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RESU~lEN 

La bios!ntesis de los antibiciticos por los mlcroorganisMos es 
re9ulada por diversos mecan1smos antre los que destaca la 
re9ulaci¿n nitro9enade. Asf encontramos que la producci¿n de 
ce-famicina, leucornicina. penici l ir.a, rJovobioc1na. 7 car1oih.c-..<ina po,.. 
mencionar al9unos ejemplos, es regulada por la pres•ncia de iones 
amonio en el medio de cultivo. 

Por otro lado, la erilromlclna es un antibi¿tico ~a=rcil1do no 
poli~nico que se sintetiza a partir de una mol~cula de proplonil 
CoA y seis de meti~ malonil CoA por un mecanismo de condensacidn 
similar al de le. s1r1t_e$::.s de ácidos 9ra.sos. Es u.n a.ntibiÓt.ico de 
gr·an importancia come-rcia1 ;'es producido por varios 
microor93r.is:ncs siet·.dc· =-acc•1.:.rol.l'pospora e-rzthrea con .:-1 que se han 
obtenido mejores rendimientos. Se produce en M~x1co por varios 
laboratorios sin embaroo no EE satisface la demanda teniendo que 
lmportars• mas de 21 t~neladas anuales. Por lo tanto es deseable 
mejorar el proceso. En •~te sentido, el ObJetivo de este traba~o 
-fue' el estu'1iar J.;i rt?·:JUla.:::iÓn nitrogenada. de la biosír.t.e-sis de 
eritromicina en s. ervlhr•• ~ l~s resultados oblen1aos mostraron 
q1Je el .:i.r1"\onio re-prime- a, las er.Zln.as q._i.e- part.1c:1pan er1 la. 
biosíntesi5 do:-1 antibioli!.::Di qut:- la as1m1lac1Ór1 del a.rnor1io procede 
v{~ glutamlna slntetasa-glutamato slnt~sa cuando s& ~t1!1zd glicina 
como fu•nte d• nltrci3enc a tr•w~s de NACH-9lulamato 
deshidroq•nasa cua~do so ad:c:o~c !O~ mM d2 clor~ro de amon1c al 
r11€=-div d.:-:- c·_:1tl /::.. L;;. srt1"_.;-s;..:= .~¿.. 5;u.t¿.-,1ir16. ~ ... rilt-ta:.o.. se, ~p1·1rne por· 
el amonio adlclonadc, mient·as que los n1~eles de glulamato s1n~asa 
ot.te-t·,j.-j~s e-r·, c•_1,:lquie-ra de- las des -f._1entes de t·.1trósena rnenc1onaaas 
-fue-r!:'.lr• sirnila.re-;. La a!ar-,iria dt?st·.idrogenasa e-stuvo ta.rnb1én pr·ie-ser1te 
en los &Ytractos obtenidos al crecer =• mlcroorgan1smo tanto en 
glicina como en cloruro de amonio. No se encQntrd correlacidn 
al~ur1a e:,ntre- esi:a.s e-nz1m3.s y la producc::iÓri de- er·itrom1c.ina., 
descarta~dose que pud1eran estar act~ando como efectores de la 
r~gul3cidn cet~bdlic6-nitro9enada. Por ~!timo, se aislaron mutantes 
insensibles ~ la represicin po~ smonio que producen m~s eritromicina 
que la cepa original. 

s 



I NTRODLICC ION. 

Los microorganismos son capaces de sintetizar una gran 

variedad de compuestos que son comercialmente importantes. Entre 

t:fstos, los antibióticos han atr·a{do el inte-r~s por muchos años, 

inclusive 
, 

aun en la actualidad .. Su diversidad y complejidad, su 

presencia en cantidades detec:tables en un nÚme-ro de di-fe-rentes 

especies y el hecho de que todavCa no se les puede atribuir una 

-función de+inida, los ha.r1 hec:ho ob.Jeto de ir1vestigaciÓn en 

numerosos grupos cientC+icos CMALIK, 1982; DEMAIN, 1984l. 

Como cu~lquier otro evento realizado por los microorganismos, 

la biosCnte~i• de le• antibiciticos est~ +inament~ ccntrolada por 

diverscs r11e=ar1 isr.1os, algunas cauto la inl-.ibición o lo represión por-

r-etr-o?.li:-neritaio=:iÓn son los rne-jor~ conocidos. Otr·os han sido poco 

estudiados, como es el caso de la represi6n por la +uente de 

car·borao" por- la -fL,er.te de -fos+atos o por la -fuente de nit.róger-.o 

<MARTIN ~ DEMAIN, JQSOJ. En este J!timo caso se ha reportado 

recientem&nte que el amonio puede ejercer un e+ecto negativo sobre 

la producciJn de muchos antibi6ticos como la ce+alosporina <BRA~A 

et a:l., 19851. la ce+amicina, novobiocina, candihexina, 
~ 

ac. 

~us(dico <MARTIN & DEMAIN, 1980; AHARONOWITZ, 1980>, cerulenina, 

bacitracina y leucomicina entre otros <OMURA & TANAKA, 1984>. La 

producción de estos antibiÓticos se ve disrninu!da cuando se 
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adicionan iones amonio al medio de cultivo en c:onc~ntraciones que 

van de 2-2so mM. 

El mecanismo regulatorio e~ercido en todos los casos en que se 

ha estudiado ha sido represi¿n aunque a di+erentes niveles. En la 

bicsfntesis de ce+alospori~a por Streptomyces clavuligerus y por 

Ce+alosporium acremonium se obs•rvd represi¿n de algunas de las 

en=imas que participan en la sfntesis del antibidtico. Por otro 

lado, en Streptomyces +radiile, microorganismo productor de 

tilosinc-, la r·epresiÓn se lleva a cabo a un nivel previo a. la 

blos!ntesis de esta. El amonio reprime a las enzimas encargadas de 

la generación de los ácidos propiÓnico y butírico, pr-ec:ursor-es de la 

tilosina {0~1URA et al., 1984b; TANAKA et al., 1.985). 

A Ja +echa se desconoce si el amonio per- se o ur. producto de 

su metabolismo lleva a cabo el e+ecto represivo. Algunos autores 

han propuesto que Ja regulaci~. ~st~ mediada por la enzima 

glutamina sintetasa, ya que se ha observado que cuando existen 

bajos niveles de esta enzima no hay produccidn de antibidticc, y 

por el contrario, condiciones que permiten altos niveles de la 

glutamina sintetasa son +avorables para la produccidn de estos 

compuestos IAHARONOWITZ,1980>. 

Est.os dat.os indujeror. al estudio de la asimi laciÓn del amonio 

y su regulación en estreptomicetcs encontrándose que algunos de 

ellos lo asimilan vía glutamina sintetasa-glutamato sintasa o a. 

través de la 9lutamato deshidrogena.sa.; et.res ca.recen de esta Última 
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enzima y Ja asimilacidn procede 6nicamente por la 9lutamina 

sintetasa, ya que la alanina deshidrogenasa, al menos en 

Streptomvces clavuJigerus no act&a en la asiruilaci&n del amonio 

como se pensaba <BRAÑA et al., 1986bl. 

Por otro lado, la eritromicina es un antibi~tico macr~lido no 

pol iénico de 13 átomos de carbono, cuya s{r,tesis se lleva a. cabo 

mediante la conder1sac:ión de una rnoléc:ula. de propionil CoA y seis 

mol~culas de metilmalonil CoA. Durante la biosfntesis se incorporan 

az~cares como la micarosa y la desosamina para generar di+erentes 

intermediarios CCORCORAN, 1981> En lo que se re+iere a su 

regulacidn se ha reportado que la bios{ntesis de eritromicina es 

reprimida por glucosa <ESCALANTE et al., 1982>, sin embargo no 

existe antecedente alguno sobre Ja regulacidn por Ja +u~nte de 

ni trÓgeno. 

Desde el put·,to de vista comer··cial 1 la er·it.r·ornic:ina es ur1 

antibidtico muy importante, ya que es el de eleccidn contra 

in+ecciones producidas por estreptococos, esta+ilococos y 

pneumoc:ocos, por lo cuál se consumen grandes cantidades anualmente 

de este compuesto, en diversas presentaciones +armac~uticas. En 

M6xico, la eritromicina es producida por Laboratorios Fermic y 

Laboratorios Abbott. Sin embargo, Ja demanda ha superado la 

produccidn y a la +echa se siguen importando cantidades 

considerables de este antibidtico. En 1986 se importaron 21 0 877 kg 

de eritromicina base y sus sales, con un casto de $886 millones, 

por lo que resulta deseable aumentar la produccidn nacional para 
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cubrir totalmente el mercado. El conocer los mecanismos 

re9ulatorios que se ejercen sobre la biosíntesis de eritromicina 

permit.ir{a. a._;:n mejorar, tanto las cepas productor-as que actualmerite

se utilizan a nivel industrial, si9uier1do est.ra.tegias bien 

dirigidas para la seleccidn de mutantes o por el otro lado, mejorar 

los procesos de producción optimi::a.ndo los rn?dios de cultivo para 

lograr un mayor rendimiento. Esto se podr(a 109rar manteniendo las 

relaciones apropiadas de carbono/nitr69eno y de los otros 

componentes del medio de cultivo. 

En este sentido se considerd importante determinar si la 

bios{ntesis de eritromicina en Saccharolypospcra erythrea, antes 

Streptomvces erythr-eus, era regulada por la -fuente de nitrÓ9eno, a. 

que nivel se ejercía el e--fe-cto y si éste estaba mediado por la 

enzima 9Jutamina sintetasa. 

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabaja 

mostraron que la produccidn de eritromicina es reprimida por el 

amonio presente en el medio de cultivo, que la re9ulacidn se ejerce 

después que los precursores han si do forma.dos• a través de 1 a 

represión de las enzimas que participan en la bios{ntesis de 

eritromicina a partir de la eritrondlido sintetasa. Se enccntrd que 

la glutamina sintetasa no es el e+ector del +endmeno sine el amonio 

per se. Adem~s, se aislaron rnutantes resistentes a la regulación 

por amonio con una mayor producción de eritromicina. 
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ANTECEDENTES 

REGULACION POR NITROGENO DE LA BIOSINTESIS DE LOS ANTIBIOTICOS. 

La produccidn de los antibidticos est~ finamente regulada por 

diver-sos mecanismos entre los que destaca la represión catabÓlica 

por ni tr-Ógeno. 

Muchos son los ejemplos de antibidticos, como la tilosina, 

penicjJina~ ce-falosporina, ac. clavulánico, nurseotricina, 

nanaomicina, leucomicina, espiramicina, cerulenina y candihexina 

entre otr·os que sor, a-fecta.dos negativa.me-rite por la pr·ese-nc.ia de 

iones amonio en el medio de cultivo. Las concentraciones que 

afectan son muy diversas pero se puede decir que van de 10 a 250 mM 

ITabl a 1 >. 

En todos Jos casos en los que se ha estudiado m~s a fondo se 

ha encontrado que el Ter1Ómer10 regula.torio que se lleva. a cabo es el 

de 
. , 

repres1on, ya sea de una o varias enzimas a la vez. En 

Streptomvces lactamdurans se observd que el amonio reprime a la 

isopenicilina N sintetasa. Cciclasa>, la deacetoxice+alosporina C 

sintetasa lexpandasa> y a la isopenicilina N epimerasa <epimerasa) 

Además se encontré que los niveles intracelulares del tripéptido 

10 



TABLA 1. Antibióticos cuya bios~ntesis es regulada por amonio. 

Antibiótico 

Ac. clavulánico 

Antraciclina 

Cefarnicina C 

Cefalosporina 

Cerulenina 
Cloranf enicol 

Eritromicina 

Espiramicina 

Gilvocarcina V 

Leucomicina 

Lincomicina 

Maridomicina 

Nanaomicina 

Nourseotricina 

Novobiocina 

Penic.i.1.i.na 

Rifarnicina SV 

Ti losina 

Microorqanismo 
productor. 

s. c..t a vu.t.<.g C."-U-6 

s. peuc.e:t..<.u-6 

s. c..tavu.t.<.g eltu& 

s. c.a:t.:t..e e.u a 

s. .tac.;tamdu1ta 11& 

A. c.IVt.!J& o g e11um 

e. c.a.eJt.u.te11& 

s. ve11ezue.ta.e 

s. e-"l!J;thJt.ea 

s. a.mbo~a.c..<.c.11& 

s. a.Jt.e11a.e 

s. k.<.;ta.& a.:t.o en&.<..!> 

s. .e.¿ n c. o .en e 11& .<.& 

s. hijgJt.o& e.o p.<. e.u& 

s. -"lo&a. 

s. no uJL.6 e,,(_ 

s. n..i.v eu.6 

P. c.lt1t!f-609e11um 

N. me d.<.:t. eJt.Jt.a.11 e.<. 
s. ~-'l.a.d.<.a. e 
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delta-<L-a-aminoadipil>-L-cisteinil-D-valina +ueron más bajos en 

cultivos conteniendo amonio. Por lo tanto, los autores proponen que 

la mayor{a de las enzimas de la v{a biosint~tica de ce+amicina 

est~n re~uladas por amonio en +orma coordinada <CASTRO et al., 

1985>. 

