de

Mischindikator de Merck y aforar con agua destilada.
[

Procedimiento.~ Suspender 0.5 gr de harina en 10 ml
de agua, en un matraz aforado de 100 ml, filtrar y lavar el-
papel filtro recogiendo los lavados y ajustar a la marca; to
mar 0.4 ml y llevar a la cihmaraexterior de la cfpsula, poste
riormente tomar 1 ml de la solucién indicadora de nitrégeno-
con pipeta volum8trica de 1 ml y depositarlo en la ci&mara --
ceﬁtral de la cipsula; se coloca 1 tapa de vidrio cubriendo-

la tercera parée de 1a cipsula.
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Medir 1 ml de spluci6n saturada de carbonato de pota
sio clocarlo répidamente en el otro extremo de la cépsula evi

tando que se una la solucién de la muestra. Tapar la cépsula.

En seguida agitar la cdpsula para mezclar la muetra-
y el reactivo, dejar reposar 60 min y después titular con &ci.
do sulffrico 0,02 N hasta obtener vire del verde al rojo pfir-
pura. En la tabla (11) se puedeh apreciar los resultados obte

nidos,

Calculos:

FORMULA

g de lNH4)2SO4/100 ml ={(Vac) {Nac) (mec)
p.m.

Vac,.- Volfimen de &cido sulffirico 0.02 N.
Nac.~ Normalidad del 4cido sulflrico.
meq.~ Miliequivalentes de sulfato de amonio.

p.m.~ Peso de la muestra.



(63)

Fig.z.

CAPSULA CONWAY

- 70PA D€ idtio L MESTIRE D harAS DE Sopa

.- cowsea exaeise. .. Hhariv Ic £500

3S._ Comarl cewvmdl, . judradele HSMNILIOR. -
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TABLA 5

HARINAS

NGmero asignado.

1

2

Clave de la harina.

ﬁARINA DE SOYA STANDAR 411143
HARINA DE SOYA DESGRASADA CRUDA HSDC
HARINA DE SOYA TOSTADA HST
HARINA DE SOYA "H11751
HARINA DE SOYA PROTOVEG HSPV
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RESULTADOS Y DISCUSION
TABLA 6

LECTURAS DE ABSORCION Y MEDIAS OBTENIDAS EN EL ESPECTROFO-
METRO DE LOS GRUPOS DE AMINOACIDOS EN LAS HARINAS DE SOYA.

PRUEBA No.1
HARINAS GRUPOS DE AMINOACIDO S.
ACIDOS NEUTROS BASICOS.

1 0.166 0.203 0.164

2 0.176 0.201 0.160

3 0.169 0.204 0.162

4 0.175 0.192 0.165

5 0.178 0.203 0.161
PRUEBA No.2

1 0.168 0.207 0.164

2 0.176 0.207 0.160

3 0.171 0.204 0.166

4 0.175 0.198 0.169

5 0.178 0.207 0.165
MEDIAS

1 0.167 0.205 0.164

2 0.176 0.204 0.160

3 0.170 0.204 0.164

' 0.175 0.195 0.167

5

0.178 0.205 0.163
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Media.~ Media aritmética de las lecturas de la absorcién por
cada harina y por cada grupo respectivamente.
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TABLA 7

RELACION ENTRE CONCENTRACION DE GRUPOS DE AMINOACIDOS
Y PRODUCCION DE ERITROMICINA EN CADA HARINA

HARINAS | ACIDOS NEUTROS BASICOS RENDIMIENTOS DE
ERITROMICINA DEL
PROCESO FERMENTA
TIVO.

——teoomg / gt de hari#a e Jq»ZEQL

1 104.68 203.66 96.77 10775

2 131.31 202,95 86.16 6293
3 112.72 202.95 96.77 5953
4 123.97 179.09 104.68 5635

5 132.00 205.61 86.16 4553
*6 111.50 152.00 -116.60




(74)

TABLA B

RELACION ENTRE DIFERENCIAS DE CONCENTRACION DE CADA GRUPO DE
AMINOACIDOS CON RESPECTO A LA
CION DE ERITROMICINA.

MUESTRA STANDAR, Y LA PRODUC--

ACIDOS NEUTROS BASICOS RENDIMIENTOS DE
ERITROMICINA DEL
PROCESO FERMEN-
TATIVQ.

mg mg mg ! mg/ml
' FA%! c

1.~-104,68 203.68 96.77 10775

2.~131.31426.62 202.951{ 0.71 86.16 (10.61 6293

3.-112.72+ 8.04 202.95] 0.71] 96.77 0 5953

4.,-123.97419,.29 179.09 {24.57] 104.68 7.91 5635

5.~132.00427.32 205.611 1.95 86.16 110.61 4553
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TABLA 9

CONCENTRACION TOTAL DE AMINOACIDOS OBTENIDOS POR EL METODO
PROPUESTO Y CONCENTRACION PROTEICA POR METODO KJ ELDAHL.

