
Universidad Nacional 
Autónoma de México 

FACULTAD DE OUIMJCA 

DESARROLLO DI UH lllTODO AHALlnco. PARA LA 
DITlllUHACIOM DI AlllHOACIDOS DE BAlllA DI SOYA 
USADA COllO llUTlllHTI U LA PIODUCCIOH DI 
AMTIBIOTICOS 

E s 1 
EXAMEU!lS l'ROFESIONAWJ 

FAC. Dli: QUIMJCA 

s 
O. P111 olt._ 11 Tilllo • 
om11m PAlllACIUTICO BIOLOGO 

P r • 1 • 1 t 1 

BDTBA ULA YIHTUU DCARGA 

"' .. \;'. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



I N D I C E 

Pfgina 

I · .- IN'l'RODUCCION. - - - - - - - - - - - - - - - - - - l 

II .• - IMPORTANCIA DE LA FUENTE DE NITROGENO EN LA MATERIA 
PRIMA DURAN'fE LA PRODUCCION IN~USTRIAL DE ANTIBIO--
TICOS. - - - - - - - C 

A.- Generalidades. - - - - - - - - - - - - - - - - - - · e 
B.- Harina de Soya como fuente de Nitr6geno. - - - - - 6 

c.- Proceao para la Obtenci~n de Harina de Soya. 9 

III.- ANTECEDENTES DE LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS. - lC 

A.- Generalidadea.- - - - - - - - - - - - - - - - - - 14 

A.1.- Aspecto• econ6micos .- 16 

A.2.- A•pecto• tacnicoa. - - - - - - - 22 

a.- Lo• antib16tico• Macr611doa. - - - - - - - - - 26 

B.1.- Eritromicina. - - - - - - - - - - - - - - - 26 

1.1.&J- Sale• •cida•.- - - - - -

B.1,b.- l1tere• de deao•amina. 

1.1.c.- Mecani•JDO de accidn. - - - - -

B.2.- Oleandomicina. 

B.3.- E•piraaicina.-

- - - - 26 

- 26 

- - - - 27 

- 27 

- - 27 

B.•.- Carbollicina .- - - 21 

a.s.- Metiaicina.- - - - - 28 

c.- Bio•lnte•i• de lritrOllicina. - - 35 

C.1.- Proclucci6n del 6-deoxieritrondlido-B 36 

C.2.- Tran1fonMci6n de 6-deoxieritrondlido-I. 37 
en lritrortalido-1. 



· c.l.- Ponaacien de lo• azGcare• y au incorporaci8n 

a la mollcula de lactona. - - - - - - - u 
C.4.- Incorporaci6n de la D-de•o•aaina en l -

(0) Micaro•ileritron61ido-B.- ~ - -

C.5.- Tran•for:maciCSn de la eritrolllicina D en -

eritroaicina B-y en eritroaicina A. 

D~- Anlli•i• de Aainoacidoa. - - - - -

0.1.- Cromatoc¡raffa de reparto.-.-

D.J.- Croutografta de capa.Una.-

D.3.- Cr011Atograffa por r .. ina• de intercambio 

·iCSnico. -- --- -.. ----
D.4.Mltodo de antli•i• de•arrollado.­

lV ... PAJlTI IXPIRlllEftAL ... - - • - • ~ - -

A.- Material.-

....... todoa. -
. . ' --)- - .. -

- - - - u 

- - - - 43 

- - - 47 

- - - - 47 

51 

- .- ~ 54 

56 

60 

-- 61 

·.v .... ·.- lllVLTAIJC>I .... .. - • ... • ., • .. : • .. - ..... - - •' .. •. - • - .. ,1 

·. ó1lcu110. ~ -

COllCLUSIOll.•·• 

'llLIOGIAPtA 

- - - - - -~~ - - - - - - - - - - - • 11 --· ..,. .. -. .. - ... -: .. ~ .... .. -- ...• 
,... -·- -... ·- - ..... - ., ' 



·I • .. INTRODUCClON 



l 

I N T R o D u e e I o N 

Con la finalidad de desarrollar una mejor producci6n -

en el campo de la industria farmacéutica y ante la creciente in 

quietud por la necesidad de cubrir las constantes demandas de -

fármacos, que se acentúan con el crecimiento de la poblaci6n,es 

necesario mejorar o renovar las actuales t4cnicas de producci6n 

de antibi6ticos por otras que sean más eficientes y que redi--­

t6en la economía esperada. 

Desde el inicio de la aplicaci6n de la microbiología -

industrial, se han realizado estudios en la búsqueda de difere~ 

tes medios de cultivo o nutrientes, para la producción de medi­

camentos biosintéticos encontrando que la harina de soya ha da­

do muy buenos resultados como nutriente para los microorganis-­

~os que sintetizan estos productos. 

En la actualidad se ha incrementado el desarrollo de -

la producción de soya con tendencia a aminorar su costo en el -

mercado, situaci6n encomiable ya que en Mfxico se sufr!a de una 

dependencia 1nce1tral del ma1z y del frijol que son producto• -

de un bajo valor biol69ico, por lo que la soya, eatando en ven­

taja a este respecto se cons\Jllte de varia• fon111 para la alimeu 
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t!lci6n humana. 

~a harina de soya contituye una mezcla compleja de -

nutrientes de suministro barato y de fácil disponibilidad co­

mo fuente de carbono y nitrógeno orgánico para los microorga­

nismos as! esta prote!na tiene como funci6n, la de suministrar 

los aminoácidos en combinación adecuada para su aprovechamie~ 

to en las s!ntesis microbiana entre las que se encuentran las 

de antibi6ticos. 

El desarrollo de la tecnolog!a Bioqu!mica nos lleva­

ª una situaci6n ventajosa en los procesos fermentativos, ya -

que 6sta se vale de recursos renovables para la conversi6n .... 

de, por ejemplo, carbohidratos y compuestos nitrogenados a -­

productos de fermentaci6n más complejos: esto marca una gran­

diferencia con los productos sintéticos hechos en el Laborat~ 

río que son dif!ciles en su proceso, resultante obsoleto este 

camino para la obtenci6n de ~stos en la rnayorta de los casos; 

además de que se utilizan para su síntesis productos deriva-­

dos del petrOleo que es un recurso n.o renovable. 

Es importante no perder de vista lo anterior, ya que­

resulta imprescindible el desarrollo de la tecnoloq1.a bioqut­

mica en la producci6n de mol~culas complejas coma la eritroml 

cina, insulina, y una diversidad de esteroides que marcan una 

expansi6n de esta industria a nivel nacional e internacional. 

La elaboraci6n de este trabajo obedece a la necesidad­

de contribuir a un mejor estudio de la determinacion de la e~ 
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·lidad de la protetna en la harina de soya poi· su contenido de .. 

amino4cidos, que son utilizados por los microorganismos como -

nutrientes para la producci6n de antibi6ticos. 

Siendo la harina de soya una importante fuente de ni­

trogéno que la Biotecnolog!a utiliza para la obtenci6n de anti 

bi6ticos, 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 
MATERIA PRIMA DURANTE LA PROOUCCION INDUS·· 
TAAl DE ANTIBIOTICOS. 

A.-Generalldades. 

Es lmport~nte comprender el aprovechamiento que en -­

proporciones equil lbradas de los nutrientes hace cada microo~ 

ganlsmo. Estos nutrientes los util Izará para su crecimiento 

y slntesis de su material celular asl como para Ja producción 

de metabol ltos en cuanto Ja célula cuenta con la capacidad en 
zimátlca v el ambiente favo1~able para tal producción, 

un microorganismo qüe se utiliza en producción blosi.u 

tetica necesita en primer lugar un conjunto de nutrientes ad,!; 

cuados que le permitan crecer (sintetizar su 111aterlal celular 

y aumentar ~a población) y, una vez satisfechas estas necesi­

dades, eventualmente el microorganismo derivará algunos meta• 

bolitas Intermedios a la producción de su subtancias secunda· 

rias. 

En general, los microorganismos requieren de una va-· 

fiedad de nutrientes para su funcionamiento.normal. para esto 

es necesaria la presencia de materia orgánica que proporciona 

tarbono y oxfge~qt con este f In se Incorporan a los medios df 

éultlvo.azúcares como glucosa. loctosa. sacarosa. almidones,-.. , ' 

de~trinas, ácidos como el acético, ác1do propl6nlco, ácido by 

tlrlco¡ cetoáoldos e hldroácldos. Son Indispensables los • --
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compuestos nitrogenados y asf Jos microorganismos son capaces 

de utilizar una variedad de i'lllinoácldos, purinas, plrlmidlnas, 

una fuente protefca para proveer Jos aminoácidos. 
' 
Además para el crecimiento microbiano, es preciso que 

el medio de cultivo. contenga Iones Inorgánicos para mante- -

ner el equilibrio de membrana, presión osmótica y acción 

mática, se pueden citar: 

prf" y hasta Z~y C~ ( J ) 
4 

N 't K~ u.&+ et+ F.t+" e ... CJ- NH ... , a, , ng, a, .e, u, , 
4 

enzl 

so'; 
4 

El nltrpgeno, juega diversas funciones en el metabo--

1 ismo microbiano: 

a) El nitrógeno generalmente deriva de ciertos metab~ 

1 ltos incorporándose posteriormente en productos sentetizados 

por el microorganismo como es el caso de ciertos antlblottcos 

b) En algunos procesos metaból leos es necesaria la -­

presencia de altas concentraclones de élllOnlo, para la amina·· 

clón reductiva, en ejemplo de esto, es Ja reacción de la gt:u­

tamatp deshidrogenasa con Ja cual se obtiene el glutamato a -

partir de cetoglutarato. 

e) El csnonlaco o sus productos .11etaból leos muestran 

también represión en la sfsntesls de algunas enzimas de la -· 

vfa catabólica del nitrogeno como en Aspergl11us ntdulans y • 
(2) 

ciertas levaduras. 

Es por esto que es Importante estud lar n (veles y efe" 

tos de las fuentes de Nitrógeno en e1 metabol lsmo Microbiano. 
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B.- Harina de Soya como Fuente de Nitrógeno. 