En contraste en Streptomyces clavuligerus dnicamente se 

reprimieron Ja ciclasa y la expandasa en presencia de amonio. Se 

observó también que Jos niveles de la primera enzima determinados 

en un sistema de c~l~las en reposo correlacionaron con el grado de 

re9ulación ejercido por el amonio <BRANA et al. s 1985>. Por otro 

lado SHEN et al. (1984> reportaron Únicamente represión de la 

expandasa en Ce+alosporium acremonium. 

En lo5 ejemplos anteriores, las enzimas a+ectadas son 

propiamente las que participan en la biosíntesis de los 

antibidticos, sin embargo en la produccicin de tilosina por 

Streptomvces +radiae, el amonio a+ecta la generacidn de los 

precursores del antibicitico, los ~cides propidnico y but!rico, 

reprimiendo a las enzimas que los generan por degradacidn de valina 

v treonina ITANAKA et al., 1985). La valina deshidrogenasa <OMURA 

et al •• 1983! y la treonina desaminasa <OMURA ~ TANAKA, 19B5l son 

las enzimas a+ectadas, por lo tanto el a~cetoisovalerato y el 

isobutirato, productos de las reacciones que catalizan las enzimas 

mencionadas, revirtieron el e+ecto causado por el amonio. La 

9eneración de ácidos grasos de cadena corta a partir de succinato 

también es a+ectada por el amonio, indicando que el control 
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re9ulatorio no se restrin9e al metabolismo de compuestos 

nitr·0'9enaidos. En Streptoverticillium kit.a.satoensis también se ha 

reportado represión por amonio de la va.tina deshidrogenasa 

a+ectC:ndose de esta mo.nera la biosÍratesis de leuc:ornicir1a <Ol"IURA e.: 

TANAKA. 19851. 

Un mecanismo totalmente di+erente es el que se presenta en la 

regulacidn nitrogenada de la bios!ntesis de nurseotricina por 

Streptomyces noursei. En este caso el amonio controla el cambio 

entre dos es~ados metabdlicos. En altas concentraciones de amonio, 

se .favorece el cat.abol ismo de aminoácidos y la represión de la 

NADP-glutamato deshidro9enasa anabdlica, a la vez que hay una baja 

pr·oducciÓn de nurseotricina. Por el corat.rario, en bajas 

concentraciones de amonio se presenta una alta actividad de GDH y 

una alta síntesis del antibidtico. Adem~s del amonio, otros 

+actor~s como !a adicidn de ~c. o-aminobenzoico pueden in+luir en 

la iriter·c:onversiÓr. entre- los dos tipos de r1\etabolisrno (GRAFE et 

al., 1978; 1980; 1981). 

Por otro lado. el amonio puede estimular la producción de 

ciertos antibidticos. Tal es el caso de la biosCntesis de 

estreptomicina por Streptomyces griseus en donde altas 

concentraciones de amonio adicionados al medio de cultivo provocan 

una mayor producción del antibiÓtico. Se ha propuesto ~ue el e+ecto 

se debe a una acumulacidn intracelular de glutamato. lo que permite 

que haya. su.ficiente amir1oác.ido para que actúe en la dor1a.ciÓn de 

grupos amino para la biosíntesis de estreptomicina durante la +ase 
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de producción <JNOUE et al., 1983>. 

De acuerdo a estos reportes. el amonio no tiene un sitio 

de-finido de ac::cjcin para ejercer su e-fecto regulat.orio. 

ASIMILACION DE AMONIO. 

La asimilación de amonio en actinomicetos ocurre a través del 

sistema glutamina sintetasa <GS; EC 6.3.l.2l/ glutamato sintasa 

<GOGAT; EC 1.4.7.ll o a trav~s de la glutamato deshidrogenasa <GDH; 

EC 1.q.1.qJ dependiendo de la concentracidn de los iones amonio en 

el medio de cultivo. 

En Streptomvces venezuelae <SHAPIRO ~ VINING, 19831, en S. 

noursei <GRAFE et al., 1977>, e~ Streptom~ces cattleya <STREICHER & 

TYLER, 1981; PARESS ~ STREICHER, 1985>, en S. clavuligerus 

<AHAROMOWITZ, 1978; BRAÑA et al., 1986bl y en Nocardia medi terranei 

<NI et al, 1984> se ha reportado la presencia del sistema GS/GOGAT. 

NADPH-GDH sÓlo se 

1977> y NADH-GDH en S. 

ha reportado en S. noursei <GRAFE et 

venezuelae <SHAPIRO ~ VINING, 1983). 

al.• 

En .§..:.. 

clavuli9erus no se ha detectado actividad con ninguno de los dos 

compuestos. 
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Alanina deshidrogenasa <ADH; EC 1.4.1.1> er1z ima que se ha 

postulado como vía alterna de asimllac16n de amonio se ha detectado 

en S. clavu1 iqerus, Saccharolvpospora erythr-ea, w. venezuelae,, y~ 

me-di tel"r c>nei !AHARONOWIT:: !!. FRIEDRICH, 1980; ROSKOWSKI "'t al•• 

1969; SHAPIRO ~ VINING, 1983; NI et al., 1984>. Sin embar90 se ha 

observado en S. clavulig&rus que esta enzima no act~a en la 

asimilacidn de amonio, ya que mutantes GOGAT no son capaces de 

crecer en amonio a pesar de ter1er r.ivele-s normales de ADH <BRANA &: 

DEMAiN,. 1988>. Esto cot1firroa que el sistema GS/GOGAT es la Úraica. 

vía de asimilaci6n de amonio en este- microor~anismo. 

La regulacidn de estas enzimas parece ser muy diversa, ya que 

no en todos los casos si9ue el comportamiento reportado para 

~nter-obacterias o Ba.cillus <TYLER, .1978; DEUEL et al., 1970; 

HASHIMORI et al., 1974). En 5. venezuelae, los niveles de GS Y ADH 

+ueron relativame~t• insensibles a =a~blos en la velocidad de 

crecimiento y disminucidn de la +uente de nitrd9eno. GDH y GOGAT, 

por otro lado, mo~traron alta ~ctividad en cultivos con alto 

contenido de cimonio y disminuy-=-ron c:on -fuer.tes de nitrógeno pobres., 

o cuando la concentracidn de amonio disminuye <SHAPIRO ~ VINING, 

1983). 

GS Y GOGAT en S. clavuliqeru~ tambi~n son insensibles a la 

presencia de iones amonio, mientras que ADH es inducida por altas 

concentraciones de este compuesto. Sin embar90, ADH no act~a en la 

asimilac:ién del NHt° por lo que la inducc:ién debe ser inespec:Í+ic:a 

<BRAÑA .et al. 1 1986bl. 
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En s. erythrea se ha observado que ADH es inducida. también por 

amonio, por alanina y otros amino~cidos y los niveles de la enzima 

disminuyen al +inal de la etapa logarítmica de crecimiento. La 

glucosa reprime catabdlicamente su s!ntesis y se le ha atribuído un 

papel importante en la 9eneracidn de piruvato para la sCntesis de 

eritromicina <ROSKOWSKI et al., 19691. 

ERlTROMICINA. 

La eritromicina descubierta en 1952 <WELCH et al. 0 1952> es un 

antibidtico macrdlido no poli~nico producido por s. erythrea, antes 

Streptomyces erxthreus, por StreptomYces 9riseoplanus 0 Artrobacter 0 

Micromonospora y Streptomyces olivocromogenes <McGUIRE et al. 1 

1952; THOMPSON • STRONG, 1971; FRENCH et al., 1970; WAGMAN & 

WEINSTEIN, 1980; HIGASHIDE et al., 1965). 

Su estructura qu!mica consiste en un anillo lactdnico 

macrocíclico constitu{do por un átomo de oxígeno y trece átomos de 

carbor10 .. Además, tiene azúcares no comunes corno la desosamina. 

micarosa y cladinosa <Fig. l>. En realidad, s. erythrea produce 6 

eritromicinas cuya composición química es muy similar pero su 

actividad como antibiótico difiere COLEINICK, 1975; MARTIN et al.• 

19751. 
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FIG. 1. EStructura qujjnica de las principales eritromicinas producidas 
por Saccharolypospora ery-threa. 
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La eritromicina A es 1 a 
, 

rnas importante comercialmente ya que 

es el antibiÓtico de elección cor1tra in-fecciones estreptoc.Óccic:as. 

esta+ilocÓccicas y pneumocóccicas, aunque también inhibe el 

crecimiento de bacterias Gra.m negativas. Su accidn bacteriost~tica 

se debe a que interacciona. con la subunidad 50 S del ribosoma., 

impidiendo la continuidad de la síntesis de proteínas <TAUBMAN et 

al., 1966; TANAKA ~ TERAOKA, 1966; OLEINICK ~ CORCORAN, 19691. 

La actividad biológica de la eritromicina depende de dos 

+actores que son la acumulación intracelular y la unión a los 

ribosomas. Los microorganismos Gram-positivos son más sensibles a 

la eritromic:ina A que los gram-negativos debido a que acumulan 

mayores niveles del antibi~tico <MAO ~ PUTTERMAN, 1968). La uni6n a 

los ribosomas depende de la estructura del antibiÓtico y del RNA 

ribosoma.1 <PETSKA et al., 19761. La lactona intacta y los dos 

az~ca.res son requeridos para la actividad biol~gica (WILHELM et 

al .• 1969>. La er-itromicina estimula la disociacidn de-1 peptidil 

tRNA de los ribosomas, probablemente durante la translocacidn 

<MENNINGER & OTTO, 1902>. 

BIOSINTESIS DE LA ERITROMICINA. 

La biosíntesis de eritromicina es a la ~echa conocida Y se 

inicia con 1a ~crmaciÓn de la aglicona conocida coma eritronálidos 
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Ja cuál surge de Ja cor1densaciÓn de una molé'cula de propionil CoA y 

seis mol¿culas de metilmalonil CoA !Fi9. 21 <CORCORAN 1975; 1977). 

La biosfntesis propiamente se inicia con la activaci¿n del 

propionato y la carboxilación del mismo para generar metilmalonil 

CoA, el otro precursor. El propionato se puede generar del 

metabolismo oxidativo del piruvato <vía succinatc> a través de la 

siguiente reaccidn 

Succinil CoA _!ll~ 2 metilmalonil CoA _!21~ Propionil Ca A 

<1> Metilmalonil CoA mutasa 

<2> 2 metilmalonil CoA piruvato transcarboxilasa 

Tambi~n se puede generar por la degradaci&n de los ~cides 

~rasos de número impar de átomos de carbono y del metabolismo de 

algunos amino~cidos (isoleucina, valina, treonina y metioninal 

<Fig. 3>. Er, la. realidad, la i'uente i'isiolÓgica. de propionato 

variará de acuerdo a las condiciones experimentales. Sin embargo, 

en una +ermentación con glucosa como Única Tuente de carbono, la 

mayor parte del propionato usado para la +ormaciÓn de la 

eritromicina parece ser derivada de 1 a degrada.e i Ón de 
, 

aminoa.cidos 

de cadena ramii'icada <BUTTE ~ CORCORAN, 19631. 

La activación del propionato ocur~e mediante la acción de la 

propionato cinasa y la acil+osTotransTerasa gener~ndose propionil 

CoA. 
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cinasa 

PROPIONIL FCSFATO 

! Acilfosfotransferasa 

PROPIONIL COA------------- 2-METIU11U.ONATO 

' 
Carboxi1asa 

1 

1 Eritronó1ido sintetasa 

6 DEOXIERI~LIIX> ( I) l Hidroxilasa 

ERITRONOLIIX> B (II) 

l Micarosil transferasa 

3-a-Ir-MICAR:SIL ERITRJNOLIIX> (III) 

l Desosamina transf erasa 

ERITROMICINA O (IV) 

Me tilas~ Hidroxi1asa 

(VI) ERITROMICINA B ERITROMICINA C (V) 

~ Hetilasa 

ERITRCMICINA A (VII) 

l 
ERITCINA F (VIII) 

ERITRJMICINA E (IX) 

FIG. 2. ~a bios:i.ntética de l.as er:i.trcmi.cinas produc:i.das por Saccharol.ypospora 
eryt:hrea. 
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FIG. 3. Formaci6n de propioni1 CoA por 1a degradaci6n de va1ina, treon:tna, iso1eucina y 

Irle!ti..onina. • 

Fuente: MARTIN (1981); LEHNINGER (1975). 
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La propionato cinasa <~osTotransTerasa adenosinatri+os+ato 

<ATP>: acetato, EC 2.7.2.1> ha sido reportada como el paso 

limitante en la +ormacicln del antibidtico <RACZYNSKA-BOJANOWSKA et 

al .• 1970>, ya que mutantes hiperproductoras de eritromicina 

presentan mayor actividad y un Km menor hacia propionato qu~ cepas 

de menor producción <Tabla 2> <RACZYNSKA-BOJANOWSKA et al., 1973). 