. HARINAS CONCENTRACIONES DE CONCENTRACIONES
AMINOACIDOS OBTENI PROTEICA POR ME
DAS POR METODO PRO TODO KJ ELDAHL,
PUESTO.
1 407.11 453
2 ©420.11 480
3 412.44 477
4 409.74 \ 441
5 431.75 490
"6 . 385.00 500

*6.- Datos del anilisis de una harina, proporcionados por
un proveedor y que se anexa aquf a los resultados, =~

obtenidos, como ua dato comparativo.
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TABLA 10

CURVA STANDARDEL DERIVADO DE AMINOACIDO

(DERIVADO DE TIROSINA)

ABSORCION m.MOLES. X 1078
0.1275 0
0.139 a.43
0.145 6.63

- 0.151 A 8.84
0.157 11.00
0.162 13.20
0.167 15.00
0.175 ' 17. 80
0.181 19.80
0.187 - 22.00
0.193 | 24,30
0.199 26.50°
0.205 | 28.70

0.210 30.90
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TABLA 11

CONCENTRACIONES EN NITROGENO AMONIACAL OBTENIDAS
EN' LAS MUESTRAS POR EL METODO CONVWAY,

HARINAS GASTO DE HéSO“

nl
0.012
0,011
0.01>
0,011
0.011

(NHQ)ZSOQ

zg
15.8
14,0
17.0
14,0
14.0

0.336
0.308
0,504
04500
0..,00

Como se puede ver en esia tabla los datos porcentuales

de nitr8geno no son de valor significativo dentro de los valo-

res del nitrbgeno total obtenidas ya que fluctlan entre 0.308%

a 00364 %o
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DISCUSION

El trabajo se desarrollé bajo las siguientes condi-

ciones:

A las muestras de Harina de Soya se les practich =~
una hidr6lisis acida a una temperatura de 121°C durante 70 -
minutos, efectulndose una filtracidn posterior con el fin de
separar materia residuai e insoluble que pudiera interferir-
en la cromatografia de intercambio i6nico. Posteriormente se
lleva a cabo la evaporacifn del &cido clorhidrico, que de no
efectuarse causarfa efectos de competencia entre los iones -
H' en solucibn y los grupos ionizados de los Aminodcidos cau
sando un rendimiento bajo de captacién de los mismos de parte
de los grupos activo§‘de la resina de intercambic iénico. Es
importante tambien la eliminacién del 8cido clorhfdrico para
obtener el pH adecuado en los aminoidcidos para ser cargados-
en la columna cromatogrifica. lo anterior condujo a tratar -
las muestras con lavados sucesivos a presién reducida en ro-
tavapor; obteniéndose as! la muestra lista para la Cromato--

grafia.

En cuanto al método cromatogr8fico que se trabajé -
puede‘dec;tse gque la resina utilizada presenta una buena ca-

pacidad de intercambio i6nico debido a la fuerte disociacién
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dél,grupo funcional (H-soj)'que da al polfmero una eficlente
aceptacién del catifén del amino§cido por lo que tiene lugar-
un r8pido intercambio i6nico y que a la vez permite también-

recuperar r8pidamente los iones cargados en la resina.

La resina se trabaj6 en la forma sal-acido ya gque -
de elﬁa manera hace la fuﬁcidn de un buffer que mantiene el- ;
"pH adecuado, en este caso la resina se acondicion8 con un -~

buffer piia mantener el pH en 3.25, esta es la acidcz deter-
ninlda para eludir el primer grupo de aminofcidos después de
~lo cual se utilizaxﬁn;diferentéllbufterl segn el grupo a --
 eluir., . :

7 Se trabajé un volumen de resina basado en su capaci
dad de intercambio 16nico que es de 4 nilicqufvalentcd/ﬁl, -
_considerado COno_e; 6ptimo para cnpt‘i las cantidades de ami
_holctdolkquo se puedan oncbntrar oh una harina de soya, to-~
mando en cuenta su proporcifn protéica y de acuerdo también-
a su concentracién y acides pt&l.ntl)‘.1 volumen de resina -

estl calculado con un exceso del 408,

Las colusnas se adaptaron y se hicieron con buretas

da laboratorio ds un diln.trp dﬁ 0.55 onm.