La soya -(Glicine soja)- es una leguminosa produci.da­

principalmente en Oriente de donde procede una variedad de al,! 

mentas tradicionales a base de ella. Está ,formada por una pro­

teína del grupo de las globulinas y en ella la glicina es el -

aminoácido que se encuentra en mayor cantidad; contiene tambien 

albGmina, glutelina y prolamina. Dentro de las proteínas se -­

encuentran tambien, aunque en pequeñas cantidades las enzimas-

características de la soya, la ureasa que se ve aumentada en -

la soya germinada y la uricasa que actáa sobre el ácido Grico­

con fonnaci6n de alanto!na • (J) 

La porci6n grasa ?stá constituida por 60\ de ácidos -

grasos monoinsaturados y diinsaturados; 40% de acil gliceroles 

triinsaturados; entre los ácidos grasos, encontramos ac. lign2 

· cérico, ac. araquid6nico, ac. esteárico, ac. palm!tico, ac. -­

ol~ico, ac. linoléico y ac. linolénico; esteroles como fitoes­

r teroles tambien se ha visto la presencia defosfoinos!tidos y -

otros ltpidos en menor cantidád • <
4

> 

La incorporaci6n de la soya a las industrias de pro-­

ducci6n biosintética, ha venido a dar un mayor realce al desa­

rrollo de ~stas y un panorama 6ptimo a su aspectos econ6micoi­

tal incorporaci6n se traduce en un empuje a una 9ran diverai-­

dad de industrias ver tabla 1, <
27 > es interesante mencionar -

el aspecto anterior, ya qu~ las ventajas logradas en el proco~ 
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so deben ser bilaterales, es decir, para el productor y el co~ 

surnidor, que merece la oportunidad de adquirir productos de 

buena calidad y a bajos precios; as! pues, con la introducción 

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 prote!na similar disponible en cantidades industria-­

les y a bajo costo. 

As! la soya con su buena calidad prot6ica ha logrado -

sustituir en los alimentos la prote!na·animal sin que se pueda 

manifestar algan descenso significativo en el valor nutricio--

nal del alimento, En la industria de alimentos la soya tiene -

funciones como las que se indican a continu.aci6n en productos­

procesados, (S)cuando se usa como aditivo e ingredientei es im-

portante mencionar que el alimento procesado debe ser benef i--

ciado en un buen rango de funcionalidad, esto se refiere a fu~ 

ciones tales comq absorci6n de agua, de grasa; el batido, esp~ 

sado y retenci6n de humedad, oscurecimiento, espumante, emula! 

ficante, incremento o decremento del voltimen, mejoramiento de­

apariencia, tambien puede usarse en panader!a como base en la­

formulaci~n y en productos de cereales.Es importante en la com 

plementacidn de ciertas harinas, as! como en la formulaci6n de 

alimentos para bebd y para la producci6n de concentrados de 

protefnas y de proteínas purificadas. 
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SOY.•. 

y'?.OT)UCTOS DE HOJ ELADOS 
D!!!SENGRhSADOS 

Alimentos de fibra 
elevada. 
Portadores de: 

PRODUCTOS INTEGRALES NA':'U~Al~S 

PHODUCTOS DE SOYA 
p_ ucms DE ACEITE 

TE DE SOYA CRUDO 

Vitaminas 
Antibioticos 

,__ __ --.r-rogas. 

Soya <.:ocida 
3emilla 

Harina integral de soy a 
Pan Soya germinada 

Alimento para 
sanado. 

Dulces 
Masa par a donas 
~oatres conaelados 

DOS D!~ P~OT2IHA D~~ SOYA, 
Harina para pan -
caltes. 
Ampliador de gras! 
en moldes 

Ingreaientes de pan1fic~ci6n 
Aditivos ~ara carne. 

Pasta para· Pa::f 
Productos dulcea 
ltoles de bajo cog 
to( oconóm:..con) 

HARINAS Y SEMOLAS DE SOYA 

USOS OMESTIBLt'q USOS INDW3T?.IALES 

Ingrediente de Adhésivos 
iti 16 TriplaY 

pan cae n Revestimiento de 
pan paredes 
Alimentos hor- Aerosoles insecticidas 
neados b d Galletas dulces 'tablas· de ti ra e ma-
Oalletas saladas g:;:ntoa para cintas Donas 
Pastas alimenti- adhesivas 
1 8 JS&se de lin6leo 

;.ilarines ~intur~ texturiza -
Productos cárnicoa das 
S!llch:teh~l3 MU triente 
Aa:lb~rguoaaa LeTadura 
Chile con ci-u·ne Antibioticos 
Cereal•• instan- CerYeza Y ale 
taneoa 
Putas preparadas 
Bot calcea '/ watlea: 
B3r.lnas para p~t~l•a 
leld.4aa al.iaenticiaa 
Tipo 900 caloriaa. 

PAS'l1A D:.. .3uYA 

f 
usos coMdTIBLES usos 1NDU3'.rHIAtES 

.Uimentos p:ll'a 
t;anado 
Alimentos para 
aves 
Alimentos para 
animales dom~~ 
ticos 

Fertilizantes 
Veh!culos 
~1tasninas 
Antibi6tiCOG 
Drogas 

So a tostada Do.rivadoa 
Ingrdientes Ali.nen tos 
para dulces 
Ceinf ecciones 

OLES ACI S GLIC 
GRASOS 

Ingredientes p¡¡¡·a ü.:tlletas 
Recubrimientos de galletas 
lngredientes para tostadas 
Crema batida Chantilly 
Cat3 de so1a 

•atigaaa-

Mantequilla de soya 
Base para condimento 
Productos dietlticos 

erol 
toaterol 

~coterol 
ormonas 

AlJLAOOS 1DE PIWTEIUA D~ SOYA 

USOS tONE,STIBLES 

Adi t:L vos para ali 
mentas -
Para incrementar­
el contenido de -
rroteina y mejorar 
el Talor nutritiYo 
AD'1ogoa de carne 
Fibras hiladas pa­
ra an4.logoa de car 
ne. -
Trozos de carne -
deshidratados 
uatea de aerea·:~ 
d6n. 
P .. telee de chitt6a 
Mal.Yav:l.acos 
Retreacoa 1 Fonl!ants 
Debidu 
L•cla• de eo7a 
Be1d.daa aliaent1ciaa 
lP0111uJ.aa iatant11•• 
Procluctoa d1etattcoa 

trsoJ INDU~TRIALES 
Adhesivos 
Recubrimiento para papel. 
Fllulsionador para pinturas 
de agua 
Barniz de apresto 
Textiles 
Papel 
Fibras 
Lana vegetal 
cerdas de fibra. 
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c.- Proceso para la obtención de Harina de soya. 

Inicialmente se efectaa la recepci6n del grano, y en-

seguida viene su almacenamiento, para lo cual se secan a un -

1oi 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 part!culas cada vez m~s pe­

queñas, las c~scaras se logran separar por medio de una co--­

rriente de aire y el grano se ablanda por medio de una corrie~ 

te de vapor, se presi~nan y se obtienen después las hojuelas­

llenas de grasa en las cuales se efectuará el proceso de ex-­

tracción de aceite. 

El aceite es extraído presionando las hojuelas~ ver -

fig. 1 16
> son lavadas posteriormente con hexano y el aceita­

se calienta para evaporar el hexano que dcspu~s se condensa -

para volverse a usar, antes del refinamientó la lecitina pue­

de ser separada, secada, refinada, blanqueada y refluidizada­

por la adici6n de pequeñas cantidades de 4cidos grasos. El 

aceite se refina con alcali, se blanquea, se desodoriza y, si 

se desea, p4ede hidrogenarse. 

Para producir hojuelas tostadas se usa un mayor cale~ 

tamiento con lo cual se destruyen las enzimas y factores ant!. 

nutricionales presentes en las hojuelas, comurunente se utili­

zan para la alimentaci6n animal y reciben el nombre de "soya-
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meal·"; por. el contrario, si eo el proceso 1as hojuelas no se 

calientan directcvnente y se usan bajas presiones y temperat~ 

ras, t-a solubll ldad de la protefna se conserva, .obtenléndosr· 

hojuelas blancas.altamente solul:Es y que pueden ser proce· -

sadas a concentradas y aisladas de protefnas de este último 

s~ obtendrá.pi:otéfoa texturizada. 

E1~tratciniento calórico recibido es inversamente pr~ 

porcional al fndlce de dispersión de la protefna, para ésta 

valoración se trabaja el método de la determinación del fndl 

ce de solubll l:dad del nitrógeno ·•NSI· Que es el porcentaje -

del Nitrógeno total' el cual es soluble en agua bajo condlci2 

nes controladas de extraclón dado por el AOAc.<f) la tabla· 

2C8) nos da una rel.aclón de la variación del calor y el lndl 

ce-de dispersión de una protefna. 

Las hojuelas son 11 base para 11 obtención de di fe-­

rentes tamalk>s de particulas según el caso. Comó puede verse 
(6) . 

en 11 ftg 1 se obtiene una dlverildad ·de productos medlat 

te procesos especlflcos de hldrolfsls y extraai6n para caa 

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 t11nai'\os de 

part fculas según el producto deseado. 



FIG. 1 

(6) 
DEL GRANO DE SOYA A SUS PRODUCTOS 

Grano de Soya------.. PrepTaclón del Grano 

E x t r a e e 

Lecllna 
Ir 

Aceite . 
refinado 

p o r 

H:j:~·: :l:•:•.de gras• 

H o j u e l a s d e s g r a s a d a s---.Polvillo ___,.Concentrado Granular 

1 
Hojuelas 
Tostadas 

l 
Alimento 
Animal 

Haina....-.Aislado de---.i>rotetna l Protetna, Texturhada 

Concentrado de 
Protefna Soluble 
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TABLA.~. 

. (8) 
VARIACION DEO INDICE DE DISPERSION DE PROTEINAS 

• CON RESPECTO DEL TRATAMIENTO CALORIFICO RECIBIDO 

• TIPO DE CALENTAMIENTO "e INDICE DE DISPERS10N 
DE LA PROTE INA 

% De Proteina Solu--
ble en agua. 

BAJO CALENTAMIENTO 84 ·e 90 - 95 

LIGERO CALENTAMIENTO 95 ·e 70 - ªº 
CALENTAMIENTO MODERADO 100 •c 35 - 45 

TOSTADO 120 •c 8 • 20 

T A B L A. 3 • . 
. . (9) 

TAMAÑO DE PARTICULAS PARA PRODUCTOS DE SOYA 

PROLlUCTOS 

HOJUELAS 

POLVO GRUESO 

POLVO MEDIANO 

POLVO FINO 

TAMARO DE PARTICULAS 
. TAMim;,s - No: de MALLAS* 

menos de 

50 

20/40 

lt0/80 

100 

HARINA flNA " 200 
Claaificacicm de 101 tora1cee por nt.eroa ea1gnadoa a•• or1!& 
c~o• do lo red con.•edidaa dad .. en ma 6 pulg aocuo la natri• 
c111t SOcietJ ·to• reatla• •d Materiala. , . 
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FIG. 2 

(6) 
PROCESO PARA LA OBTENCION DE DERIVADOS DE SOYA 

H O J U E L A S D E S G R A S A D A S 

~idrolizado 1 Adici6n Harina 
de ••---Hidr6lisis..,_M o 1 i e n d a ---+de acei---«le Soya 

Proteina 1 1 
1 
• te - !:d:B'! 

~ y llktracci6n llktrac Extrae 
Aditivos de Azúca-- ci6n ::- ci6n 7 

res. de fi- de Le-
bra. citina 

Calor y Secado Extrae Extrae 
presi6n ci6n ::- cción:" 
para ex de Aztl de Soya 
pandir- cares. Leciti-
y secado nada 

l 
Proteina Concentrado Secado 
Vegetal de Proteína 

1 
Texturl- *'-"'*) zada. 

El porcentaje se ref lere al Aislado de 

contenido de protefnas en • 
Protetna 

*~') 
ese producto. 