Adem~s~ Ja actividad espec{+ica de la propionato cinasa se 

incrementa en las ~ltimas etapas del crecimiento de S. erythrea. 

exactamente cuando la acumulacidn de eritromicina ocurre. 

El se9undo precursor, el metil malonato se puede 9enerar a 

través de Ja accioñ de Ja propionil CoA carboxilasa <Propionil-CoA, 

carbodiÓxido ligasa, EC 6.4.1.3>, utilizando propionil CoA. diÓxido 

de ca~bono y ATP como sustratos. Otra Terma de generarlo es a 

t~avés de la interconv~rsiÓn entre propionil CoA y metilmalonil CoA 

por una transcarboxilasa. RACZYNSKA-BOJANOWSKA et al. 11970; 1976) 

han estudiado estas dos rutas de 9eneracidn de metilmalonato y han 

descartado a la transcarboxilasa como una enzima importante en la 

biosíntesis de eritromicina. 

La principal Terma de generación de metilmalonil CoA es 

entonces la carboxilaciÓn de propionil CoA por la enzima 

carboxilasa <sensible a avidina>, cuya actividad es dependiente del 

tiempo de +ermentacidn en s. erythrea CA 340. Adem~, se ha 

demostrado tambi~n que la eritromicina no inhibe la actividad de 

esta enzima y que presenta un pico máximo de actividad entre las 
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TABLA 2. Actividad de Propionato cinasa y Km hacia 
propionato en tres mutantes con diferente nivel de 
producci6n de eritromicina. 

CEPA Eri.tromicina Actividad 

I 100% 100% 

II 30 41 

III 8 34 

Fuente: RACZYNSKA-BOJANOWSKA et a1. (1973). 

N.O. No determinado 
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30-40 horas de -fermentación aproximadamente <CORCORAN, J.981>. 

CORCORAN 11981) ha puri+icado a esta enzima y ha encontrado 

que tiene un comportamiento similar al de otras carboxilasas 

obtenidas de diversas -fuentes. La propionil CoA carboxilasa de S. 

erythrea CA 340 es espec{+ica para propionil CoA, requiere ATP y 

iones ma9nesio y es inhibida -fuertemente por avidina, iodoacetamida 

y p-cloromercuribenzoato. A dii'erencia de Jos ~esultados obtenidos 

por RACZYNSKA-BO.JANOWSKA et al. (J.9701, roo se erocontró activación 

cuando citrato es añadido al sistema de reacción. Sin ernbar9c la. 

activación por propano! se mantiene. 

Por lo que respecta a la -formació'n de rne-tilmalonil CoA a 

partir de succinil CoA, por la accidn de la metilmalonil CoA mutasa 

<metilmalonit-CoA:piruvato carboxiltransTerasa, EC 2.1.3.1>, se 

descarta como una -fuente importante de este compuesto, ya que la 

actividad m~xima de esta enzima se presenta en las primeras 24 

horas de +ermentacidn para desaparecer posteriormente, mientras que 

la s{r1tesis de erit.romiciraa es lineal después de las primeras horas 

de -fermentación hasta las 96 horas inclusive <RACZYNSKA-BO.JANOWSKA 

et al., 19701. 

Propioni1 CoA + -~<~1~>,__..,. 
co2 + ATP 

Propioni1 CoA 
. T(2> 

Meti1 Ma1oni·1 CoA 4- - - - - Va1:i:na 
f C3) 

Succini1 CoA 

(l) Carboxi1asa (21 Transcarboxi1asa (3) Meti1 ma1oni1 CoA 
Mutas a 
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El siguier1te paso e-n la bioslr1t.e-sis de eritromicina por ~ 

erybtree es la condensaci¿n de los precursores para +ermar el 

6-deoxieritrondlido. Esta reacci¿n se lleva a cabo por la enzima 

denominada eritron~lido sintetas•- La s!ntesis del anillo puede 

ocurrir de una. manera similar a la biosíritesis de los ácidos grasos 

saturados a partir de acetato y malonato. Se ha intentado puri+icar 

esta enzima que se supone es muy similar- a la sinteta.sa de ácidos 

9rasos <ROSSI ~ CORCORAN, 1973>, inclusive la eritron¿lido 

sintetasa es jnhibida po~ cerul~nina, un antibiÓtico inhibidor 

espec{+ico de la sintetasa de ~cides 9rasos en muchos 

microor9anismos COMURA, 1976). Recientemente, ROBERTS ~ LEADLEY 

<1993> reportaron la síntesis de [3H] tetrahidroc:erulenina. y su uso 

en la puri+icacidn parcial y ensayo de la eritrondlido sintetasa de 

S. erythrea CA 340. Sin embargo no se han determinado todavía sus 

características bioqu!micas. 

El 6-deoxieritrondlido es subsecuentemente hidroxilado para 

+ermar el eritrondlido B. La enzima responsable de esta reaccidn es 

la C-6 eritron6lido hidroxilasa, cuya actividad ha sido detectada 

en extractos libres de c~lulas. Su actividad es dependiente de la 

edad del micelio con un m~ximo entre las 12 y 20 horas de 

crecimiento. La enzima en +arma pura ha mostrado la presencia de.al 

menos tres componentes prote!co~ adem~s del c:itrocromo P448. La 

actividad de esta enzima es inhibida por el producto de la reacción 

<CORCORAN, 1981>. 
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La incorporación de los azúcares L-micarosa y D-desosa.mina. a 

la molécula de eritronÓlido B no ha sido demostrada ~n extractos 

libre• de c'Julas o en experimentos con micelio intacto, sin 

embar~o, Jos intermediarios resultado de la incorporacidn de Jos 

azúcares (3- o.-micarosil eritronÓlido >"'la er·itrcmicina D> se han 

identi~icado como precursores de la eritromicina A <Fig. 2). 

La hidroxilaciÓn de la eritromicina D ocurre por la actividad 

de Ja C-12 hidroxilasa que no parece depender del citocromo P448. 

Es una enzima asociada a la -fracción mernbra.nosa del micelio)' es 

precipitada por suJ+ato de amonio a niveles bajos de saturación 

<0-40%> <CORCORAN ~ VIGANTAS, 1977). 

El dltimo paso para la bios(ntesis de la eritromicina A 

consiste en la metila.ciÓn de la eritromicina C por la enzima 

S-adenosil-L-metionina CSAM>: eritromicina C<ol-metil transferasa. 

La. met.i lación en la misma posición de Ja eritromicina L para. -forma.r

eritromicina Bes llevada a cabo por esta misma Enzima. Ambas 

reacciones son inhibidas por Jos productos, es decir, eritromicinas 

By A <CORCORAN, 1975; CORCORAN • MAJER, 1975¡ MAJER et al., i974; 

1977). 

Acerca de la transTormaciÓn de la eritromicina B en A. a la 

~echa permanece en la obscuridad si en realidad ocurre esta 

reacción, ya que solo MARTIN ~ GOLDSTEIN <i970) trabajando con 

mutantes repo~tan esta reacción; sin embargo los intentos por 

detectar una C-12 hidroxilasa que utilice como sustrato a Ja 
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eritromicina B han sido +allidos <CORCORAN, i9Bl>. 

GENETYCA DE SACCHAROLYPOSPORA ERYTHREA. 

El aislamiento de mutantes no productoras ha permitido obtener 

in+ormaciÓn acerca de ta localizacidn de los genes que codi+ican 

para la bioslntesis de eritromicina A por este microor9anismo. 

WEBER et al. <l9BS> han reportado el aislamiento de 4 tipos de 

mutantes <A,B,C,D> bloqueadas en la etapa temprana de la 

bioslntesis <Fig. 4>. Las mutaciones~ A bloquean la +ormaciÓn 

del 6-deoxieritronÓlido; las mutaciones~ By ery D causaron la 

acumulación del eritronÓlido By las mutaciones ery C provocaron la 

acumulacidn del 3-a-L-micarosil eritron6tido. Estos mismos autores 

han constru{do un mapa genético muy rudimentario de ~ste 

microor9anismo <Fi9. S> y dos de las mutantes del tipo A mapean 

consistentemente en la misma ~e9iÓn. Por otro lado, datos 

preliminares cor. mutantes del tipo B o D no a.poyan una localización 

Única para estos genes. aunque es más probable una locali2acién 

cromosomal <SENO~ HUTCHINSON, l9B6>. 

Debido a que se han aislado plásmidos de di+erentes tamaños de 

S. eryth,...ea NRRL 2338., a que éstos pueden aparecer como secuencias 

inte9radas en el cromosoma y a que existe alguna homolo9ía de 

secuencias entre los plásmidos, se ha pensado que su aparición se 

debe a integración +recuente, esciciÓn y rearre9lo de un número 
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FIG. 4. 1J:>cal.izaci6n del. bl.oqueo generado por cada uno de l.os tipos de mutantes ~

FUENTE: SENO & HUTCHINSON (1986) 
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orc;¡-14 org-60 

FIG. S. Mapa Gen€tico de Saccharolypospora ery1:hrea 
NRRL 2338. Las distancias entre las ITn.ttaciones son 
estimado imprecisos. 

Fuente: WEBER et al. (1985). 
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disc,...eto de plasmidos repl ic:ándose en -forma autÓr1oma CWANG et al.• 

1982; CZERNICK et al., 1983; SENO L HUTCHINSON, 19861. Estos datos 

podr"(an eYplicar la +~Jta de la localización Jnica de las 

mutaciones~ By~ D, a-unque para -fines prácticos los genes se 

localizan en el cromosoma. 

OBJET:rvo. 

Estudiar la re9ulacidn nitrogenada de la bios{ntesis de 

eritromicina en Saccharolypospora erythrea, localizar el sitio de 

acción del arnor1io e ider1ti-ficar- al e-fec:tor del -fenómeno. 
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MATERIAL Y METODOS 

Microorqanlsmos: Saccharolypospora erythrea NRRL 2338 y CA 340 

cepas silvestres +ueron proporcionadas por ARS Culture Collection, 

U.S. Department o+ Agriculture, U.S.A. y Abbott Labs., North 

Chica90, U.S.A. respectivamente. 

Condiciones de cultivo: Los microorganismos +ueron crecidos en 

medio m!nimo <MM>, el cu~J contiene 20 g de sacarosa, 2.0 g de 

glicina, 2.5 g de KzHP04 , 5.0 de NaCl, 0.5 9 de MgS04 , 0.5 g de 

FeS04 , 0.05 g de Znso4 , 1 m9 de MnC1 2 y 1 mg de CoClz por cada 1000 

ml de solución amorti9uadora 0.1 N de ácido 

3-<N-mor+olino->propansul+Ónico <MOPS> pH 7.B. En todos los casos, 

50 ml de MM contenidos en matraces erlenmeyer de 250 ml +ueron 

inoculados con 2 rul de micelio precrecido en medio completo <MCI 

4.0 g de extracto de levadura, 10 g de extracto de malta, 4.0 g de 

glucosa por 1000 ml de solución O.i M de MOPS pH 7.0) durante 24 

horas. La incubación se llevó a cabo a 29°C con agitación rotatoria 

(160 rev min-\. Se tomaron muestras de 2 ml para la medición de 

crecimiento, eritromicina, pH y amonio. 

Medición del crecimiento: El micelio se lavó dos veces con agua 

destilada y se resuspendiÓ en dos ml de ac. tricloroacético 0.3 M. 

Se centri+ugÓ durante 5 min a 6,000 rev miñ 1 y el sedimento se 

resuspendiÓ en i ml de NaOH 0.4 M. Se agitó vi9orosa.mente y la 
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concentración de protelna se determinó por el método de Lowr~. 

utilizando albúmina sérica bovina como estándar <LOWRY et al .• 

1951) • 

Cuanti+icacidn de eritromicina: El antibiótico se cuanti+ic~ por 

bioensayo utilizando Sarcina tutea NRRL B-1018 como microorganismo 

de prueba, de acuerdo a la metodolo9ía reportada por AHARONOWITZ ~ 

DEMAIN <1979), utilizando eritromicina comercial Sigma como 

estándar en un ran90 de concer.tr·acior1es de 0.75 a 40 l-Jg ml-
1
. 