La eluciln,se llovbva cabo con soluciones buffers a
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un pH alderedor del punto isoelétrico de cada grupo de amino
&cidos.

La velocidad de elucifn se establecid tomando en ~=-
cuenta que el eluyente debe estar en contacto con la resina=-
el tiempo Sptimo para lograr asf al méximo la eficiencia de-

la columna.

Los buffers tienen una fuerza i6nica tal que permi;.e
un x8pido intercambio de sus cationes con el sistema- - - --
(CH,-COO-H/CH,-C00-Na) , sin embargo estos no deben sustituir-
drésticamente los cat.iones de la resina, ya que la columna se
descarga sin dar la resolucién correcta de los iones proble~~

mas en ella,

Es importante tambien no trabajar con altas concen--
traciones de buffers, Ya que se pueden daﬁér los puentes en--

1a molécula de poliestireno.

Reaccidn con el PDAB.- Se utiliza el PDAB como reac-
tivo, el cual con su grupo aldehido y ¢l amino del aminodcido
. dan luqag a la formacibn de una biu de schiff, obteniéndose-
una liqadura conjugada en el dcrlv;do del aminofcido, tal es
tructura cromfora que ¢s la misma para todos los aminofcidos
es la responsable de la intensidad de la coloracién por 10 que
Pt‘gpﬁ_gu_” cierta absorcibn en la regibn del npoctro' visible -

q\n'pu_oa cuantificarse a la misma 414 nm para todos los ami
mnaseg
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obten iendose buenos resultados en el trabajo anal {tico.

Asi también ha de decirse que el reactivo en cues-
tidén no presenta riesgo alguno para el analista a diferencia --
del compuesto comunmente utilizado para el mismo propbésito - =
en otros trabajos, la-ninhidrina-; siendo también de faci] - =~

disponibilidad en el comecrcio.

De esta manera, las razones antes expuestas sirven
como base para obtener un juicio que nos permite plantear la -~
secuencia analltica que se utiliza en este caso para el andlim=

sis de aminoacidos.

Respecto a los resultados obtenidos; éstos se pre-
sentan en tablas, agrupados de tal manera que se puedan apre- -

ciar las variaciones de las 5§ harinas trabajadas.

En la tabla 6 se presentan las lecturas de absor--
cién de los tres gripos de aminodcldos de las har inas, de - --
las pruebas | y 2; se muestran también las medias  aritmétf+ «-
cas de dichas lecturas, siendo estas las que se utilizan - - --
para obtener las concentraciones problemas en la curva pa- - -

trén.

Las tablas 7 y 8 se explican mediante las graficas
2y 3, la2 muestra las concentraciones de cada grupo de aming
acidos y la 3 las diferencias de concentraciones con respeto a

la harina gtandar contra la produccion de eritromicina; como -

puede verse en esta grifica en las 2 variables estudiadas no se
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aprecia un comportamiento proporcional significativo que per-
mita establecer una dependencia de las concentraciones de ami
nodcidos con la produccion de ertitromicina en el preceso -~ -

fermentat ivo,

En la tabla 10 se pueden apreciar las variaciones

de los datos de las concentraciones protéicas de cada harina

obtenidas por elimétodo de Kj .eldalh y de las concentra;to-

nes de los aminodcidos totales por el método propuesto, con

e! cual se puede decir que la recuperacién del compuesto en

andlisis es aceptabl e ya que tal recuperacion es del 90% -
con respecto a la concentracién total proteico que da el mé-
do Kjeldalh,



+ V. ~CONCLUSIONES
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C ONCLUTSTIGONTES

Los valores resultaron ser aceptables en cuanto a
la recuperacién de los aminodcidos en las harinas, compa=
rando el m&todo propuesto en este trabajo, con el mé&todo-
Kjeldahl, éstos guardan una buena relacién con dato; de ~
problemas obtenidos con otras técniéas; sin embargo los -
valores de amino&cigos de cada grupo no tienen una rela--
c¢ién clara con la prdduccidn de eritromicina; posiblemen-
te de alguna manera un mejor equilibrio'de_concehtraciones
entre log grupos de aminoifcidos como seiaprecia en la ha-
rina Standar podrfa influir o regular la fase de creci---
miento de la poblacién microbiana o podrfa ser uh factor- .
optimo de deiarrollo de capacidad de biosintesis del meta

bolito secundario, la eritromicina.

Este estudio puede ser Gtil para integrqrio a un-
sistema de cromatograffa de lfquido de alta praiidn ya =~
que simplifica el trabajo analitt&o?decelario para ldgrar
una buena resolucifn de una mezcla de aminofcidos en tal-

.cromatograffa.
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