.. 
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ANTECEDENTES DE LA PRODUCCION DE J\NTIBIOTICOS 

A.- Generalidades. 

La fermentaci6n, proceso en el cual las cadenas de re-

acciones qu!micas del sist~a metab6lico de los microorganis­

mos convierten la materia org4nica en productos biosintéticos 

con la ayuda de enzimas, despert6 un gran interés desde sus -

inicios, con datos desde 6000 años A.c.<10 >en Medio Oriente y 

Europa, primeramente con productos tales como alimentos y be­

bid~s, posteriormente explosivas, solventes y en ¡a actuali-­

dad con una diversidad de pr~ductos comerciales que cubren 

una amplia •rea de necesidades humanas; en la tabla 4Cll) se­

pueden apreciar algunos productos industriales que se obtie-­

nen por fermentaci6n. 

La industria ferme~tativa ha cobrado cada d!a mayor -

importancia, situaci6n meritoria debido a su aportaci6n de mo 

ldcula• muy complejas y que a la fecha Qnicamente por esta 

vla ha •ido posible obtenerlas, hemos de reconocer tambien 

que le han obtenido productos de. biodntesis que resultan ser 

intermediario• .,.licos para posteriores modificaciones qu1m1-

caa para el logro del producto final deseado. 

Adem•a, los procesos biosintfticos han hecho posible­

bajar el costo de muchos productos comerciales lftediante la r! 
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ducci6n de etapas de síntesis químicas. Igualmente, las cond! 

cienes en que se realizan estas reacciones biol6gicas no son-

extremas, situaci6n con la que se ha logrado abatir sus coa-­

tos de producci6n a diferencia de lo que sucede en procesos -

de síntesis químicas. 

La industria farmacéutica tiene augurada una etap~ de 

exitoso desarrollo gracias a los avances sobre la investiga-­

ci6n de gen~tica microbiana que ha pe:cmitido al hombre manip~ 

lar las condiciones de crecimiento microbiano modificando as! 

en su favor sus rutas de producci6n o hacer cambios gen6ticos 

en el mis'l'o cond~c~ntes a elevar los rendimientos o al loqro­

de síntesis m4s rapidas que llevan a crear un 6ptimo panorama 

lleno.de posibilidades para la microbiología industrial • 

.. 
Entre los productos farmacéuticos de biol!ntesis mi--

crobiana m4~ importantes estan los metabolitos secundarioJJ, y 

de estos los mas conocidos. son los antibiCticos; se han descu 

bierto m4a de 5000 de ellos, aunque no todos son aplicables -

terapeuticamente a seres vivos; alrededor de au 251 son ----­

producidos por actinomicetos y el 75t de ••tos pertenecen al­

g6nero Streptomices. La importancia de este g•nero se puede -

apreciar en la Fi9.J que muestra sus productos, antibidticos­

de gran utilidad farmac•utica. 



A.1.- Aspectos Económicos. 

Los antibióticos representan la clase más importante 

de fármacos comercial y clínicamente obtenidas de microorga­

nismos. La informaci6n mSs reciente indica que los mayores -

voltlmenes de antibi6ticos producidos han sido para cuatro -­

grupos importantes, las penicilinas, las cefalosporinas, las 

tetraciclinas y los macr6lidos, estando entre estos últimos­

la eritromicina como la mas importante. (lJ) 

La decisión de la elaboración de un producto est4 b! 

sado en consideraciones de tipo econ6mico con mayor interds­

principalmente hacia el material de conversión o sustrato al 
1 

producto deseado, el tiempo de tal conversión, equipo"utili-

zado, eficiencia del proceso, el costo que implica recobrar­

el producto final del medio de fermentaci6n por algQn m6todo 

fiaicoqulmico, el valor potencial del aubprod~cto y el costo 

de eliminaci6n o reutilización de desperdicios. <
14 > 

La microbiologta con su diversidad de productos de -

fermentación logrado• es la responsable de una qran expansión 

industrial que se traduce en un capital considerable en la -

economía mundial y que ae mejora con los avance• en los con2 

ci•ientoa de las rutas aetab6licaa del aicroor9aniamo que -­

pe~i ten la influencia del h0111bre en ellas y en favor de un-

1ner ... nto d• la producci6n. 
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PRINCIPALES PRODUCTOS BIOSINTETICOS (ll) 

ORGANISMO 

Saccharomices Cerevisias 

Saccharomices Carlsbergensis 

Saccharomices Rouxii 

Candi da Mi lle:ri 

Lactobacilus Sanfrancisco 

Streptococus Therm6f ilus 

Lactobacilus Bul¡aricus 

Propionibacterium Shermanii 

Glucobacter Suboxidans 

Penicillium Roquefortii 

Penicillium Camembertii 

Asper¡illus Orizae 

Rhizopus 

Mucor 

Monascus Purpurea 

.. 

CLASE 

Alimentos y Bebidas 

Levadura 

Levadura 

Levadura 

Levadura 

Bacteria 

Bacteria 

Bacteria 

Bacteria 

Bacteria 

Hon¡o 

Honao 

Hon¡o 

Hon¡o 

Hon¡o 

Honao 

PRODUCTO 

Levad"ra para pan, vinorcerveza 

Cervelza lager 

Salsa.de soya 

Pan f ranc6s acido 

··· Pan franées acido 

Yogur 

Yo¡ur 

Queso Suizo 

Vinaare 

Queso con vetas azules 

Queso caaeabert y brie 

Sake (hidr6lisis d,1 al•id6n) 

Tempeh 

SÚfu (reques6n de soya) 
, 

An1·kak (arroz rojo) 

-.... ~ 



ORGANISMO 

!accharomices Cerevisiae 

Kluyveromices Fragilis 

Clostridium Acetobutflicum 

Asper1illus Niger 

Corynebacterium Glutamicum 

Corynebacterium Glutamicun 

Candida Utilis 

Saccharomices Lipolftica 

Metil6philus Metillotrophus 

Ereaothecium Ashbyi 

Pseudo•onas Denitrificans 

Propionibaeterium 

19 

CLASE PRODUCTO 

Productos Químicos Industriales 

Levadura 

Levadura 

Bacteria 

Hongo·· 

Etanol (a partir de la 1Iucosa) 

Etanol (a partir de lactosa) 

Acetona y butano! 

Polisac4ridos 

Aminoicidos y Nuclé6tidos como saborizantes. 

Bacteria 

Bacteria 

Protelna Unicelular 

Levadura 

Levadura 

Bacteria 

V i t a m i n a s 

Levadura 

Bacteria 

Bacteria 

L··Lisina 

Acido 5-inoslnico y 5· auantiico 

Protefoa microbiana desde re· 
siduos de la pulpa del papel. 

Protelna microbiana desde al­
canos del petr61eo. 

Proteína microbiana desde el 
crecimiento en metanol 

Riboflavina 

Vita111ina 12 

Vi .. ta•ina a 12 



ORGANISMO 

Aspergillus Orizae 

Aspergillus Niger 

Trichoderma Reesii 

Saccharomices Cerevisiae 

Xluyveromices Fragilis 

Saccharomicopsis Lipol{tica 

Aspergillus 

Bacillus 

Endothia Parasltica 

Leuconostoc Mesenteroides 

Xantomonas Campestris 

Penicillium Criso¡enua 

Cephalosporium Acre•onium 

20 

CLASE 

Enzimas 

PRODUCTO 

Amilasa · 

Glucamilasa 

·celulasa 

Invertasa 

Hongo 

Hongo 

Hongo 

Levadura 

Levadura 

Levadura 

_ Lactasa 

Hongo 

Bacterias 

Hongo 

P o 1 i s a e ' r i d o s 

Bacteria 

Bacteria 

Productos Farmac,uticos 

Hongo 

Hongo 

Lipasa 

Pectinasa y proteasas 

Proteasas 

Cuajo Microbiano 

Dextrano 

Pasta de xantano 

Penicilinas 

Cef alospol'ina 



ORGANISMO 

Strepto•ices 

Bacillus Brevis 

Bacillus. Subtilis 

Bacillus Poli•ixa 

Riiopus Niaricans 

Hibridomas 

Lineas Celulares de Mamtferos 

Escherichia Coli (mediante 
tfcnicas del DNA recombinante) 

Blakslea Trispora 

21 

CLASE 

Productos Farmac6uticos 

Bacteria 

Bacteria 

Bacteria 

Bacteria 

Honao 

Bacteria 

e a r o t e n o i d e s 

Hon¡o 

•' ,,.' 

PRODUCTO 

Anfotericina·B. Kanaaicinas 
Neomicina. Streptoaicina, • 
Tetraciclina~ 

Gramicidina-S 

Baci tracina. 

Polimixina . 

Transfonaaci6n de esterqides. 

Inmunoglobulinas y anticuer· 
pos monoclonales 

Interf eron 

insulina. Horaona nuaana de 
crecimiento. somatostatina. 

Beta Caroteno 

"' 
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. (12) 
LA IMPORTANCIA DE ACTINOHICETALES Y SU GENERO 
STREPTOHYCES COMO PRODUCTORES DE ANTIBIOTICOS 

Actlnomlclna C 
Amfoter le ina 
Bleomlclna 
Carbom fe 1 na 
Carc 1nof11 1 na 

Strep[omyces-------~ Cloranfenlcol 
Cromomiclna 
Erltromlclna 

Hlc_ro olyspora Kanamlc lna 

l 
Hltomlc lna 

· Neomlclna 
· Novomlc lna 

Hiero ispora Nlstatlna 

i Paromomlclna 
Rlfamlclna 

Hlcr nospora Sarcomlclna 

1 

Espiramlclna 
· · Streptomlc lna 

' Tetrac lcl lna 
Promlcramonospora Trlcomlclna 

Vlomiclna 

l
oe r\la fRlstocetlna 

• ~ancomtclna 
>tlnomlcetos 

Hycob~e~lun /~º' 

Corv~k"r l &.rn 



'.~. 

A.2.- Aspectos T'cnicos. 

Un proceso de fermentacidn con Streptomice~ 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 fermentación que deb! 

rá contener fuentes de nitr69eno, carbono, sales minerales y 

factores de crecimiento. Es indispensable controlar otras v~ 

riables como son el pH, la agitaci6n, la temperatura,: el ox! 

geno, la viscosidad y ~iempo dptimo de producci6n del anti-­

bi6tico. <26 > 

Es necesario obtener un buen balance del ox!geno re-: 

querido para lograr que la absorcidn de oxtgeno iguale al m! 

nos la demanda volwn6trica m&xima de '•te, requerida por el-

. cultivo. No podemos pasar por alto ninguna de estas varia--­

bles para el de•arrollo del microorgani•mo. En la fig. 4ílS) 

se puede apreciar un diagrama para una planta piloto de fer­

mentaci6n continua para la produccidn de antibi6ticos. 