Sistema de células en reposo: 30 mi de un inóculo crecido en MC. 

como Ya se especi+icd anteriormente, se adiciond a 500 ml de MC 

contenidos en matraces Fernbach e incubados a 29°C con agitación 

por 24 h. El micelio +u~ recuperado por centri+ugacidn, lavado con 

dos vol~menes de agua destilada y resuspendido en 25 ml del sistema 

de c~lulas en reposo, el cu~! consistid en 500 mg de NaCl y SO m9 

de MgS04 por 1000 ml de solución MOPS 0.1 M pH 7.8. El 

cloran+enicol <50 µg/mll, NH 4 c1 (5.4 rng/ml> y la cer·ulenina 

<25 µg/ml> se esterilizaron por +iltraciÓn a través de memb~anas 

Millipore tipo HAWP 02500, y se adicionaron al sistema ya est~ril. 

El micelio se concentró a la mitad del volÚmen original. La biomasa 

y la eritromicina se cuanti+icaron de acuerdo a la metodolo9(a 

antes citada. Cuando se adicionó cloran+enicol. la eritromicina se 

cuanti~icÓ previa extracción del medio con cloroTormc. 

Medici&n de las actividades de propionil CoA carboxilasa y 

propionato cinasa: 500 ml de MC contenidos en un matraz Fernbach 
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+uer~n inoculados con 30 ml de micelio precrecido durante 24 horas 

er• el mismo medio. A los di-ferent.es t.iempos de incubación a 29ºC 

con agitación. los 500 ml de medio se centri+ugaron a 10.000 rev 

min- 1 a OºC durante 10 min. El micelio se lavó dos veces con 

sclució~ amortiguadora de extracción <Tris.HCl 0.05 M pH a.o con 10 

mM de Smercaptcetanol>, se resuspendid en el mínimo vol~men de la 

misma solución y se rompió el micelio en un homogeneizadcr Braun 

durante 40 s a OºC. Se cer.tri-fugó a 15000 rev miñ 1 para separar los 

restos celulares y el sobrenadante se utilizó para las 

determinaciones enzimáticas. 

La actividad de propionato cinasa se determinó de acuerdo a la 

metodología reportada por RACZYNSKA-BOJANOWSKA et al. (19731. El 

sistema de reacción estuvo -formado por- 350 1-1moles de KOH, 350 1-1-

moles de hidr-oxi lamina, 100 µmoles de pr-opionatc de sodio,, 5 lJmoles 

de ATP, 25 1-1moles de Tri~.HCI pH a.1, 5 1-1mcles de MgCl
2 

y de 5-6 mg 

de protefna en un volumen Tinal de un ml. La 
. , 

re-acc: ion se inicio' por 

la adición de ATP y se incubo' a 40ªC por 5 a 30 min. El propionil 

Tos+ato -formado se c:.uantiTic.o'como Fe/propiorailhidroxamat.o. 

La actividad de propionil CoA carboxilasa se determino'de 

acuerde a la metodología reportada por RACZYNSKA-BOJANOWSKA et al., 

<1970>. El sistema de reacci6n contuve 50 1-1moles de Tris.HCl pH 

a.o, 1 1-1mol de glutatiÓn reducido, 2 1-1meles de MgClz, 1 1-1mel de 

ATP, 251-1meles de KHCCJ.3, 501-1meles de KCl, 0.51-1moles de propionil 

CoA y de 2-6 mg de proteína. La reac:ciÓn se inició por la adición 

de ATP y se incubo'15 mina 30ºC. La actividad se cuanti~icÓ por la 
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+ormacioñ de +oS+oro inorgánico que se cuanti+icd por el método de 

30NES < 1944 l • 

Preparación de los extractos para las mediciones de GS, GOGAT, GDH 

y ADH: El microor9anismo se crecid por 24 h a 29ºC en MC. 30 ml de 

este cultivo se utilizaron como indculo de 500 ml de MM contenidos 

en un matraz Fernbach y éste se incubó a 29ºC con agitaciór, 

rotatoria <175 rev mi~\. A los di+erentes intervalos de tiempo, el 

micelio se recuperó por centri+ugacion a OºC, se lavó dos veces con 

solución amortiguadora de extracción es mN K2 HP04 , 0.5 mM EDTA y 50 

mM K2 so4 pH 7.4> ~ se resuspendiÓ en el mínimo volÚmen de la. misma 

solución Y se rompió en un homo9enei%ador Braun por 40 s a oºc. 

Despue's de centri-fuga.r a 16,000 rev mir1 1
para. elimina.r restos 

celulares, el sobrenadante +ue utilizado para las determinaciones 

enzimáticas. 

Determinación de la actividad de qlutarnina. s1r1tetasa: La actividad 

por la reacción die- y-glutamil t.ra..ns+era.sa se llevo' a cabo de 

acuerdo a la metodolo9ía reportada por FERGUSON ~ SIMS (1974) La 

mezcla de reacción consistió de 0.3 ~moles de ADP, 16 umoles de 

9lutamina, 0.014 umoles de arsenato de sodio, 4 µmoles de 

hidroxilamina.HCl, 112 umoles de tris.acetato pH 7.4 y 0.4-0.6 mg 

de protei'na. en 1..1r1 volt..ímen -final de 0.6 rnl. Despué's del t.iempo de 

incubación <30-90 s a 30ºC>, se añadieron O.S ml de una solución de 

Fe3 +/ác. tricloroacético. El precipitado proteico se eliminó por 

centriTugaciÓn y la absorbancia del sobrenadante se midió a 540 nm 

en un espectro+otómetro Bausch and Lomb Spectronic 21. Un 
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incremento en absorbancia de 0.035 correspondió a una ~mol de 

producto. 

La ac~ividad por sintetasa se midid en un sistema que 

c:onsisti¿ de 62 umoles de soluci6n amortiguadora de imidazol pH 

7.4, 9 umoles de hidroxilamina.HCl, 0.5 umoles de EDTA, 30 umoles 

de L-9lutamato, 80 U moles de MgS0
4

, 7 U moles de ATP y O.S-.1.:Z mg 

de proteína en un vol timen +inal de 0.6 ml. Se desarrolló color de 

la misma manera que cuando de determinó la actividad por 

trans+erasa. 

Det.e,...mi,...~c:iÓn de la actividad de 9luta.rnato sintasa.: Se utilizó el 

m~todo de MEERS et a J. < 1970> y 1 as coricentrac iones e-n la mezcla. de 

reacción +uer-on 5 J,.Jmoles de gluta.mir.a., 5 l.Jmoles de 2-cetoglutarato,. 

25 umoles de Tris.HCl pH e.o, 0.15 µmoles de NADH y O.S-.1.:Z mg de 

protefna en un vol~m•n +inal de un mililitro. La reacci6n se inic:i¿ 

por la adición de- 9luta.rr-ina y el descenso e-n la. absorba.ncia a 

340 nm +ue registrado a 25ºC. 

Determinación de la actividad de glutamato deshidrosenasa: Se 

determinó de acuerdo al método reporta.do por· MEERS et al. <.1970>. 

Las concentraciones en la mezcla de reacci6n fueron 20 umoles de 

2-c:eto9lutarato, 90 umoles de NH4 Cl, 0.5 umoles de NADH o NADPH, 

25 umoles de Tris.HCl pH e.o y o.s-1.2 mg de proteína en un volÚmen 

Tinal de un mililit~o. Se ~egistró el descenso en la absorbancia a 

340 nm a 25º c. 
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Determinacidn de la actividad de alanina deshidrogenasa: Se realizd 

de acuerdo al método repor·tado por ROSKOWSKI et al. (1969). Las 

c:onc:entraciones en la mezc:la de reaccidn +ueron 0.5 umoles de NADH, 

20 umoles de piruvato de sodio, 90 µmoles de NH4 Cl, 25 umoles de 

Tris.He! pH B.O y O.q-o.6 mg de proteína en un vol~men +inal de un 

mililitro. Se registró el descenso en la absorbancia a 340 nm a 25° 

c. 

Afslamient.o de las mutantes insensibles a la 
. , 

repres.ion por amonio: 

10
7 

esporas d~ s.ervthrea ~u~ron mutagenizadas con 

N-metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina <NTGJ <3 mg/mll de acuerdo a la 

metodología reportada por DELIC et al. < 1970>. Después de una hora 

de exposlc:fÓn a Ja NTG se tuvo un 95% de muerte. De las 

sobrevivientes se obtuvieron colonias aisladas, las cuales se 

sembraron por estr{a en MC con 100 mM de cloruro de amonio y se 

incubaron a 29°C. 24 horas d~spues se cortaron cilindros de agar de 

c:ada una de las colonias y se colocare~ sobre una capa de medio 

para bioensayo conteniendo Sarclna lutea. Se mantuvieron las cajas 

a 4°C durante Ja noche para permitir la di~usiÓn del antibiÓtico y 

al cabo de ese tiempo se incubaron a 2~C por 24 h. Se 

seleccionaron aquellas colonias que presentaron halo de inhibicidn 

del c:r-ec:imiento de s. lutea alrede-dor· del cilindro de agar <Fig. 

6). 

Prepar-aciÓn de los extractos para la cromatograTía en placa -fina: 

El microorganismo +u~crecido en MM c:on glicina (20 mMl o N~Cl 

(100 mHl como +uentes de nitr6geno. A las 24 0 4B y 72 horas el 
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ESPORAS MUTAGENIZADAS 

{}. 

CD MEDIO COMPLETO 

~ 

u. 

MEDIO COMPLETO CON 
100 mM NH4 CL 
INCUBACION A 29°C POR 2-3 DIAS 

CILINDROS DE AGAR 
{} . 

lannnn n O BIOENSAYO SARCINA LUTEA 

MUTANTE 
DERREGULADA 

FIG. 6. mtodo de selecci6n de las nutantes derregu.l.adas de la biosj'.ntesis de 
eritramicina del efecto negativo ejercido por e1 amonio. 
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micelio se 
, 

sepa.ro del medio < 50 rn l > y a JÍste se le ajustó el pH a 

9.0 con NaOH 10 N. Se realizaron dos extracciones con cloroformo y 

se evapor¿ a sequedad. Los crisLales formados se redisolvieron en i 

ml de cloruro de metileno y se aplicaron 10 ~1 a las placas de gel 

de s(Jice. Estss se desarrollaron en 2 sisLemas de solvenLes 

diferentes, cloruro de metileno-meLanol-hidrJxido de amonio 

<90:10:1 v/vl y cloruro de metileno-metanol-benceno-formamida 

ceo:20:20:2 v/vl ICORCORAN, 198ll. Las placas se revelaron con 

p-anis,.ldc-h!dc-H 2 so 4 -etanol 11:1:20 v/v). 

Dete,..mina.c::iÓrt de amonio: Se realizó en el medio de cultivo previa 

separacir5r1 del micelio, de acuerdo al mé'toda de WEATHERBURN (1967). 

Presentación de lo: datos y reproducibilídad: Los experimentos 

mostr,,dos en cad"' fi9ura fueron repetidos al menos una vez para 

CQnfirmar ~eproduci~ilidad. Adem~s todos los experimentos se 

realizaron al menos por triplicado y se presenta la media de los 

resultados .. -' .;__ -~ 
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RESULTADOS. 

La bíos{ntesis de eritromicina por S. erythrea creciendo en MM 

con sacarosa y glicina se inicid a partir de las 12 h de 

-fermentación v continuo' por 36 her-as aproxima.dame-rite de una manera 

asociada al crecimiento .. La. producc:ir5n espec{-fica. empezó a dec:linar

al mismo tiempo que el crecimiento se detuvo. Cuando se sustituyef 

la glicina por NH 4 CJ, Ja velocidad de crecimiento de este 

microor9a.nismo -fu~ li9erarnente mayar y la biomasa total también +ue 

mayor~ sin embargo la pr-oducc:iÓn de er·itr-omicina -fue 4 veces menor 

con respecto al valor obtenido en glicina <Fig. 7l. Al crecer a 

este microorganismo e~ di+erentes concentraciones de NH 4 Cl se 

obse .... vÓ que Ja producciÓr, del antibiÓt.ico estuvo en +unción inversa 

cor• r-espec:to a la c::once..-1traciÓr1 de la sal de amonio, nota"ndose un 

e-fecto ne9ativo desde 10 rnt:. Esta disrninuciÓn en la biosíntesis del 

a.ntibiÓtico no se debiÓ a modiTica.cior1e-s en el pH del medio de 

cultivo ni a un crecimiento menor como se puede observar en la Fi9. 

S. Por- otro lado, al crecet· a. s. er-xthrea er1 otras sales de amonio 

(sul+ato v nitrato) tambiJn se observd un efecto negativo sobre la 

p~oducciÓn del C'ntibiÓtico <Fi9. 9>. 