El fermentador est& acondicionado con salida para t~ 

ma de muestras, lo cual no• permite conocer la concentraci6n­

del metabolito preaente en el caldo de feÍ'mentaci6n a•l colftO• 

otro• par&•etro• indiapenaable• para •etuir la marcha del pr2 

ceso con loe dato• obtepitoe aediante lo• analt•i• adecuados. 
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El fermentador esd. diseñado t~Jllbien para pe:r111itiJ: l~ entrada · 

de aditivos; además un eje 'de agitación mecánica para lograr­

la mejor di1tribuci6n Qel microorganismo en el caldo de fer-­

mentaci6n y así utilizar optimamente los nutrientes conteni-­

dos en él. 

Una vez que segan el curso de la fermentaci6n, el mi­

toorqanismo ya no produce cantidades costeables de antibi6ti­

cos, se su'11pende el proceso y se inicia la extracci6n del pre_ 

dueto. 

De la eritromicina base obtenida de fermentación se -

puede pasar a su sal, el lactato de eritromicina y tambien a­

la forma cOll\ercial de lauril sulfato de sodio. 



Fig.4. 
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DihGRAMA ESQUEMATICO DE UNA PLANTA PILOTO DE FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS, 

oº 
' 

1 

' 1 : 
1 ' ' 1115 
1 ' 1 1 1 

t_~ 

EN LA SIGUIENTE PAGINA SE PUEDE VER UNA LISTA DE CADA UNA DE LAS PA~TES DE ESTA INSTALACION 
REFERIDAS A SUS CLAVFS. 



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

l.- Esterilizador. 

2.- Tanque de Alimentaci6n. 

3.- Agitador Magnético. 

4.- Baño de Temperatura Constante. 

s.- Fermentador. 

7.- AntiespUlllante. 

8.- Bombas. 

- 9.- Separador de Producto. 

10.- Salida de.Producto. 

11.- Suministro de vapor. 

12.- Suministro de Aire. 

13.- 15 y 16 Filtro de Carb6n. 

u.- Filtro. 

17.- Medidor de Flujo. 

v. E.- v•lvula de entrada. 

M.- Man6metro. 

T.v.- Trampa de Vapor. 

'~ - . ; ,~ . 



B.· Los 1ntlbi6t!cos macÍÓl ldo1: Eritrorplcina. Oleandomlclno, 
Eselrarn clna. Carbom clna y M!tlmlc1na. 

Los macró! idos son drogas antibióticas producid•s por 

el metabol lsmo de Actinomlcetos, uno de sus géneros, el 1t!::.!u!. 
(16) 

tomvces erltreus produce la erftromicina, ver Flf. , Anti-

biótico de mayor Importancia dentro de este grupo, la olenad~ 

mlc ina es otro macról Ido stt~uc ido por StrRetomycef tl)t fb lót 1 

.GJll. y la esplramlclna por Streotorovces ambOfaciens. 

B.!.- Er!tromlclna, 

La erltromlclna es un antibiótico sintetizado por --· 

Streptomys;es erJtre'us, macról ido formado por una lactona ma--
( 17) 

crocfcllca y dos deoxiazucares, polvo poco solubie de co·-

lor blanco amarlllento y de sabor amergo, por lo que son úti­

l !zades de preferenc la sus derivados, as 1 tenémos: 

·a~1.•· Sáles Acld11.-EI lactoblonato de •rltrdmlclna, son -­

crl1tales .o polvo blanco o amarillento soluble ~écllm~nte en 

agua y en alcohol. El estearato de erltromlclna, polvo blanco, 

Insoluble en agua por lo que se administran por vfa oral, ver 

flg.S. 

B.l~b.· Esteres de lt de1911mln1~·Como ej~lo de ésto tertainos 

el estolato de er!tromlclna. Cuando se une el proplonl1 lau·­
( 16) 

rll sulfato al hldroxllo de la de1019nin1. Ver Flg. S se ·-

. produce un polvo .blanco l~ro lnsolut>I.• en agu• y .soluble en 

•léohol. Otro ester es el etfl succlnato de erltromlclna con-
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,,._, Jl\!111\~• p~opLedil.q(!a q\¡\e el "'ºt~;r1o;r, el primero se admini!!_ 

tra pox- vh oul y el; seg~ndo por vfa or•l y paX'entoral 

B,l.c.~ Mecanismo 4e acciOn.-La eritromicina posee una activ~ 

dad ~as bien bactereost4tica, aunque a grandes concentracio-­

nes es ta.11\h;ten ba,cter icida. Su mecanismo de acci6n es b4sica­

mente por inhibicit5n de la s!·ptesis proUica especificamente­

sob;re la pept.idil transf erasa y sobre la term1naci6n de cade­

na po~ipeptfdica. 

P,2.- Oleondgmicina,- Este antib16tico.tiene tambien como nd­

cleo u~a lactona saturada~1~e;r. Fig. 6 ,form~da por 13 'tomos­

de carbono '(olean6lido) tiene ademas un grupo ep6xido en pos! 

c:t6n 8 y al ,c¡ual que la er1tromicia. la. desosamina se encuen­

tra a nivel de carb6n S, pero en lugar de la cladinosa tiene­

una oleandrosa en carb(5n 3, t&mbien . .lé·Utilizan 8ÚS 'Bteres -

ad se tiene la ti-oleando111ic:ina. o tdacetilolandomicina de aa 

bo~ tnsfpido que ea un polvo blanco soluble en ag~a. 

La oleandomicina posee un espectro antimicro~iano P! 

recido a la eritromicina, aunque no tan amplio como '•ta ni -

tan potente, 

(16) 
B.l.·E•piromicina.• E1te antibidtico pretenta un anillo 1act6 

(1'' .. · . . . -

nico o e1piran6Údo' con 16 atOlllO• de carbono tlene ademb una 

deaaaomina unida en el carbon 10, ad41tft•• un aainoa1ucar, ~! 
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camfnosa en carbon 5 y a éste azúcar se une una mlcarosa; es 

un polvo amorfo blanco o amarillento poco soluble en agua y­

muy soluble en alcohol. Se administran por vfa oral, ver Fig7 

La esplramlclna posee un espectro antlmlcrobiano ..__ 

poco mas extenso que la oleandomictna, si• embargo su acti·­

vldad es reducida considerablemente in vltro con respecto a­

tas anteriores. 
(16) 

B.4.· Carbomlcina.- Es un antibiótico macról Ido que tie~e g 

pi lcaclón terapéutica, está constituido por un anillo de -

lactona, que tiene 15 carbonos en el que se unen dos azuca·­

res, una micaminosa y a: continuación de ésta micarosa unida 

con un lsovalerato, ver Flg. 8. 

B.5.· M@t!mlclna.· Este antibiótico presenta un anillo fOil"!)A 

do por 5 unidades de propionato y de acetato, contiene az_y 

car la desosamlna en carbon 3 ver Flg. 9 

La Metlmlcina posee un espectro antlmlcroblano semejan 

te a la oleandomlclna. Estos antibióticos macrÓI Idos son las 

mas Út 11 es terapeut lcamente hab 1 ando. 

Es Importante mencionar que los macr61 Idos poseen una 

buena acción antlmlcroblana sobre los estafilococos .aun cuan 

. do estos sean resistentes• ciertos antibióticos como las P.l 

nlcl1 inas y tetraclc11nas. 
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Fig,5. 

(16) 
LA ERITROMICINA Y SUS DERIVADOS. 
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SALES ACIDAS 

R-CH3 (CK2)16 ---COOH 

ESTEARATO (PAHTOMICINA) 

R- lOOH 
H- C-OH 

HD-·!-u 

' H- f 
H- y-OH 

CH
2 

OH 

LACTOBIONATO 

ESTOLA.TO (ILOSONE) 

R• CO-CH2- CH2 -coo-cn2 -CH3 

f" 
H- ¡-off 

HO- C-H 
1 

HO- ~-H 

H- ~-H 
1 
CH

2 
OH 

ESTERES 

· (ETILSUCCI NATO (PANTOMICINA) 
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Fig.6 

OLEANDOMICINA(l6) 
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Fig. 7. 

(16) 
ESPIRAMICINA A. 
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Fig. 8. 
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c.- Bios!nteais de Eritromicina. 

El mecanismo de bios!ntesis para la producci6n qe la -­

eri tromicina ha sido objeto de intenso trabajo, la elucidación 

de su modelo estructural est& basado en estudios sistem4ticos­

de enzimolog!a y bioqu!mica, los cuales han permitido conocer­

mas en detalle la expresión celular en su desarrollo y función. 

Los resultados obtenidos comprobados mediante eviden -­

cias experimentales(l?)llevan a considerar que la estructura -

de la eritromicina se forma mediante dos rutas metab6licas se­

cundarias1 tales vías sé han estudiado en finos detalles del -

proceso para su mayor entendimiento, mediante el aislamiento -

de cada etapa enzirn4tica tratando de determinar las relaciones 

entre sustrato y aparato enzim~tico as! como su dependencia de 

ciertos factores como pH, inhibidores y nutrientes del medió -

que deciden una ruta o v!a netab6lica; no obstante y a pesar -

del inter6s por conocer completamente tal biosfntesis, aan qu! 

dan ciertos detalles en vlas de aclar•&'.19'. 

La primera vfa metabeltca implica la producci6n de una 

a9lic6na que requiere 21 unidades de carbono que son provistas 

por una molecula de 'cido prop16nico y 1ei1 de 2-metil malonil 

como primer pilar en la formaci6n de dicho macrdlido, ver fig.· 

10. tale• molecula• pueden ser prop0rcionada1 por 101 1nterme·­

diario1 del .. tabo11 .. o de oxidaeidn de la. 9luco1a y por el •! 

taboli1MO de loa aMine>aciclo11 el propion,to puede venir de ami 

._, 



no4cidos como valina, isoleucina, treonina y metionina; en -

realidad la iniciaci6n de esta biostntesis ocurre éon las --

formas activadas de sus precursores, propionil CoA y 2-metil 

malonil CoA. Los dos acil precursores pueden ser formados -­

por interconversi6n entre s! por la accidn de propionil CoA­

carboxilasa sobre el propionato y el 2-metilmalonil CoA pir~ 

vato transcarboxilasa sobre 2-metilmalonato. 

Adem4s de estos precursores tambien se encuentran la 

acetil CoA, aceto acetil CoA, malonil CoA que son pilares 

esenciales para la formaci6n de importantes compuestos como­

aon los terpenos, este~oides, carotenoides, polifenoles y a~ 

tibi6ticos macrocfclicos, en la Fig.ll, se esquematiza la P!r 

ticipaci6n de estos precursores. 

C.1.- Produdci6n de 6-Deoxieritron6lido-B. 

Se ha dicho que el eritron6lido es elaborado por 21 -

unidades de carbono, (l7>trabajo por el cual es responsable la 

eritron6lido sintetasa del complejo multienzim4tico celular,­

que trabaja s6lo en cuanto se obtengan las condiciones favo-­

rable• para producir el 6-deoxieritron6lido-B. 

La estructura de la moldcula de lactona y distribu--­

c16n de'•u• 4tolll0a de carbono y o•fgeno, •u9iere que •u pre·· 

cur•or ea un oli9ocftido que conduce a la obtenci6n del 



6-deoxieritron6lido-B, Fig.1!, y as! se. comprueba mediante -

evidencias acumuladas que la biogénesis de la lactona macro­

c!clica se efectGa por mecanismos an4logos a otros que cond~ 

cen a la obtenci6n de productos naturales y derivados tambi­

én de oligocétidos. El proceso y el aparato enzimático para-

la formación de la lactona puede compararse con la f ormaci6n 

del 4cido palm!t!co producido por Streptomyces eritreus que­

requiere para su biosíntesis 1 grupo acetilo y 7 grupos ma­

lonilo. 

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

Se sabe que existe un sistema eritron6lido hidroxil! 

sJ 1~de parece estar correlacionado con un citromo p450 ~ con 

cierta dependencia con la NADPH que convierte el 6-deoxieri­

tron6lido-B en eritron6lido-B;Ver. fi9. (11) 

La actividad de dicha hidroxilasa tiene su m.tximo en 

tre 12 y 20 horas y es en este per!odo donde se encuentra la 

stntesis del eritron6lido-B. 

Se ha comprobado la actividad de la hidroxilasa me-­

diant~ la cuantif icaci6n de cantidades radiactivas de produ~ 

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 DF. MOLECULAS PRECURSORAS EN F.L METABOLISMO 
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FORMACION DEL ERITRONOLIDO-B(l7) 

' 1 y~ 
1gY" 

( 
. .., ~ 
. J = Nueva moldcula adicionada. .· J,., 

c.,3.- Formación de los azúcares y su incorporaci6n de la Mol,cu 

la de la Lactona. 

La revelaci6n de estudios sistem4ticos sobre la forma-

ci6n de azdcares que constituyen la eritromicina indican que -

ellos se derivan de la O-glucosa una fuente de nitrdgeno y gr~ 

pos s-metilos activados, sin embargo existen conclusiones que­

difieren acerca del origen de los grupos metilos:(lS)el meca-­

nismo de incorporaci6n de estas mol,culas al azdcar neutro L -

micarosa y al az~car D-desosamina no es del todo claro. Se han 

postulado mecanismos por analog!a con algunos sistemas de for­

mación de deoxiazucares, aunque es posible que existan rutas -

11etab6licas alternativas. 



Se ha comprobado la presencia del 3 (O)micarosileri-
• 

tron6lido-B 6 3 (L)micarosilo·xi- (L), 6 (D) 11 (L) trihidroxieri--

tron6lido-9-ona, como un intermediario en la bios!ntesis de -
1 

la eritromicina, ver fig.1~, tal producto podr!a ser formado­

por una glicosilaci6n directa en la que el aceptor es el eri­

t~on6lido-B y el donador es una L-micarosa en forma activada, 

aunque tambien podría pensarse en un precursor de la L-mica­

rosa que intervenga en dicha reacción y que nos lleve a pen-­

sar que tal bios!ntesis no es tan sencilla, y as! se ha plan­

teado que la glicosilaci6n del eritron6lido podr!a ser como -

sigue: 

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

te la metilaci6n en C-3. 

Fig.l'f' 
(17) 

BIOSINTESIS DE 3(0) MICAROSILERITRONOLIDO-B 



C.4.-Incorporaci6n de la D-desosamina en 3(0)Micarosileritro­

ndlido-B. 

La D-desosamina es un aminoazacar que viene de algún -

nucledsido fosfoderivado de glucosa, los grupos N-metil de -­

los grupos metil de l'lUlet.ialina y los átomos de nitr6geno par~ 

cen venir de una fuente no conocida de nitr6geno. 

En realidad existe poco conocimiento de la reacci6n -

enzimática por medio de la cual la desosamina se transfiere -

al 3(0)micarosíleritron6lido~B para la producci6n de la eri -

tromicina D fig. l&- aunque existe la certeza de que realmente 

el 3(0)micarosileritron6lido-B es el sustrato aceptor de la -

desosamina: la reacción se efectúa en orden de adici6n prime-

ro de la micarosa al eritron6lido-B y posteriormente la D-de-
(17) 

sosarnina lo cual es sostenido por trabajos en los que por me-

dio de tratamientos ácidos de la eritromicina B se obtiene la 

5 (0)-..C (D) Desosaminilé,ritron61ido-B y este compuesto se prob6 

como precursor para la producci6n de eritromicina B más sin -

embargo la reacci6n no procede. 

C.5.Transformaci6n de la Eritromicina D en Eritromicina By-­

en Eritromicina A. 

Los trabajos efectuados sobre la eritromicina D sugit 

ren que dicha eritromicina es el sustrato adecuado para la hi 

dro•ilac16n en el anillo del eritrondlido en poaicidn de car­

b6n 12, probablemente en este cartMSn Ocurra la Mis.a reacoidn 



que en carbdn 6 y que la misma enzim~ea invQlucrada aunque­

hasta ahora solo se obt~vo evidencia para la hidroxilaci6n en 

carbdn 6. 

La eritromicina A, fig 16 y fig 1? , se obtiene gr2 

cías a la metilaci6n de la eritromicina e lo cual ocurre te -

niendo presente la S-adenosil-L-metionina--SAM--y la activi­

dad de C-(O)metiltransferasa, con una irreversibilidad de -- · 

reacci6n, se cree que la misma (O)metiltransferasa es la que­

act6a para la metilaci6n de la rnicarosa de la eritromicina D­

para obtener la eri tron_iicina B, ver fi9. U sin embargo tal ..1._ 

(O)metiltransferasa es inhibida por los productos de eritro--

micina A y eritromicina B as! como por s-adenosil-homociste!na 

empero la elaboraci6n de la eritromicina se efectaa por algan 

mecanismo del Streptomyces que le permite tal producci6n. 

Fig JS . (17) 
BIOSINTESIS DE ERITROMICINA D 
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Flg. 16 

( 17) 
ETAPA FINAL DE LA BIOSINTESIS 

DE LAS ERITROMICINAS. 

t 
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Fig 17 . 

ERITROMICINA A 

Todo este planteamiento sobre Ja blosfsntesis de Ja e· 

rltromlclna basado e11 evidencia experimentales tienen obvia-. 

mente detalles Imprecisos, asf se cree que la slntetasa de -

Ja Jactona se asemeja a la sintetasa de Jos ácidos grasos p~ 

ro es necesario verlf lcar estos datos, asf tamblen se hacen 

postulados para la sfntesls de los azúcares mlcarosa y deso· 

samlna¡.con analogfa en las blosinte1ls de deoxlazucares. Aun 

asf es importante reconocer 'que contamos con una riqueza de 
{ 

lnformac Ión y estudtós avanzados que permit 1 rán cada vez' a -

la Industria de antibióticos manipular al~unas etapas de la 

blosfntesls en favor de la economía Industrial. 

~ .. 
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D.- Análisis de Aminoácidos. 

Con el propósito de plantear Ja informaclÓ.n necesaria 

para anal Izar las muestras pt'!Oblemas se reseftan Jos métodos -

anal ftlcos consultados. 

Muchos avances se han logrado en Ja qufml4a anaJftica 

gracias a los estudios de Jos compor~amlentos y de las propl~ 

dades f fsicas y qufmicas de las mezclas problemas; cada vez -

que se tiene una mezcla más compleja o de propiedades f fslcas 

y qufmicas tan parecidas, se plantea mas dlffcll su separa--­

clón, por lo que es necesaria ·1a utiJ lzación de métodos que -

sean más aáecuados y que nos den la mayor imformación sobre•­

e 1 prob 1 ema. 

Para el anál lsls de mezclas de aninoácldos se han trg 

bajado una serle de métodos analfticos con conocimiento fun-­

danientales de ta solubil ldad relativa y del comportamiento 

ac ido básico de los aminoácidos. de ello hace uso I• cromato­

graf fa. 

La cromatograff61·de amlnoác idos tuvo sus In le los en -
( 19) 

1914 con Martfn y Slnge pero no fue sino hasta 1958 que• 

se tOflliH'On más en cuenta y se empezó a hacer uso de las téc-­

nicsas cromagráf leas. 

O.l.· Cromatografft de Reparto. 

Los métodos de reparto se basa en d lfereJ.af as de so l_y 



('íl) 

billdades de un soluto en dos fases lnmlsclb1es en equll lbrlo 
{ 19) 

a una temperatura determinada. Esta separación de cornpo--

nentes se consigue por medio de un gran número de etapas de -

reparto separadas, de dimensiones microscópicas, es decir el 

principio de la cromatograffa depende de que durante e1 paso­

por un proceso cromatográffco se mu1tip1 lquen muchas veces -­

tas diferencias pequeñas del coeficiente de reparto de cada • 

uno de los componentes de la mezcla. Para esta separación es 

necesario contar con una fase estacionaria que, si es lfquida 

debe estar sostenida en material sól Ido e Inerte, s~ la fase· 

móvil es un 1 tquldo, el método será cromatograffa liquldo-1f­

quldo, si se trata de un gas será cromatograffa gas-1 fquido -

(CGL}. 

En general la util izaclón de 1a cromatograffa gas-1 f·· 

quldo nos brinda ventajas como: 

1.- La resolución que se obtiene para mezclas comple·-
' 

J as es muy aceptable. 

2.- los resultados se obtienen con rapidez. 

3,. La presiclón obtenida en los resultados es bastan· 

te buena. 

Sin errt>argo se presentan ta116ién algunas desventajas -

como son: 

l.· El costo del equipo que representa una Inversión· 

fuerte, pero que resulta o puede ser anortlzable a largo pla· 

zo. 



2.- El manejo del cromatógrafo debe hacerlo una persg 

na debidamente capacitadat como ejemplo del trabajo real Izado 

con esta tecnica tenemos: 

(20) 
Anne M. Lewis trabajó sobre análisis de éWTlinoácl--

dos por CGL utilizando un cromatógrafo de gases con so1umnas 

empacadas con carbowax 4000, trabajo en el cual fas muestras­

ª anal Izar están precedidas por una precipitación de protel-­

nas, f iltraclón y despues una purif lcaclón por resinas de ln­

ter~ambio lónico; posteriormente se llevan a un equipo para -

formar los derivados de los éWnlnoácldos y obtener asf Jos n-­

propll, n-acetll esteres, que despues pasaran al croma~ó3rafo 

de gases; otros autores han trabajado sobre procedimientos sl 
(20) . 

mltares , la resolución se lleva a cabo con una temperatu· 

ra de 230~~! con una corriente de helio como fase móvil. 