El amonio pudo haber ejercido el efecto negativo por diversas 

razones. Una de ellas podría ser la estimulaciÓn de una enzima que 

hidrolizara a la eritromicina. Otra sería que estuviera impidiendo 

de alguna manera la excresiÓn del antibiótico o que actuara 
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FIG. 7. Perfiles de crec:Uniento, producci6r. especi'.fica de eritranicina y concentración de 
iones am:::mio en el medio de cultivo de saccharol;ypospora eryt.hre.a NRRL 2338 adi
cionado de 20 m."! de glicina (o) 6 100 m.~ de NH4 c1 (•) corro fuenres de nitr6geno. 
El microorganismo fué crecido en MM con agitación (160 .rev min- ) a 29ºC. A los 
diferentes tiempos se tomaron muestras para la determinación de biomasa. eritromi
cina y amonio de acuerdo a 1a metodología antes señalada. 
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medio-de cultivo de Saccharolyposoora 
en funci6n de la concentraci6n de el~ 

50 m1 de MM con cada una de las concentraciones de cloruro 
de amonio fueron inoculados con 2 ml de micelio precrecido 
en MC durante 24 fi e incubados con agitación a 29ºC. Se r~ 
porta el valor de crecimiento. de eritromicina y pH obten~ 
dos a las 48 h de incuóación. 
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FIG. 9. Efecto de di.ferentes =ncentraciones de sulfato y nitrato 
de arronio sobre la producción específica de eritromicina. 
50 ml de M?-1 con la fuente de nitrógeno señalada se inocularon con 
dos mili1itros de micelio precrecido en MC y se incubaron a 29ºC 
con agitación. Se tomaron muestras cada 24 horas y se cuantificó 
1a biomasa y la eritromicina de acuerdo a la metodología antes ci
tada. Se reportan los valores obtenidos a las 48 horas de fermen
tación. 
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reprimiendo Ja slntesis o inhibiendo la actividad de las enzimas 

que participan en la b!osíntesis de la eritromicina o de las que 

'9eneran a los precursores del ant ibiÓt. ice i. e. ács. propiÓnico y 

metilmalÓnico. Aunque las dos pr·imera.s alternativas eran poco 

probabl~s se hicieron los experimentos pertinentes para 

descart~rlas <datos no mostrados>. 

En virtud de que el amonio ni estimuló la hidrÓlisis de la 

eritromicina ni impidió su excresicfn, se proc:edic' a discriminar 

entre las otras posibilidades. 

A traves de un sistema de células en reposo. en dond~ ~l 

microorganismo ya no crece pero se mantiene viable y es capaz de 

sintetizar antibiÓtico, se pudo determinar si el amonio estaba 

actuando como un inhibidor. Para ~sto se creci¿ a S. erythrea en 

medio completo durante 24 h y se trans+iri6 el micelio al sistema 

de célula:. en reposo .. BaJO estas cor1dic:iones., la pr·oducciÓr. del 

antibiJtico ocurre durante 24 horas por- lo que es posible 

determinar si existía inhibic:iÓn dí!' lo.s enzimas ya pr·e+orma.das. En 

la +i9. 10 se observan los resultados obtenidos al adicionar 

cloruro de amonio <JOO mM>, c:loran-fenicol (50 lJg/ml>, un inhibidor 

de la síntesis de proteínas o cerulenina !25 ug/mll, un inhibidor 

de la eritrondlido sintetasa. Como era de esperarse, la cerulenina 

a esta concentración casi no permitió la síntesis de eritromicina 

<11% con respecto al control>. El cloranTenicol, el amonio y la 

mezcla de ambos a+ectaron de manera similar la síntesis del 

antibiótico. Estos resultados indicaron que el microorganismo en el 
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FIG. 10. Producci6n esoec~fica de eritrornicina en e1 sis
tema de células en rep~so adicionado de 100 mM NH 4 Cl (o), 
50 \Jg/ml de cloranfenicoJ. (A), 25 wq/ml de cerulenina (A), 
100 mM de NH 4 Cl + 50 wg/ml de cloranfenicol l•l y el con
trol (•). 
E1 micelio obtenido despu~s de 24 h de crecimiento en MC 
fué recuperado> lavado con dos volúmenes de agua y resus
pendido en 25 ml del sistema de células en reposo. Se in
cubó con agitacion a 29ºC y se tomaron muestras cada 12 h 
para las mediciones de biornasa y eritromicina. 
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sistema de células en reposo todavía es capaz de llevar a cabo 

síntesis de prote(nas, ya que en presencia de cloran+enicol, la 

s{ntesis del antib!dtica fu~ menor y fu~ debida a las enzimas 

pre+ormadas durante el crecimiento en medio completo. Los 

resultados obtenidas al adicionar amonio y amonio en presencia de 

cloran+enicol sugieren que el amonio no inhibi¿ la actividad de las 

enzimas pre+ormada5, aunque existra la posibilidad de que la 

concentracio'r. adicioniada de NH 4 Cl no Tuera la suficiente para 

a-fec:ta.r totalmente la producción de antibiótico. Esto se- descar·tó 

adicionando concentraciones de la sal tres veces mayores al sistema 

de cfÍlulas en reposo. En la tabla 3 se puede observar que 

concentraciones mayores de 100 mM de NH4 c1 tuvieron un e+ecto 

nesativo similar. Por lo tanto se descart~ que el amonio estuviera 

actuando como un inhibidor de las sintetasas de eritromicina o de 

las enzimas que +arman a los precursores. 

Esta al ter·nat iva nuevamente se descarto' a través de un 

experimento en donde micelio precrecido en medio completo +ue 

trans+erido al sistema de c~lulas en reposo bajo dos condiciones. 

El control y otra en presencia de 100 mM de NH4 Cl; al cabo de 4 

horas, se lav¿ el micelio y se resuspendi¿ en el sistema de c~lulas 

en reposo con cloran+enicol para impedir la sCntesis de proteCnas 

d~ novo. La producción de eritromicina se determinó 6 ho~as 

despueS. Los resultados mostraron que el amonio no permiti¿ la 

síntesis del antibiótico a pesar de haberlo eliminada del sistema 

mientras que en el control si hubo praducció'n de eritron1icina 

<Tabla 4>. 
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TABLA 3. Producción especrfica de eritromicina en 
presencia de diferentes concentraciones de cloruro 
de amonio adicionadas a1 sistema de células en re
poso. 

Control 

25 mM NH 4 Cl 

so mM 

75 mM 

100 mM 

200 mM 

300 mM 

Producción especrfica 

µg/mg proterna 

9.o±o.s' 

3.7±0.1 

3.5±0.2 

4.0±0.1 

3.2±0.5 

4.1±0.3 

El microorganismo fué crecido en MC durante 18 h a 29°C. 
Al cabo de ese tiempo el micelio fué lavado dos veces con 
agua destilada y resuspendido en el sistema de células en 
reposo. La deterrninaci6n de eritromicina se rea1iz6 a 1as 
12 h después de la transferencia. 
1 Desviación estándar 
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TABLA 4- Efecto de NH 4 C1 (100mM) sobre 1as sintetasas 
de eritromicina. E1 microorganismo fué crecido 18 horas en m~ 
dio comp1eto y se transfirió a1 SCR y SCR + 100 mM de NH 4 C1. 
A1 cabo de 4 h se 1avó e1 mice1io y se resuspendió en SCR con

teniendo 50 µg/m1 de c1m. La determinación de eritromicina se 
rea1izó 6 horas después. 

Condición 

SCR 

Producción de eritromicina 
(µg /rng protej'.na) 

2.oa±o.2 1 

o.oo 

Los resu1tados son e1 promedio de experimentos por dup1icado~ 
1 Desviación estándar. 
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De igu~l forma, la adicidn de NH4 Cl o cloranfenicol a un 

cultivo de S. eryhtrea cr-eciendo en medio completo y habiendo 

iniciado la síntesis del antibiótico, permitieren que ésta 

continuara durante 6 horas m¿s a diferencia del testigo que sigui~ 

produciendo hasta las 36 horas de fer-rner.t.aciÓn <Fig. 1.1). Todos 

estos resultados indicaron que el amonio no estaba inhibiendo sino 

que estaba reprimiendo a las enzimas que participan en la 

bios{ntesis de eritr-omicina o estaba reprimiendo la síntesis del 

propionato o metilmalonato, los dos principales precursores del 

eritrono'tido. 

Si el e-fecto se llevara a cabo por- una disminución en la 

formación de los precursores, las adiciones de propionato o 

metilmalonato deber(an revertir el efecto del amonio. Sin embar90, 

la adicici'n de SO mH dti? propionato de sodio al tiempo cero o a las 

24 hor·:is de -fer·me-nta.ciÓ!'1 a ur1 cultivo crecido en 50 mM de NH
4

Cl no 

revirtió e-1 e-fecto riegativo <Fig. 12>. Tampoco la adición de 

diferentes concentraciones de propionato (20-60 mMI al sistema de 

c~lulas en reposo, en donde se evitar(a que el propionato se 

canalizara hacia met~bolismo primario. revirtieron el eTecto sobre 

la producción de eritromic:ina <Tabla :S>. En virtud de estos 

resultados, el amonio debía actuar sobre las enzimas involucradas 

en la sCntesis del antibidtico directamente. 

Las primeras enzimas consideradas como parte de la vCa 

biosintJtica de eritromicina son la cinasa del propionato ~ ia 
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FIG. 11. Efecto del NH4 Cl (100 mM) y cloranfeni=l (50 J.Jg/\11-l} 
sobre la produ=i6n de eritromicina por S. ery1:hrea. 
200 ml de MC fueron inoculados con 8 ml de micelio precrecido 
en el mismo medio. Se incubaron con agitación a 29ºC y a las 
18 h de crecimiento se adicionaron el cloranfenicol y el clo
ruro de amonio. Se tomaron muestras a diferentes tiempos para 
las mediciones de biornasa y eritromicina. 
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surro de iones arronio Cv) en~io de cultivo adicionado de A) 50 nM de NH4CJ.; B) 50 rrM 
de NH4c1 + 50 rrM de propionato adicionado al tiempo cero; C) 50 ITM de NH4C1 -f' 50 rrM de 
propionato adicionado a las 24 h y D) control con 20 rnM de glicina. 
50 ml de MM con sacarosa como fuente de carbono y la fuente de nitrógeno señalada fueron 
inoculados con 2 m1 de micelio precrecido en MC e incubados con agitación a 29ºC. Se toma
ron muestras cada 24 horas para las mediciones de crecimiento 7 eritromicina y amonio de 
acuerdo a la metodología señalada anteriormente. 



TABLA 5. Producci6n de eritrcmicina en e1 sistena de cé1u1as 
en reposo adicionado de diferentes concentraciones de propi~ 
nato. 

O:>rrlici6n 

O:>ntro1 

20 mM Propionato 

40 mM Propionato 

60 mM Propionato 

NH4 0 100 m'-! 

NH4C1 + 20 mV. Propionato 

NH4Cl + 40 m"l Propionato 

NH4Cl + 60 mM Propionato 

Produqci6n espec~fica 
(pg.ñng prote~na) 

11.5:!: o. 2 1 

9.0:!: 0.7 

15.5:!: 0.4 

13.0:!: 0.2 

4.5:!:0.9 

5.0 :!:0.5 

4.8 :t0.3 

4.9 :t0.1 

El micrcx:>rganismo f~ crecido en M::: durante 24 horas con agi
taci6n a 29°C. Al cabo de1 tieri¡x:> se 1av6 el micelio dos ve
ces y se resuspensi6 en el sistana de células en reposo. Nue
vamente se incub6 con agitación a 29ºC. La determi.naci6n de 
eri trcxrúcina se realiz6 a las 12 horas después de la transfe
rencia. 
1 Desviación estándar. 
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carboxilasa del propionil CoA !Fi3. 2l. La primera incorpora un 

grupo +os+ato al propionato para posteriormente generar propionil 

CoA Y la segunda lo carboxila para formar el metilmalonil Co A. Se 

lntent¿ determinar la actividad de ci~asa y carboxilasa en la cepa 

NRRL 2338 crecida en medio m{nimo con 5licina como fuente de 

nitrÓ9eno. Sir, embargo ne -fLt¿ posible- detectar ninguna de las dos 

actividades. Por lo tanto ~e crecid al microorganismo en medio 

completo para aumentar la producción de antibiótico y por 

consiguiente la actividad de las enzimas. A~n asC no se logr¿ 

detectar actividad de carboxilasa en esta cepa. Ante esta 

situación, se decidio'utiliza.r la cepa CA 340 cuya. pr"oducciÓr1 de 

erit.romicina es 3-4 veces mayor y también es r·eprimida por amonio. 

Los resultados se pueden observar en la Fig. 13 y mostraron que 

ninguna de las dos enzimas fu~ reprimida por amonio. Por lo tanto 

el efecto debe situarse sobre las siguientes enzimas de la ruta 

biosint,tica de la eritromicina, las cuales debido a la carencia de 

los intermediarios fu~ imposible determinarlas. 