Llmitantes.- Por este método los éWTlinoácldos básicos,­

argintna e hlstldlna se pierden debido a que estos no pueden­

ser acetllados bajo las condiciones en que se trabaja la mez­

cla, tampoco se pueden obtener datos sobre clstefna y trlpto· 

fano ya que son lábiles a varios factores utll izados en el 

procedlmento·para 1a formación de derivados. 

D.2.·Cromatograffa en Capa f lna. 

La cromatograffa en capa fina es un método anal(tlco • 

de1 que se vale también la qufm~ca analftlca para obtener da· 

tos necesarios de los componentes de una mezcla compleja, su· 
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principio está basado en que las f lbras de celulosa o de s11l 

ca gel sirven para soportar la fase estacionarla; Ja separa-­

ción de Jos componentes de la mezclas de efectúa debido a la• 

distribulción de estos entre la humedad de las fibras y el dl 
solvente que fluye sobre ellas. 

Existen trabajos sobre separación de derivados de ami 
(21) -

noácidos usando el reactivo de cloruro de dansllo ó cloru-

ro de 5 suJfonll-1 dimetilamlnonaftálen para producir asf los 

l·dimet11aminonaftalen·5-su1fonilamlnoácldos; para la obten·· 

ción de tales derivados se practica una extraclón de Jos ami­

noácidos de fluidos biológicos, se purifica por resinas de In· 

tercamblo iÓnlco y posteriormente se forman los derivados an­

tes mencionados; Jos autores de este lmforme hacen cromatogrA 

ffa bidimensional en capa fina probando siete sistemas de e· 

luyentes en dos dimensiones hasta obtener Jos resultados de·· 

seadospara el buen desarrollo de las muestras en las placas; 

la idemtlflcación de cada compuesto se hito mediante el uso 

de estandares y asl Jos derivados fluorescentes se cuantlfi·· 

caron con el uso del fluorómetro. 

Llmltantes.- la 1 lmltante de este método es en deflnl 

tiva la obtención como rutina de los dansll derivados para •• 

trabajar, a1.111que algunas e~resas pueden permitirse practicar 

este método, . 



(51) 

D,3.·Cromatograffa con Resinas de Intercambio IÓnlco. 

Las resinas de intercambio IÓnico con su apl icaclón -

en Ja cromatograffa constituyen una técnica versátil de sepa­

ración en la qurmlca analftica, representan para ésta un me-­

dio de gran valor p.ara Ja resolución de mezclas iónlcas com-­

plejas, recuperación de metales. el iminaci6n de tmpurezas e -

lnterferenciás de electro) ltos. Es asf, una técnica que ~ino 

a •I iviar Ja resolución de mezcJas de anlnoácldos en diferen­

tes fluidos biológicos. 

las resinas de!; intercanb lo iÓn leo son poi fmeros de -­
(22) 

estlreno que exlben sitios activos para un potente inter~· 

cambio de Iones, presentan ellas un número de gr.upos funclo·· 

nales por unidad de volúmen de resina que determina su capa-­

cldad de intercanblo, Jo que se efectúa básicanente por - --­

atracción electrostática. Estos polfme ros son altamente re·· 

slstentes al ataque de ácidos y álcalis fuertes, agentes oxi­

dantes y reductores son completamente Insolubles en la mayo-­

rfa de élaolventes comunes. En la actual ldad se encuentran 

comercialmente disponibles en una serle tamaño de partfculas 

que fluctúan entre 1)'- y 2 nm, lo que permiten una buena se·· 

lectlvldad de estas de acuerdo al desarrollo a nivel labora·· 

torio o a escala Industrial que se requiera. 

L• cromatograffa por resln•s de Intercambio 16nlco •• 

es un método muy Útll basado en las propiedades ácldo·básl~as 
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de Jos aminoácidos a separar, con tal propósito se hace - -

uso de las resinas mencionadas; para la separación de los 

áminoácldos en anál isls es necesario una diferencia de carg~ 

en ellos y deben tomarse en cuenta ciertos factores como son 

el pH del eluyente ,velocidad del flujo del mismo, tanano de 

particuJas de resina, su peso equivalente y cantidad de p~f.!1 

,·tes existentes en el poi fmero~ En estas propiedades de las -

resinas está basada el trabajo del analizador automático de 
{23) 

aminoácidos de Moore y Steln , que consta de: 

1.- Una parte ~el aparato en el que se encuentran co­

lumnas cargadas con resinas 'para la separación por Intercan:¡ 

blo iónlco de Jos aminoácidos, 

2.~ Equipo para la detección de aminoácidos separa··· 

dos, por la formación de complejos coloridos debido a la adl 

clÓn de nlnhidrlna que permite determinar su Intensidad decc 

lor proporcional a Ja cantidad de~ aminoácidos presentes. 

3.- Registro automático de Jos componentes mediante 

gráf lcas o anlnograma. 

El autoanal lzador de aminoácidos es ef lclente para la 

resolución del problema en cuestión por su precisión y prác· 

tic• manejo debido a que está totalmente Integrado; sin em·­

bargo no es muy común de utll Izar por su alto costo. 

Existen otros aná11zadores de aminoácidos sin embargo 



se puede aonsiderar que representan modificaciones del métg 

do de trabajo de Hoore y Stein; tales trabajos han arrojado 

datos muy precisos y confiables. A continuación hablaremos­

sobre algunos de ellos. 

(24) 
J. Mlchel trabajó en la formación de dan 

sil aminoácidos y separación de éstos por cromatograffa de 

1 fquldos de alta presión por fase reversa; se utilizó un -­

equipo con columnas de bondapak C-18, usando un gradiente -

1 lneal de los eluyentes seleccionados según el grado de po­

laridad requlrldo, se tomaron en cuenta otros factores co-­

mo efecto de pH del buffer que se utll Iza para elulr las cg 

lunnas y gradiente de velocidad del flujo de los mismos. 

Los da~sll aminoácidos presentan cierta fluorecencla que r~ 

glstran absorbancfa en 250 nm, con luz UV, tales que perml· 

ten determinar las concentraciones de ellas en le mezcla. 

Llmltantes.-La llmltante en este método es­

como se dijo ant~s, la obtención de los dansll derivados u­

sados como estandar. 

Se ha trabajado también con equipo de crom~ 

tograffa de 1 fquidos de alta presión con adaptación de una 
(25) 

1 fnea para la adición de fluorescefna , a le salida de -

los componentes ya separados y que reaccionan con el c01n·-­

puesto antes dicho y registran cierta fluorescencia propor­

cfonel • le concentración de los aminoácidos presentes que 

pueden ser cil!lntlflcados con un f1uor6metro. 
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Llmltantes.- Sin embargo el trabajo por éste mét.Q 

todo lmpl lea cierta desventaja como es la adaptación al equi­

po de cromatogr~ffa de aditamentos a la lfnea de sal Ida de -­

los componentes de la mezcla; con esta modificación resut.ta-­

rfa ya.un equipo muy sotlsflcado y de alto costo. 

D.4.- Método de Anál isls Desarrollado. 

Para el análisis de las muestras. problema en~--­

nuestro trabajo se ham empleado una serle de procedimientos­

que conslsten1primero en una hldrósls ácida de las harlnas·­

de muestra después una separación de aminoácidos mediante el 

uso de resinas de intercambio catlónico y posteriormente una 

cuantificación de los aminoácidos por la formación de bases 

de Schlff con el grupo a1dehfdo del p·dlmentll amino benzal­

hfdo -POAB y grupo amino de los aminoácidos. 

Los aminoácidos, con el método propuesto reaccl~ 

nan con el PDAB y dan una sola estructura cromófora que per­

m !ten cuant lf Icarios a una sola Amax de 414 .nm lo que resul 

ta una ventaja en cuanto a la manipulación. Para la forma- -

clón del derivado, ver Flg. 18; la metodol~gfa no es soflst! 

cada y se obtienen resultados satisfactorios. 

f'lg. 18 

DERIVADO DEL AMINOACIDO 
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IV.- PARTE EXPERIMENTAL. 



.PARTE EXPERIMENTAL. 

Se propone un m~todo para encontrar las variaciones de-

la cantidad de amin,cidos, agrupados por gradiente de pX1 exis­

tentes entre diferentes harinas de soya; con estos datos y con­

los obtenidos de la producci6n de eritromicina, se busca una re 

laci6n que permita manejar adecuadamente las adiciones de nu--­

trientes durante el proceso fermentativo de obtenci6n del anti-

bi6tico. 

El desarrollo de la parte experimental comprende tres -

etapas sucesivas; primeramente se efectda el tratamiento de las 

muestras de harina mediante una hidr6lisis acida separando por­

filtraci6n los amino&cidos solubles. 

En la segunda etapa se efectda la eluci6n de los amino­

lcidoa en tres grupos correspondientes a los leidos, los neutros 

y los blsicos, mediante el uso de columnas de cromatograffa de­

resinas de intercambio i6nico; se considera que la resina actda 

de tal manera que entra en contacto con los iones a intercambiar 

en una aerie de etapas en equilibrio consecutivas, operaci6n en 

que los iones intercambiables R-~H - COOK encuentran miles de -

+ "" sitios activos por cm. de columna;lla atracci6n electrostattca-

es menor para los acidos, mayor para los neutros y adn ••s para 
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los b4aicoa1 debido a ésto es posible eluir aeparadamente·de 

.la columna a los grupos antes mencionados. 

Como medio de control para identificar los componen­

tes de loa grupos eluidos se hizo cromatograf 1a en capa del­

gada. 

En la Gltima etapa se forman los derivados con el -­

PDAB, tales derivados son compuestos coloridos que absorben­

luz en la zona del espectro visible y se leen a una~ max de-

414 nm, para cuantificarse; ver en la fig.1,·e1 registro del 

derivado obtenido. 

La curva estandar que se usa para obtener las conce~ 

traciones de los derivados de amino,cidos problemas se obti! 

ne tratando la tirosina con el PDAB, en la fig .,t0 se esqueJll!. 

•• tiza el proceso. -

La t1 ro.s·lna se ut 11 Izó para formar 1 a curva Standar­

deb Ido a que es uno de tos aminoácidos mas solubles en agua 

y que ademas estaba dlsponlble.en el lugar del trabajo. 
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Fig. 19 

ffEGlSTRO DEL DERIVADO DE AHINOACIDO TIROSlNl 
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Dilucioo de la muestra.- 1:1000 

L6ng1tud de onda •aXima optima encontrada .- 414 nm 
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M A T E Al. 1 . A L 

Muetras 

Harina de Soya Desgrasada Cruda 
Harina de Soya St•ndar 
Harina de Soya Tostada 
Harina de Soya 'roto Veg 
Harina de Soya 

React lvos 

Acldo Clorhldrlco concentrado 
Acido Clorhidrlco 5N . 
ACldo Tricloroacetico 
Carbonato de Pot•slo 
Acetato de sodio Q.P' 
Acldo Acetlco glacial 

·· Hetanol. Abso1 uto 
Acldo Sulfurlco Concentrado 
Etanol R.A. 
P·dlmentll amino Benzaldeh(do 
Acldo Su1f6rlco 0.02N 
Hlschlndlkator de Merck 
Ac Ido Bor leo 
Resina No. 1 de Herci fuertemen· 
te ácida, capacidad de 4 mlll· -
equivalente/mi' . 
Agua deslonlzada . · 
Hidroxldo de Sodio 10 N 

. Patrones de Aminoácidos. 

Aparatos 

Espectrofotómetro Varlan Hodelo-634 

Claves de Proveedor 

HSDC 
H11S43 
HST 
HSPV 
H117S1 

Material de Laboratorio 

Colunna para cromatogr.1 

f fa--0.55x 10(• CH. 

Capsulas de Conway 



M E T O D O S 

Preparaci6n de las Muestras. 

Pesar 1 gr de harina de soya, disolver en 12 ml de a­

gua en tubo con tap6n de rosca, adicionar 8 ml de 'cido clo-­

rh{drico SN y llevar a cabo la hidr6lisis en autoclave a 15 -

lbs de presidn por 70 min; dejar enfriar y agregar 5 ml de 

4cido tricloroac6tico al 10t, reposar 15 min y centrifugar 10 

min a 4000 rpm, filtrar en papel Whatman 42. Tomar una al!cu~ 

ta de 6 ml y adicionar 150 ml de agua destilada y evaporar al 

vac{o en evaporador rotativo a so•c, 0.125 atm; pasar el res! 

duo a un matraz volumatrico de SO ml aforando con agua desio-

nizada. 

Preparac16n de las Columnas, 

F.lnpacar las columnas para cromatograf!a con 2.63 ml­

de resina fuertemente &cida (R-s03 H) en colwnnas de O.SS de­

di•metro por 10 cm de largo, lavar la resina con agua desion! 

zada y enaeguida acondicionarla c9n aoluc16n buffer de acido­

ac6tico- acetato de sodio 1N de pH 3.25 con flujo de 0.30 ml/ 

min, lavar nuevamente con agua deaionizada: hecho esto se pr2 

cede a cargar las colu111nas con al!cuotaa de 5 ml de la mues-­

tra preparada previamente. 



Preparación de Soluciones Buffer. 

Soluci6n buffer I: 0.2N de acet~o y pH 3.25.- Diao! 

ver 0.4903 gr de acetato de sodio en 200 ml de agua, medir --

10.98 ml de ácido ac4tico en 20 ml de ~gua y ajustar con '•ta 

la solución anterior a pH de 3.25 • Se lleva a 1 litro en ---

matraz aforado con agua desionizada. 

Soluci6n buffer II: 0.2N de acetato y pH 4.25.-Diao! 

ver J.87 gr de acetato de sodio en 200 ml de agua, medir ----

8.649 ml de leido acético en 20 ml de agua y ajustar con •sta 

la soluci6n anterior a pH de 4.25 y aforar a 1 litro con agua 

deaioni :iada. 

Soluci6n buffer III: o.J5N de acetato y pH 5.28.---, 

Disolver 22.041 gr de acetato de sodio en 200 ml de agua, 

medir 4.59 ml de.leido ac•tico en 20 ml de agua y ajustar al -igual que las soluciones anteriores a un pH de 5.28 aforando 

despues a 1 litro con agua desionizada. 

Eluci6n. 

Grupo 1.- Eluir con 140 ml de buffer I en la colum­

na con un flujo de 0.20 ml / min1 recibir en un vaso de pre­

cipitado de 250 ml. 

Grupo 2.- Eluir con 150 ml de soluc16n buffer II 

con flujo de 0.20 ml /min, recibir en va10 de precipitado de 

2SO al. 

Grupo l.- Eluir con 110 ml de buffer III con flujo­
de 
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0.50 ml/ min, recibir en vaso de precipitado de 250 ml. 

La• tres soluciones anteriores s'e evaporan hasta 35 

ml, ae enfrían se ajustan a pH de l!,9on NaOH 10 N y se lle­

van a matraces aforados de 50 ml respectivamente, aforando­

ª la marca con agua desionizada. 

Preparaci6n del derivado. 

Tomar una alícuota de 10 ml de las soluciones elui­

daa de lo• grupo• correspondientes 1, 2 y 3 y llevar a matr!, 

ces vol~tricos a un aforo de 25 ml con metanol absoluto. 

Tomar 10 ml de la• solucione• anteriores y hacer reaccionar 

cada una con 5 ml de PDAB previamente preparado como se in­

dica posteriormente; esperar 10 minutos y leer al espectof~ 

metro contra un blanco a 414 nm. 

Blanco.- Tomar 10 ml de metanol al 60t y hacerlo 

reaccionar de igual manera que el problema, como se explic6-

anteriormente en preparaci6n del derivado. 

Soluci6n de·P-dimetil amino benzaldeh!do.- Pesar 1 

gr de PDAB diluir con 50 ml de metanol al 60t en matraz afo­

rado de 100 ml, agregar o.s ml de 'cido sulfdrico concentra­

do y aforar con metanol al 60t. 



Curva Estandar. 

Pesar 40 mg de tirosina, disolver en matraz aforado­

de 100 ml con buffer de 3.25 y llevar a vol6menes. Tomar al! 

cuotas de l; 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 50 ml; ajustar con metano! ab­

soluto habiendo previamente logrado un pH de 11 con NaOH lON. 

Tomar 10 ml y agregar 5 ml de PDAB; leer en el espectrofot6-

metro a 414 nm contra un blanco dejándolo reaccionar 10 minu 

tos. 

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

Graficar absorci6n contra concentraciones (ro.moles). 

Interpolar en la curva patr6n las lecturas de los problemas­

para encontrar las concentraciones de las soluciones de ami­

noácidos. 

En la tabla S se asigna un ntlmero a cada harina para su pos­

terior identificaci6n en las tablas. 



Ca1cu1os: 

FORMULA. 

mg de aminoácidos/gr de =fectura de Cruva)(Volllllen vP~M )( Factor) 

~ Patron Muestra~romedfo ~ 

-Para un volumen de muestra de.- - - - - - - - - - -25 mi 

-P;M. Promedio.- Peso molecular Promedio 
. ' , de los aminoacldos. • - - ~ - - - • - - - • • • --136.75 gr/gr mol 

tfactor.- Diluciones en la cromatograffa -- ---208.3 

f Se refiere a .los siguiente: 

·De 25 m1 de Hldrolizado de protefnas se toma 1 alfcuaott de 6 mi para 1 lberar 
el e~eso de ácido sulfwrico, trabajada la al lcuot••se lleva a un vo11.1nen 
de SO mi; 

·De los 50 mi de solución de ansfnoác:fdos se toman 5 mi para cargar la columna 

el etuyente se lleva a un vol1J11en de 50 ml. 

•De los 50 mi.de fa elucl6n se toman JO mi para l1praparaclon del derivado •• 
de aminoácidos. 



peterminaci6n del Nitr6qeno amoniacal en las muestras 

por el método de Conway. 

Con la finalidad de conocer la aportaci6n del nitr6g! 

no presente en sales de amonio (NH4) 2so4, en las muestras,y -

que se toma como nitr6geno proteico al efectuar una determin~ 

ci6n po~ método Kjeldalh, se decid16 practicar en ellas una -

vdorac.t.6n del nit;r6geno amoniacal con la adaptaci6n del méto 

do de Conway. 

. J:.:l mtH:oclo para l.a valoración del nitr6geno amoniacal-

ae las Jlluestras se basa en la reaccil5n que se efecttla entre -

una sal de amonio y una soluci6n saturada de K2co3; el amoni! 

co se desprenCle y con presencia de un indicador de nitr6ge­

no se valora, ésto sa hace con una solucil5n ácida de normali­

dad conocida. El indicador es de color .rojo ptírpura pero en -

presencia de nitrógeno cambia a color verde y én el punto f i­

nal. de la ti tulaci6n vira nuevamente al rojo púrpura. 

Para la determinaci6n se utiliza una c~psula de Con-­

way que consiste en un recipiente pequeño de vidrio que tiene 

dos cavidades concéntricas y totalmente separadas; ver Fig.Z21 

la c4mar!central es para el indicador y en la exterior se e-­

fecttla l,a. reaccHSn bchica con lo que se libera el amoniaco; -­

esta c4m•ra tiene adem's una tapa de vidrio que débe evitar -

fu9•1 del amoniaco a valorar. 
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1.- Acido sulfarico 0,02 N. Se prepara una soluci~n 

de ácido sulfarico 0,02 N y se titula en presencia de anaran 

jade de metilo' 

2.- Soluci6n saturada de carbonato de potasio.- Se­

prepara una soluci6n saturada de carbonato de potasio y se -

lleva a ebul1ici6n posteriormente para eliminar las posibles 

sustancias nitrogenadas. 

3,- Mischin~ikator.- El indicador se prepara de la­

siguiente manera; en un matraz aforado de 500 ml colocar 300 

ml de agua destilada, disolver en ~sta 5 gr de 4cido bórico, 

agregar 100 ml de alcohol et!lico 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; t2 

mar O. 4 ml y llevar a la c.im¡sra•e_!terior de la c4psula, post~ 

riormente tomar 1 ml de la soluci~n indicadora de nitr6geno­

con pipeta volum~trica de 1 ml y depositarlo en la c4mara -­

central de la c4psula1 so coloca 1 tapa de vidrio cubriendo­

la tercera parte de la cdpsula. 
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Medi~ 1 m1 de sol~ci6n saturada qe carbonato de pot~ 

sio c1ocarlo ~ápi~~mente en el otro extremo de la ~dpsula ev! 

t~ndo que se una 1a soluci6n de la muestra. Tapar la cápsula. 

En seguid~ agitar la c~psula para mezclar la muetra­

Y el reactivo, dejar reposar 60 min y despu6s titular con ác!. 

do sulfürico 0.02 N hasta obtener vire del v~rde al rojo púr­

pura. En la tabla t11) se pueden apreciar los resultados obte 

niQos, 

Calcules: 

FORMULA 

p.m. 

Vac.- Volilmen de 4cido sulf~rico 0.02 N. 

Nac.- Normalidad del ácido sulfúrico. 

meq.- Míliequivalentes de sulfato de amonio. 

p.m.- Peso de la muestra. 
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Fig. :,t 

CAPSULA CONWAY 



V.- RESULTADOS ~ DISCUSION. 



TABLA 5 

HARINAS 

Número asignado. Clave de la harina. 

1 HARINA DE SOYA STANDAR .fl1143 

2 HARINA DE SOYA DESGRASADA CRUDA HSDC 

3 HARINA DE SOYA TOSTADA 

4 HARINA DE SOYA 

5 HARINA DE SOYA PRO"l'OVEG 

HST 

H11751 

HSPV 



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 AM I N O A CI D O S. 

ACIDOS NEUTROS BASICOS. 