Sin embargo, indirectamente por cromatografCa en placa fina, 

desarrollando con dos sistemas de solventes se podía observar si 

alguno de los intermediarios se acumulaba. En el primer sistema de 

solventes que consist.io' en clorure de metileno, metaraol e hidro'xido 

de amonio (90:10:1 v/vl, se separaron principalmente las 

erit~omicinas A, B, C y D. En la Tig. 14 se muestran los resultados 

obtenidos y se puede observar que en la cepa NRRL 2338 crecida en 

MM con glicina como ~uente de nitrógeno, se detectaron las 

erttromicinas hasta las 72 h, mientras que cuando el amonio Tué 
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FIG. 13. Cinética de crecimiento de S. eryt.hrea CA 340, de producción de 
eritranic:i..na y perfiles de actividad de propionat.O.cinasa y propinil CDA 
carboxilasa en medio completo (s:únl:x>los cerrados) y medio ccnpleto con 
100 mM de NH 4Cl (slirbolos abiertos). 

200 ml de MC fueron inoculados con 8 ml de micelio precrecido en el mismo 
medio e incubados a 29ºC con agitación. A los tiempos marcados se tomaron 
muestras de 2 ml para 1as mediciones de crecimiento y e~itromicina y el -
micelio del medio que quedó se separó por ~entrifugación y se prepararon 
los extractos libres de células como se e~pecifica en Material y Métodos. 
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FIG. 14. Separaci6n de las eritrcrnici.nas producidas por S. eJ::ythrea NRRL 2338 por 
crcmatograf.:La en placa fina. 

Carril 1 Mol a las 24 h de ferrrentaci6n. 
Carril 2 ~ a 1as 48 h de fenrentaci6n. 
Carril 3 Ml1 a 1as 72 h de fer:rrentaci6n. 
carril 4 Estándar de eritranicina ccrnercial 
Carri1 5 M>I =:m 100 mM NH4c1 a las 24 h de 
Carril 6 M11 con 100 mM NH4 Cl a las 48 h de 
Carril 7 MM con 100 mM NH4 Cl a las 72 h de 
Carril 8 Estándar de erit.rdmicina canercial 

Abbott. 
ferment.aci6n. 
ferrrent.aci6n. 
ferment.aci6n. 
;ri.bbott. 

50 m1 de MM para cada condición fueron inoculados con 2 m1 de micelio precrecido 
en HC e incubados a 29ºC con agitación. A los tiempos señalados se separó e1 mi
celio del caldo de cultivo y el pH de éste se ajustó a 9.8 con NaOH 10 M. Las -
eritromicinas se extrajeron entonces con 2 volúmenes de cloroformo. el cuál se -
evaporó a sequedad. Las uuestras se disolvieron con l ml de cloruro de metileno 
y se aplicaron 10 µ1 en las placas de gel de sílice Merck. El sistema de solven
tes utilizado fué cloruro de metileno. metanol• hidróxido de amonio (90:10:1 v/v) 
y se revelaron con p-anisaldehído. 

EA Eritromicina A 
EB Eritromicina B 
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utilizad~ las manchas correspondientes a las eritromicinas 

disminuyeron notablemente en concentraci6n. H~y que mencionar que 

las di+erentes eritromicinas dan un color caracter{stico al revelar 

con p-anisaldeh{do, por lo que por su color y por el R+ relativo a 

erit,..omicina A se detec:.tar·on +ácilrnente .. 

En Ja cepa CA 340 se detectaron las eritromicinas desde las 24 

h,. incrementándose en cor1centr·ac:iÓr1 con-forme pasaba el t.iempo de 

incubacidn. En el medio de cultivo de esta cepa aparecen manchas 

adicionales que no se lograron detectar en la cepa NRRL 2336, 

probablemente por enc~ntrarse en muy baJa concentracidn. Sin 

embar-~o, al adicionar NH
4

c1 e-n lugar· de la glicina., todas 

disminuyeron en concentracidn nuevamente <Fi9. 15). 

En el segundo sistema da solventes icloruro de 

metileno-metanol-bancano-+ormamida, 80:20:20:2.5 v/vl, el micarosil 

er·itr·onÓlido ": 1 el eritror1Óljdo E rni91·an roás rápida;ner1te que las 

eritromicinas, por lo que +ue +áci detecta.-- la pr·oducc:iÓn de estos 

compuestos en el medio de cultivo. En Ja ti9. 16 sa muestran los 

resultados obtenidos con Ja cepa NRRL 2338 crecida en glicina y se 

puede observar que el eritron6lido y el micarosil eritron6lido se 

109raron detectar desde las 48 h de inc:.ubac:.iÓn, siendo rnás clara. la. 

mancha correspondiente al primer compuesto. Cuando el 

microor9anismo +u~crecido en cloruro de amonio, las manchas 

correspondientes a estos compuestos disminuyeron notablemente en 

concentraci~n. Las eritromicinas se desplaza~on menos en este 

sistema de solventes y su separaci~n +u~ muy deTiciente, 
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FIG. 15. Separación de 1as 
por S. erythrea CA 340 por 
fina. 

eritromicinas producidas 
cromatografía en placa 

Carri1 
Carril 
Carril 
Carril 
Carril 
Carril 
Carril 

1 MM a las 24 h de fermentación. 
2 MM a las 48 h de fermentación. 
3 MM a las 72 h de fermentación. 
4 MM con 100 rnM de NH 4 c1 a 1as 24 h. 
5 MM con 100 rnM de NH 4 c1 a 1as 48 h. 
6 MM con 100 rnM de NH 4 cl a las 72 h. 
7 Estándar de eritromicina comercial. 

Condiciones de crecimiento y de extracción idénticos 
a 1os de la figura anterior. E1 sistema de so1ve~tes 
utilizado fué cloruro de metileno-metano1-NH 4 0H 
(90:10:1) y revelado con p-anisa1dehído. 
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FIG. 16. Separación de las eritromicinas y otros 
intermediarios de 1a bios~ntesis producidos por 
S. erythrea NRRL 2338 por cromatograf~a en placa 
fina. 

Carril 1 Ml'l a las 24 h de fermentaci6n. 
Carril 2 MM a las 48 h de ~ermentaci6n. 
Carril 3 MM a las 72 h de ferrnentaci6n. 
Carri1es 4 y 8 Estándar de eritromicina comercia1. 
Carril 5 MM con l.00 mM de NH 4 Cl a las 24 h. 
Carril. 6 MM con l.00 mM de NH 4 Cl a las 48 h. 
Carril 7 M."'1 con l.OC mM de NH 4 Cl a las 72 h. 

Condiciones de crecimiento y extracción de 1as 
eritromicinas id&nticos que en la fig. 15. El siste
ma de solventes utilizado fue cloruro de metileno
metanol-benceno-formamida (80:20:20:2.5 v/v) y reve-
1ado con p-anisaldehído. 

3M Micarosi1 eritronó1ido 
Eb Eritronólido B 



as! se puede observar que estas ne iueron producidas bajo estas 

condiciones de crecimiento. 

En la cepa CA 340, la producción de micarosil eritronÓlido y 

del eritrondlido B +u~ mayor y se detectaron desde las 48 h cuando 

la .fuente de nitrógeno fue- 9licina, mierat.ras que en preser1cia de 

amonio, nuevamerate se observe! ur1a.. disminución -=-n la producción de 

estos compuestos. La: eritromicinas en general, también 

disTninuyeron en concer1traciÓn al adicicna.r NH4 c1 al medio de 

cultivo. Hay que hacer notar que no se observ¿ acumulacion de 

nin9uno de estos dos intermediarios cuando S. erythrea +u¿ crecida 

en la sal de amonio.(Fig. 17). 

AISLAMIENTO DE MUTANTES INSENSIBLES A LA REPRESION POR AMONIO. 

El aislamiento de mutantes insensibles & diversos mecanismos 

re~ulatorios ha sido de gran ayuda para comprobar los sitios en los 

cuales se ejerce el +eno'meno <NORMANSELL, 1986>. En nuestr·o caso 

Tué posible el aislamiento de mutantes insensibles a la represión 

por amonio utilizando la metodolo9ía repcrtada por Mart!n et al. 

!1979! para el aislamiento de mutantes de Streptomyces 9riseus 

insensibles al e+ecto de fósforo inorgánico sobre la biosíntesis de 

ca.nd i e id i na. 

El método de selecció'n utilizado se basó en que el 
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FIG. 17. Se~aci6n de las eritrc:rnicinas y otros inte:rrrediarios de la biosínte
sis producidos por s. eryt.hrea CA 340 por cronatografía en placa fina. 

carril 1 MM a las 24 h de fernentaci6n. 
carril 2 MM a las 48 h de fernentaci6n. 
carril 3 MM a las 72 h de fernentaci6n. 
carriles 4 y 8 Est.&-rlar de eritrcmicina. =>mercia1. 
carril 5 MM con 100 rnM NH 4Cl a las 24 h de fenrentaci.6n. 
carril 6 MM con 100 m.'-1 ni4Cl a las 48 h de fenrentaci6n. 
carril 7 MM con 100 mM NH4Cl a las 72 h de fenrentaci6n. 

Condiciones de crecimiento y extracción de 1as eritromicinas idénticos que en 1a 
Fig. 15. El sistema de solventes utilizado fue cloruro de meti1eno-metano1-ben
ceno-formamida (80:20:20:2.5 v/v) y revelado con p-anisaldehído. 

3M Micarosil erit.ron6lido 
Eh Eritron6lido b 
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mfcr"'oor9anismo no producía eritromic:ina en presencia de NH4 Cl a las 

24 y 48 h de crecimiento (cilindros 3 y 9¡ 4 y 10>, como se puede 

observar en la +ig. 18. Las mutantes resistentes al e+ecto 

presentaron halo de inhibici¿n d~l c:rec:imiento de Sarcina lutea 

desde las 24 ho,...as de incubación a. di-ferencia del control que

empieza a producir una peque~a cantidad de antibi~tico hasta las 72 

horas. 

De esta manera se aislaron 6 mutantes de S. erythrea NRRL 2338 

que +ueron capaces de producir eritromicina en presencia dE 100 mM 

de NH4 Cl, inclusive dos de el las sintetizar-en m¿s antibi~tico que 

la cepa silvestre. Como se puede observar en la tabla 6, cuatro de 

las mutantes aisladas produjeron una cantidad similar de 

eritromicin~ que la cepa original crecida en glicina. Las mutantes 

IM20 v la IM-42 produjeron 20 y 60% m~s antibiÓtico. Este título 

mavo,... taimbifÍr. fu~ observado en gl ic:ina como +ue-r1te de nitr-Ógenc 

<datos no mostrados!. Estas seis mutantes +ueron seleccionadas de 

3000 colonias probadas lo que representa una +recuencia del 

0.0002%. 

¿CUAL ES EL EFECTOR DE LA REPRESION POR AMONIO? 

La represión nitrogenada ejercida sobre la bicsíntesis de 

muchos antibióticos podría llevarse a cabo por el amonio mismo, a 

través de al9uno de los aminoácidos generados por su asimilación o 

61 



F::rG. 18. Difusi6n de 1a eri t.rc:micir.a producida en los cilindros de agar en 
donde fu~ crecida S. erythrea. Modio ccrnp1eto a las 24 h de ir.cubaci6n (6, 
12), a las 48 h (1,7) y 72 h (2,8). J'L"'Clio ccrn¡:>leto con 100 m.~ de NH4 Cl a 
1as 24 h de incubaci6n (3,9), a las 48 h (4,10) y 72 h (5,11). 

E1 microorganismo fué crecido por cstrÍ3 Pn MC o HC con 100 m.~ de NH 4Cl. A 
1os tiempos señalados se cortó un cilindro de agar de la estría y se colo
có sobre una placa de medio para bioensayo con Sarcina lutea. Estas placas 
se colocaron a 4°C durance 12 h y posteriormente se incubaron a 37ºC por -
24 horas y se observaron los halos de inhibici6n del crecimiento. 
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TABLA 6- Producción de eritromicina por 1as 
mutantes de s. erythrea insensib1es a 1a r~ 
presión por amonio. 

CEPA Producción específica 

% 

NRRL 2338 (G1icina) 100 

NRRL 2338 (100 mM NH 4 C1) 4.1 

:IM-19 (100 mM NH4 Cl.) 106.0 

:IM-20 (100 mM NH 4 C1) 120.0 

:IM-36 (100 mM NH 4 C1) 111-5 

:IM-42 (100 mM NH 4 C1) 163-0 

:IM-43 (100 mM NH 4 C1) 114.0 

:IM-44 (100 mM NH 4 C1) 104.0 

Los microorganismos fueron crecidos en MM con 1a 
fuente de nitrógeno que se especifica. Las deter 
mi naciones de eritromicina se hicieron a 1as 72-
horas de fermentación. 
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inclusive por algunas de las enzimas que participan en ella. Hasta 

la +echa se ha reportado que la producción de ceTamicina, de 

ri~amicina y de tienamicina es alta cuando la actividad de 

~lutamina sintetasa tambien es alta y viceversa; cuando la ~uente 
, 

de nitrogeno es una sal de amonio en concentraciones mayores de 20 

mM, tanto la síntesis de los antibidticos como la de GS son bajas 

!AHARONOWITZ, 1980; NI et al., 1984; WAX et al., 1982>. 

En este sentido se determinaron los per+iles de actividad de 

GS, GOGAT, GDH y ADH en S. erythrea crecida en glicina o NH4 Cl 

(100 mM> como ~uentes de nitrÓ9eno. 

En la +ig. 19 se observa el per+il de la actividad de 

9lutamina sintetasa determinada por los ensayos de trans+erasa y de 

sintetasa. En ambos sistemas se presentaron dos picos de maxima 

actividad, a las 24 y 48 h de +ermentaciÓn, cuando el 

microorganismo +ue crecido en glicina. En amonio, la actividad de 

GS +ue de 3-4 veces menor en relaciJn a los niveles anteriores. 

Ante estos resultados de alta actividad de GS y de alta 

produccidn de eritromicina y viceversa pudiera pensarse que se 

requiere de la presencia de GS para que haya s!ntesis del 

antibidtico, tal y como ha sido propuesto por algunos autores 

<AHARONOWITZ, 1980; NI et al., 1984). Sin embargo, al determinar la 

actividad de GS y la producción de eritromicina en ác. glutamicc Y 

en glutamina como Únicas +uentes de nitrógeno, se observo' una alta 

actividad de la enzima y nula produccidn del antibiótico y baja 

64 



•e: 
·e 
1 • 0.8 en 

•e: 
·e 
1 • 
en 

80 E 
E .,, 

a.> .,, 
a.> e; 

0.6 E 

e; 
E 

60 :::a.. 
:::a.. 

<X 

<X 0.4 V> 

~ 
L&.J 
t--
~ 0.2 en 

V> 

40 <X 
er:: 
L&.J 
IU.. 
V> 
2: 

20 <X 
er:: 
t--

V> 
<.!:> V> 

<.!:> 

24 48 72 24 48 72 

TIEMPO (horas) 

FIG • .19. Perfiles de actividad de glutamina sJ:nt.etasa (sint.etasa y transferasa) de 
S. eryt:hrea crecida en n1 con glicJ:na (•l 6 NR4 Cl (o) cerro fuentes de nit.r6geno. 

500 ml de ~~ contenidos en matraces fernDacñ fueron inoculados con 30 ml de mice..lio 
precrecido en MC y se incubaron con agi taci:ón a 29.ºC ... A los tiempos señalados se se 
paró.el micelio por centrifugación, se 1avó dos veces con 5uffer de extracción y se 
-0ptuvieron 1os extractos liDres de células como se especificó en Materia1 y Métodos. 
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activid~d con alto rendimie-nlo r-espectivamer1te; ur.a. correlación 

contraria a la anterior CFig. 20>. Lo que sugiere que no se 

requiere de 9lut~mina sintet.asa para que se +orme el antibi6tico, 

pero 

cabo 

no se puede 
, 

a tr-aves de 

e:"<cluir que 

esta enzima. 

la . / 
re pres 1 or1 por amonio se 11 e-ve a 

Sin emba.r·go, al a -"S".'--'e~r_..y'-=t.-'t-'-' '-r-'e=-.. =-

en di+erentes concentraciones de amcnio y determinar la actividad 

de GS se observ¿ que esta enzima se encontraba en niveles bajos 

<31% con respecto al control con glicina) desde 10 mM, 

manteni~ndose en este nivel entre 25 y 100 mM, mientras que la 

producci6n de eritromicina fue disminuyendo gradualmente con+orme 

aumentaba la concentraci~n de amonio en el medio de cultivo <Tabla 

.,. ) . 

Por lo que respecta a GOGAT, esta enzima no mostrd cambios en 

su perfil al utili=ar cualquiera de las dos -fuentes de nitrÓger10 

como ~e pued.;. obo;e-r·.-~u- c-r1 la fi9. 21 .. Tanto en 9l1cina. como en 

amonio ~..;. presentó....._,... máAimo de- actividad a las 24 h para 

po5terlormente ir disminuyendo con+orm~ avanzaba el ti~mpo de 

-ferme.ntac iÓn. 

Se ha reportado que en procarioles como las enterobacterias, 

la enzima GDH biosintética utiliza NADPH como ccenzima <BROWN~ 

J9BO>. En los actinomicetas se ha encontrada que alsunos utilizan 

NADPH, otros NADH y otros carecen de esta enzima como algunos 

B~cillus <DESPHPANDE et al., 1981; FISHER & SONENSHEIN, 1977; 

MAGASANIK, 1982>. En este trabaje se encontr6 que la actividad de 

GDH en S. erythrea en presencia de NADPH +ue 10 veces menor que con 
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FIG. 20. Per~iles de actividad de glutami.na sintetasa (trans
ferasa) de S. erythrea NRRL 2338 rrecida en 20 m.'l de ácido -
glutámico (o) y 20 m1•! de glutaJnina corro fuentes de nitr6geno. 

500 rnl de ~ contenidos en matraces Fernbach fueron inocu1a
dos con 30 ml de micelio precreciCo en ~C e incubados con -
agitación a 29ºC. A los tiempos ser.alados. se separó el mice
lio por centrifueación y se prepararon los extractos libres 
de células como ya se especificó. 
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TABLA 7. Nive1es de GS sintetasa y de producción 
espec~fica de eritromicina obtenidos a1 crecer a 
S. erythrea en diferentes fuentes de nitrógeno. 

Fuente de GS Eritromicina 
Nitrógeno % % 

Ac. G1utámico 20 mM 144 4.5 

G1icina 20 mM 100 100.0 

NH 4 C1 5 mM 111 104.0 

10 mM 31 59.0 

25 mM 33 26.0 

100 mM 37 3.6 

G1utamina 20 mM 35 363.0 

500 ml de MM contenidos en un matraz Fernbach fueron 
inoculados con 30 ml de micelio precrecido en MC. A 
las 24 h de incubación se tomaron muestras para las 
determinaciones de biomasa y eritromicina. El medio 
restante se utilizó para la preparación de los ex
tractos libres de células de acuerdo a la metodolo
gía antes citada. 
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FIG. 21.. Perfiles de actividad de =de s. ery-threa 
crecida en .MM con glicina (•) 6 NH4 Cl. (o) corro fuentes 
de ni tr6geno. 

Para la preparación de los extractos libres de células se 
siguió el procedimiento señalado en la fig. 19. 

69 



NADH v ambas sdlo se detectaron cuando el cloruro de amonio +ue 

utilizado como -fuente de nitr·cÍgeno. Er1 la. iig. 22 se observa que la 

activld3d de esta enzima presentd un m~ximo de actividad en las 

primeras horas de -fer1.-le-r.tac:iÓn, llegando a c.er·o a las 60 h, momento 

en que el microorganismo dejaba de crecer. En 9licina no se 109rd 

detectar actividad. 

La alanina desh!drogenasa ha sido considerada como una v(a 

altern8 de asimilación de amonio. tomar1do er, c:uenta.. que puede 

catalizar la formacidn de alani~a a partir de pir~vico y amonio. En 

S. ervthrea, la enzima NADH-ADH no mostrd cambios en su per+il al 

utilizar- ~licir.a o c:lorur·o de arnonio como fuer1t.es de r11tr·Ó9eno. 

aunque la actividad a las 12 h +u¿ un poco mayor en la sal de 

smonio <Fi9. 221. Estos dos compuestos indujeron inespec!+icamente 

a la ADH, puesto q~e el verdaderc inductor parece ser la alanina, 

c-rrdr1oácid-:> c:or1 .:-1 q"...J.'2 se- ot.+_uvo lat máxima ac:t.ividad 9 como se podrá 

ob~erv~r en la tabla B¡ un valor mu/ cercano +ue obtenido en ~c. 

~l,..J.t.~mico. GlL•tamina,. 20 roM '/ 100 rnM de NH
4

c1 -y glicir1a. indujeron a. 

un nivel intErm~dio. En treonina como +uente de nitr~seno se 

obtuvieron los niveles m~s b~os. 

Aunque no parecCa existir relacidn alsuna entre las enzimas 

que asimilan amonio y el e+ecto ne9ativo del mismo, se determinaron 

los niveles de GS y ADH en las mutantes aisladas que eran 

insensibles a la represión por amonio. Los resultados se muestran 

en la tabla 9 y se puede observar que no ~xistiÓ ning&n cambio en 

los niveles de GS ni de ADH, lo que sugiere que las mutaciones que 
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FIG. 2 2. Perfiles de actividad de NAI>-Ar:.H y NAD-GUi en funci6n de1 tiempo de 
crecimiento de s. ervthrea NRRL 2338 e.""l presencia de 20 rn.'-1 de gl.icina (•) y 
de 100 ro.V. de NH4 ci (o). 

~ara ia pr~paración de 1os extractos libres de cé1u1as se siguió e1 proce
-dimiento descrito para 1a fig. 19. 
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TABLA S. Niveles de ADH obtenidos al crecer S. eryhtrea 
en diferentes fuentes de nitrógeno. 

2q mM L-alanina 

20 mM L-glutámico 

20 mM L-glutamina 

20 mM NH 4 Cl 

100 mM NH 4 Cl 

20 mM glicina 

20 mM L-treonina 

Actividad espec~fica• 

4.8S ±O. 36 1 

4.7 ±0.16 

3.14 ±0.33 

3.37 ±0.48 

1.5 ±0.52 

2.4 ±0.23 

0.58 ±O .19 

% 

100 

97 

65 

70 

31 

49 

12 

s. erythrea fu€ crecida en MM conteniendo la fuente de 
nitr6geno indicada. 500 ml de medio contenidos en ma
traces fernbach fueron inoculados con 30 ml de micelio 
precrecido en MC durante 24 h. A las 24 h de fermenta
ción se prepararon los extractos libres de c€lulas co
rno ya se especificó. 

1 Desviación estándar. 
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TABLA 9. Actividad de GS (sintetasa) y ADH en l.as 
mutantes de s. er~threa insensibl.es a l.a represión 
por amonio de la iosintesis de eritromicina. 

~EPA GS* ADH* 

NRRL 2338 0.16±0.0.8.l 2.23±0 • .1.4 

M-20 0.11 :EO. a6 1.82±0.33 

M-44 o. 25:E0.01 2.74:!:0.26 

M-36 O • 1 5 ±O • 0.1. 1.64:!:0.24 

M-42 0.24±.0.03 2.76:t0.10 

500 ml. de MM con 100 mM de NH 4 c1
7
se inocu1aron con 2 m1 

de una suspensión de esporas ~10 ) de cada una de 1as 
cepas uti1izadas. Se incubaron a 29ºC con agitación. A 
1as 24 h de fermentación se separó y lavó el micelio y 
se prepararon los extractos libres de cé1ulas como se 
especificó en Material y Métodos. 

1 Desviación Est5ndar. 
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ocasionaron la lns•nsibilidad al amonio no estuvieron relacionadas 

con algdn cambio en los niveles de estas enzimas. 

Otra alternativa e-Ya que e-1 arnoriic estuviera act.uando a trave's 

de al C?rir1 
, 

aminoac:ido, produc:tc de su métabolismo. Er1 virtud de que 

en altas concentracio~es de amonio, la actividad de GS es baja, se 

esperarla que los niveles de 9lutamina fueran baJOS ~ los de 

91•-ltámic:o altos. En ca.so de que el amonio actuara a trave's de 

~lutamina, la adiciJn de este araino~cido deberla revertir el efecto 

del amonio y por e-1 o<f:.ro lado, la. adición de ac. glutámico debería 

tener un e+ec:to ne9ativo si éste iuera el ~~ector. Los resultados 

obtenidos se muestran en la tabla 10 y se puede observar que 

ninguno de lo$ arnir.oác:idos adicior1ados revirtió el e+ect.o del 

amor1io, sin embargo la adición de 9lutámica tuvo un e+ecta 

negativo, similar al del amonio. Esto su9iere que el amonio pudiera 

estar actu3r1dc a trc;.v~s de- les nive-!e-s de- a.c. glutámico. Sin 

embar·go. 1~ adiciÓr1 de m~tilarnir.a, un aná.1090 no rnetaboliza.ble de 

amonio, a las J2 horas de fermentaci6n provee¿ una disminuci6n del 

crecimiento y a una concentraci6~ de 100 mM r~dujo la síntesis de 

la erit~omicina a los mism~s niveles que se obtuvieron al adicionar 

amorJio <Fic:;. 23l. 

74 



TABIA lll Efecto de diversos aminoácidos sobre 1a sl:ntesis de eritromicina 
en el sistema de ~1u1as en reposo. 