1 o .166 o. 203 o .164 

2 0.176 0.201 0.160 
3 0.169 0.204 0.162 
4 0.175 o .192 0.165 

5 0.178 o .203 0.161 

PRUEBA No.2 ... 

1 0.168 o .207 0.164 

2 0.176 o .207 0.160 

J 0.111 0.204 0.166 

4 o .175 0.198 0.169 

5 o .178 0.207 o .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 



Media.- Media aritm~tica de las lecturas de la absorci6n 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 • 

mn / ('f' de hari ia '' 
..... f_, 

"I 

l 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 
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TABLA 8 

RELACION ENTRE DIFERENCIAS DE CONCENTRACION DE CADA GRUPO DE 
AMINOACIOOS CON RESPECTO A LA MUESTRA STANDAR, 'l LA PROOUC-­
CION DE ERITROMICINA. 

ACIDOS NEUTROS 

rng rng 

. Ar /\e 

1.-104.68 203.68 

2.-131.31 26.62 202.95 o. 71 

3. -112. 72 8.04 202.95 o. 71 

4.-123.97 19. 29 119. 09 24.57 

s.-1J2.oo 27.32 205.61 1.95 

BASICOS 

mg 1 

' ' 

96. 77 

86.16 

96. 77 

104. 68 

86.16 

J\c 

RENDIMIENTOS DE 
ERITROMICINA DEL 
PROCESO FERMEN­
TATIVO. 

rng/rnl 

10775 

10 .61 6293 

o 5953 

7.91 5635 

10. 61 4553 
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TABLA 9 

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

. HARINAS 

1 

2 

3 

4 

5 

*6' -

CONCENTRACIONES DE 

AJ:UNOACIDOS OBTEN~ 
DAS POR ME'l'ODO PRQ. 
PUESTO. 

407.11 

420 .11 

412.44 

409. 74 

431. 75 

385.00 

CONCENTRACIONES 

PROTEICA POR ~ 
TOOO KJ ELDAHL. 

453 

480 

477 

441 

490 

500 

*6.- Datos del an4lisis de una harina, proporcionados por 
un proveedor y que se anexa aqu! a los resultados, -

obtenidoo, corao u.1 dato comparativo. 



TABLA 10 

CURVA STANDAR DEL DERIVADO DE AMINOACIDO 

(DERIVADO DE TIROSINA) 

ABSORCION tn.MOLES. X 10-S 

0.1275 o 
0.139 4.43 

0.145 6.63 

0.151 8. 84 

0.157 11.00 
0.162 13.20 

0.167 15.00 
0.175 17. 40 
0.181 19. 80 
0.187 22.00 
0.193 24~ 30 

0.199 26.50 
0.205 28.70 
{). 210 30.90 



HARINAS 

l 

2 

} 

4 

5 
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TABLA ll 

UOHCENTRACIO'NES EN NITROGENO AMONIACAL OBTENIDAS 
EN'LAS MUE3TRAS POR EL METODO CONWAY. 

GASTO DE u2so4 (NH4)2so4 

mJ. mg 

0.012 15.6 

0.011 14.0 

OeOlj 17.0 

0.011 14.0 

0.011 14.0 

N2 

~ 

0.336 

0.308 

o • .,;t>4 

º·-'ºº 
O.,;Oo 

(;o•o se puede ver en e~~a ~abla loa datos porcentQales 

de n1tr6geno no son de valor significativo dentro de los valo­

res del nitr6geno total obtenidas ya que fluctdan entre 0.308~ 

a o.364 %. 
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DISCUSION 

El trabajo se desarrolló bajo las siguientes condi-

ciones: 

A las muestras de Harina de Soya se les practicó -­

una hidr6lisis acida a una temperatura de 121ºC durante 70 -

minutos, efectu&ndose una filtraci6n posterior con el fin de 

separar materia residual e insoluble que pudiera interferir­

en la cromatografía de intercambio i6nico. Posteriormente se 

lleva a cabo la evaporaci6n del ácido clorhidrico, que de no 

efectuarse causar!a efectos de competencia entre los iones -

H+ en soluci6n y los grupos ionizados de los Aminoácidos cau 

sando un rendimiento bajo de captaci6n de los mismos de parte 

de los grupos activos de la resina de intercambio i6nico. Es ... 
importante tambien la eliminaci6n del ácido clorhídrico para 

obtener el pH adecuado en los arnino~cidos para ser cargados­

en la columna cromatoqráfica. Lo anterior condujo a tratar -

las muestras con lavados sucesivos a presi6n reducida en ro­

tavapor; obteni~ndose ast la muestra lista para la Cromato-­

grafía. 

En cuanto al ~todo cromatogr4fico que se trabaj6 -

puede dec~rse que la resina utilizada presenta una buena ca­

pacidad de intercambio i6nico debido a la fuerte disociaci6n 



del. grupo funcional {H-so3) que da al pol!~ro una eficiente 

aceptación del cat16n del amino&cido por lo que tiene lugar­

un rlpido intercambio i6nico y que a la vez permite tambi4n­

recuperar rApidamente los iones cargados en la reaina. 

La resina ae trabaj6 en la forma aal-acido ya que -

de eata lllilnera hace la funcidn de un buffer ~ue .. ntiene el-

pH adecuado, en este caso la resina ae acondicion6 con ~· --· 

buffer para aantener el pff en 3.25, esta ea la acidez deter­

llinada para eludir el primer grupo de alllinoacidoa deapu•a de 

lo cual •• utilizaran diferentes buf fera aegGn el grupo a --

eluir. 

Se trabaj6 un volUll8n de reaina basado en su capac! 

dad de 1ntercubio idnico que ea de 4 miliequ.ivalentea/ml, -

.,1con1tderado como el dpUllO para captar la1 ca,,tidadea de am! 

. n°'ddo• que H puedan encontrar en una harina ·c1e soya, to-­

Mildo en cuenta 1u proporcidn protatca y de acUierdo tallbidn­

a 1u eoncentraci6n y acide1 preaenta1 el volumen de reaina -

e•t' calculado con un exceso d~l 401. 

La• col\111\a• •• adaptaron y •• hicieron con buretaa 

de laboratorio de un d1'•tro de 0.55 ca. 

La e1uci6n1ae 11ev6 a cabo con aoluctone• buffer1 a 

··, 



un pH alderedor del pwito isoelétrico de cada grupo de amin2 

&cidos. 

La velocidad de eluci6n se eatableci6 tomando en --

cuenta que el eluyente debe estar en contacto con la resina-

el tiempo óptimo para lograr aa! al máximo la eficiencia de­

la columna. 

Los buffers tienen una fuerza i6nica tal que permite 

Wl r4pido intercambio de sus cationes con el sistema- - - -­

c cu 3-cocrH/CH 3-coo-Na), sin embargo ea~oa no deben au.stituir­

dr4sticamente loa cationes de la resina, ya que la colWllla ae 

descarga •in dar la reaoluci6n correcta de 101 ionea proble•­

maa en ella, 

Ea importante tallbien no trabajar con altas concen-­

tracionea de buffera, ya que •e pueden dañar los puentea en--.. 
la .ol•cul• de polieatireno. 

Jeacc16n con el PDAB.- Se utiliza el PDAB como reac­

tivo, el cual con su grupo aldehido y •l allino del uino&cido 

dan lugar a la fonacidn de una baH de 1chiff, obteni•ndose­

una U9ad\lra conjUCJada en el dedvado del allinoacido, tal •!. 

tructura cro..Sfora que •• la 111 ... para todo• loa wnoacido• 
•• la n•pon1able de la inten•tdacl de la coloracie5n por lo que 

pre .. nta cierta absorci6n en la reCJ16n del ••pectro vi•ible -

que pue41e cuantlftearae a la 111... 414 n11 para todo• 101 .. ! .,.., ...... 
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obtenrendose buenos resultados en el trabajo anal ftlco. 

Asi también ha de decirse que el reDctivo en cues­

tión no presenta riesgo alguno para el anal lsta a drferencla -­

del compuesto comunmente utilizado para el mismo prop&sito 

en otros trabajos, la-ninhidrina-; siendo también de fácil -

dlsponibil ldad en el comecclo. 

De esta manera, las razones antes expuestas sirven 

como base para obtener un juicio que nos permite plantear la -­

secuencia analftlca que se utll iza en este caso para el análl•• 

sis de aminoácidos •. 

Respecto a los resultados obtenidos; é5tos 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 abso~-­

c IÓn de tos tres grÜpos de aminoácidos de las harinas, de -

las pruebas y 2; se muestran también las medlaa · aritmétf~ 

cas de dichas lecturas, siendo estas las que se utlt Izan - -

para obtener tas concentraciones problemas en ta curva pa· -

trón. 

Las tablas 7 y 8 se expt ican mediante las graf lcas 

2 y 3, la 2 muestr• las concentraciones de cada grupo de amln.2 

ácidos y la 3 las diferencias de concentraciones con respeto a 

Ja h•rina 5 tandar contra la producclon de erltromlclna; como -

puede verse en esta gráf lca en las 2 varlables estudiadas no se 
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aprecia un comportamiento proporcional slgnlf lcatlvo que per· 

mita establecer una dependencia de las concentracl.ones de aml 

noácldos con la produccion de ertltromlclna en el prec::eso - -

fermentativo,· 

En la tabla 10 se pueden apreciar las variaciones 

de los datos de las concentraciones protélcas de cada harina 

obtenidas por el.~todo de Kj e1dalh y de las concentraclo• -

nes de Jos aminoácidos totales por el método propuesto, con -

el cual se puede decir que la recuperacl6n del compuesto en • 

anál isls es aceptab1 e ye que tal recuperación es del 90% 

con respecto.a la concentración total proteico que da el 

do KjeLdalh~ 

• 

, 
me· 



• V. -CONCLUSIONES 



e o N e L u s I o N E s 

Los valores resultaron ser aceptables en cuanto a 

la recuperación de los aminoácidos en las harinas, compa• 

rando el método propuesto en este trabajo, con el mdtodo­

Kjeldahl, éstos guardan una buena relación con datos de -

problemas obtenidos con otras t~cnicas; sin embargo los -

valores de amino,ci~os de cada grupo no tienen una rela-­

ci6n clara con la producci6n de eritromicinar posiblemen­

te de alguna manera Wl mejor equilibrio de concentraciones 

entre los grupos de amino4cidoa como se aprecia en la ha­

rina Standar podr!a influir o regular la fase de creci--­

miento de la poblaci6n microbiana o podr!a aer un factor­

optimo de desarrollo de capacidad de bios!nte•i• del met! 

bolito secundario, la eritromicina. 

E•te estudio puede •er Gtil para integrarlo a un-

1istema de cromatograf!a de l!quido de alta preai6n ya -­

que simplifica el trabajo anal{tico'.rtecesario para lograr 

una buena re•oluci6n de una mezcla de alllino4cido• en tal­

cra11ato9rafta. 
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