CDNTROL 

VALINA3 

ISOLEUCINA 

ME:'I'IONINA 

TRECN.INA 

AC. SUCCINICO 

AC. GLUl'AMICO 

GLUrAMINA 

NH4 Cl 

»::: -i> SCR 1 

PR:>DlJCCJ:ON ESPEx::IFICA 
µg/rng 

11.0 :i;_O. S* 

17.0:.0.7 

16.0 :.O .1 

5.0 :t:0 .• 9 

12.0:.1.1 

a.s:t:0.4 

6.8:0.2 

12.0:0.S 

S.O:f0.4 

o.o 

o.o 

o.o 

o.o 

o.o 

o.o 

o.o 

o.o 

o.o 

E1 microorganismo fue crecido en MC durante 24 h. Se recupero e1 
mice1io. se 1avó dos veces y se resuspendió en e1 sistema de cé-
1ul.as en reposo. 

2 E1 microorganismo fué cr.ecido en MC + 100 mM NH4 C1 durante 24 h. 
Se recuperó-~1 mice1io, se 1avó dos veces y se resuspendió en el. 
sistema de células eñ ·reposo. Las determinaciones de biomasa y de 
eritromiciña se hicieron 10 horas después de 1a transferencia. 

3 Los aminoácidos se adicionaron a una concentración final. de 20 JllM. 

*Desviación es t:ándar. 
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FIG. 23. Efecto de la adici6n de metilamina (SO y 100 m"-1) al medio de cultivo a las 12 horas 
del crecimiento de s. erythr-ea 1'."RRL 2338 sobre J.a producci6n de eri trcrnicina. 

50 ml de ~ se inocularon con 2 ml de micelio precrecido en MC y se incubaron a 29ºC con agi
tación. A las 12 h se adicionó la rnetilarnina y se Continuó la toma de muestras para las me
diciones de crecimiento y eritromicina por la metodología antes descrita. 

' \ 
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DISCUSION 

La represidn catabdlica nitrogenada es un +endmeno regulatorio 

que a+ecta la síntesis de diversos tipos de macromol~culas 

<MAGASANIK, 1982; MARZLUF, 1981; OMURA & TAN~KA,1965). La 

bios(ntesis de los antibi6ticos no escapa a este mecanismo y son 

muchos los ejemplos que se pueden citar a este respecto <Tabla No. 

ll. En nuestro caso, la produccidn de eritromicina por 

presencia de ione~ amonio en el medio de cultivo y los resultados 

obtenidos con el sistema de c~lulas en r•poso indicaron que este 

comouesto no actuaba a traves de inhibicidn, ya que no a+ectaba 

totalmente l• s!ntesis de la erltro~1ci~a en este sis~ema a~n en 

presencia de cloran+enicol dende actuarla ~n1camente sobre las 

enzimas pre+ormadas. La cerulenina, un antibidtico inhibidor de la 

sintetasa de acidos grasos y que inhibe tambi¿n la sCntesis de 

al~unos antibidticos macrdlidos IOMURA, 1976), a+ect¿ casi 

totalmente la produccidn del antibidtico. Por otro lado, la 

elim!nacidn del NH
4

c1 del sistema no restituy~ la sCntesis de la 

eritromicina como ocurrief al quitar la cerulenina del sistema de 

c~lulas en reposo para la s!ntesis de candicidina en donde sC 

estaba actuando como un inhibidor <MARTIN & MCDANIEL, 1977). 

Adem~s. la adici6n de amonio o de cloran+enicol, tanto al 
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sistema d• c~lulas en reposo como a un cultivo que ya inici~ la 

sínte:is de E-t"'itr-o"'ic:ina p~rmitieron que e.,st.a. c:ont.ir1uar-a por- cierto 

tiempo para despues detenerla. Esto pudo debers• a que el 

cloran+enicol ~ el amonio impidieron la síntesis de novo de las 

enzimas oue participan en la biosCntes1s de eritromicinai no 

a+ectaron a las ya existentes y por eso continu6 l~ síntesis por un 

cierto tiempo en estas condiciones. Resultados similares +ueron 

obt,r:onidos por LIRAS e-t al. (lt:;.77> al estudiar la. r-egulaciÓn por 

+os+atos de la sCntesls de candicidina por Streptomyces griseus. 

Una vez establecido que el amonio reprimía la síntesis de la 

eritromicina, se intentd conocer a que nivel se llevaba a cabo el 

e-fe-etc .. Si la represién se E>Jerc:(a sobr·e la. síntesis de los 

precur-sore-s, la adición de- pr·cpionato o de los aminoácidos cuya. 

de?,......;tdac:iÓr, lo ~ene-r·a.r., debía haber re-ver··t1do el e+ect.o negativo, 

SÍ'!"'°1 embCJor';lc ésto r10 su=e-dic/' r1i er1 la -fermc-r.t.aciÓr1 r1or·mal ni en un 

sisteme de c¿lulas en repose. Hay que mencionar que en el caso de 

la r-e~u1aciÓr1 por r.itr·Óger10 de la. biosínt.esis ele tilosina., en donde 

amonio reprime- la de9radac:iÓr1 de valin.:.. ~ t.reonina para generar 

propionato, la adic:io""r1 de los aminoácidos o del pr·op1onato mismo 

revirtieron e-1 e+ec:to r1e-gativo de-1 amonio, rest.ablec.iéndose la. 

s{ntesis de\ protilondlido CTANAKA ~tal., i986>. Por lo Lanto, los 

resultados obtenidos en s. er~threa sugirieron que el amonio no 

estaba actuando a este nivel. 

Entonces, el blanco de regula.c:iÓr1 debía estar situado 

directamente sobre las enzimas que sir1te-tiza.n al a.ntibiÓtico. La 
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propionato cinasa v la propionato carboxilasa son consideradas c:omo 

las primeras enzimas de la ruta biosint~tica <CORCORAN, 1981> y por 

lo tanto susceptibles de ser el blanc:o de la regulacidn. Sin 

embar90, al determinar los niveles de estas enzimas en el micelio 

de S. erYthrea CA 340 crecido en MC c:on y sin amonio, no se 

observaron di+erencias en los niveles de estas enzimas. Ya que 

estos resultados se obtuvieron con la c:epa CA 340 c:abr(a la 

posibilidad de que no +ueran válidos para la c:epa NRRL 2338 1 pero 

la produccidn de eritromicina en la cepa CA 340 tambi~n +ue 

reprimida por amonio y adem~s se ha observado que las dos cepas 

utilizadas están relacionadas genéticamente <SENO & HUTCHINSON, 

1986). 

El amonio, entonces, debCa actuar sobre las siguientes enzimas 

de la v{a <ver ~i9. no. 2>. Debido a que no ~ué posible conseguir 

los intermediarios Ceritrondlido B, micarosil eritrondlido, 

eritromicinas B, e, o D> ne fué posible medir la actividad de 

alguna de estas enzimas pero a trav~s de la cromatogra+Ca en placa 

+ina se pudo observar que todos los intermediarios de la 

bioslntesis de eritromicina disminuyeron en concentracidn al crec:er 

a S. erythrea NRRL 2338 o CA 340 en presencia de cloruro de amonio. 

En el caso de que el amonio hubiera reprimido dnicamente a la 

eritron~lido sinteta.sa. entor1ces no se hubiera detectado producción 

del micarosil eritron~lido y se observ¿ claramente que la mancha 

correspondiente a este compuesto disminuyci en concentración en 

lugar de desaparecer, cuando el amonio +ue utilizado como +uente de 

nitr~9eno. Estos resultados se observaron tanto en la cepa NRRL 

79 



2338 como en la CA 340 siendo m~s claros los resultados con la 

se9unda cepa. Por lo tanto, el amonio reprimi& la síntesis de todas 

las enzimas que participan en la biosCntesis de eritromicina, 

a+ectando de esta manera la producci¿n de todos los intermediarios 

en +arma coordinada. Si los genes que codi+ican para estas enzimas 

estuvieran organizados en un operdn, como se ha reportado para la 

bioslntesis de otros antibi¿ticos IMALPARTIDA ~ HOPWOOD, 1984; 

FEITELSON et al., 1985; CHATER ~ BRUTON, 1905> serfa lÓgico pensar 

que se regularan de man~ra coordinada, pero hasta la ~echa no hay 

evidencia su+iciente para a+irmar que los genes de la bios(ntesis 

de eritromicina están or·ganizados en un operón en Saccharolypospora 

erythrea <WEBER et al., 1985; WANG et al., 1982; STANZAK et al., 

1986). 

En S. Tradiae y en Streptoverticillium kitasataensis, el 

amonio reprime a la valina deshidrogenasa y en el primer 

microorganismo adem¿s a+~cta a la treonina desam1nasa lTANAKA et 

al., 1986; TANAKA et al., 1981>. Ambos microorganismos producen 

antibi¿ticos macrdlidos similares a la eritromicina, sin embargo el 

blanco de regulaci¿n en estos microorganismos es di+erente al 

encontrado en s. erythrea. Por otro lado, CASTRO et al. <19851 han 

reportado tambien represión y de manera coordinada sobre las 

enzimas que participan en la síntesis de la ce+amicina C en 

Streptomvces lactamdurans, a di+erencia de los resultados 

reportados con s. cl~vuligerus en donde sJlo se reprimen la 

·expandasa y la ciclasa <BRAÑA et al., 1985>. Por lo tanto no existe 

un solo sitio sobre la s{ntesis de los antibi¿ticos que sea el 
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blanco de la accidn del amonio. 

El aislamiento de mutantes derreguladas ha sido de gran 

importancia para poder con~irmar a que nivel se ejercen los 

mecanismos regulatorios, as! como para establecer la localizacidn 

de la mutacidn en un mapa gen~tico <NORMANSELL, 1986). MARTXN et 

al. <1979> aislaron mutantes resistentes de s. griseus a la 

represión por +os+atos y demostraron que la enzima p-aminobenzoico 

sintetasa era el blanco ~e la regulación. 

A través de la metodología descrita en material y m¿todos 9 se 

logró la selección de mutantes resistentes a la regulación por 

amonio de la síntesis de la eritromicina. Debido a que la 

Trecuencia de aparición ~ue de 0.002% se pod~Ía pensar que la 

localización de las mutaciones +ué cromosomal 9 lo cuál concuerda 

con la localización de algunos de los genes involucrados en la 

biosíntesis de eritromicina obtenida por WEBER et al. <1985> 0 por 

lo que la regiÓ~ que regula la expresión de estos genes también 

estaría localizada en el cromosoma. 

H~y que hacer notar que dos de las mutantes obtenidas como 

insensibles a la represidn por amonio, producen más eritromicina 

que la cepa original. lo que indica que el cambio producido en 

ellas~ ahora permitio'una mayor expresión de los genes involucrados 

en la síntesis del antibidtico. Por lo tanto serCa interesante 

conocer si cepas de mayor producción son todav{a sensibles a la 

represión catabólica nitrogenada y en caso de serlos una estrategia 
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para aumentar su produccidn serla el aislamiento de mutantes 

insensibles a este eTecto. 

Una pre9unta que sur9id desde el inicio de este trabajo +u~ s[ 

el a_mónio per se era el que llevaba a cabo el e-fecto o er-a un 

producto de su metabolismo o si el e+ecto estaba mediado por GS. 

Algunos autores se inclinan por esta Última alternativa. ya que el 

amonio a+ecta de igual manera los niveles de GS y de los 

antibióticos AHARONOWITZ, 1980; WAX et al., 1982). Por lo tanto 

se determinaron en S. ervthrea, los niveles de GS, GDH y ADH para 

establecer si el e+ecto se llevaba a cabo a trav¿s de alguna de 

estas enzimas y ademas conocer como se llevaba a cabo la 

asimilación del amonio en glicina y amonio como Tuentes de 

nitrógeno, ya que la in+o~mación existente al respecto, en 

acttnomicetos, era muy diversa. 

Los resultados obtenidos mostraron que glutamina sintetasa 

estuvo presente cuando se adicionó glicina como +uente de 

nitrógeno. Esto probablemente debido a que la cantidad de amonio 

generada a partir del aminoácido +ue muy pequeña, aunque se logré 

excretar una cierta cantidad al medio de cultivo. Por el contrario, 

en altas concentraciones de amonio se observó una disminución en la 

actividad especí+ica de GS. lo que sugiere que este iÓn a+ecta la 

síntesis de la enzima. Resultados similares han sido obtenidos con 

S. ncursei, S. cattleya y N. mediterranei, en donde se obtuvieron 

bajos niveles de esta enzima en altas concentraciones de amonio 

!GRAFE et al., 1977; PARESS ~ STREICHER, 1985; NI et al., 1984>. 
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Por otro lado, existen reportes de que en s. clavuligerus y en s. 

venezuelae, el amonio no regula la síntesis de GS <BRAÑA et al., 

1996a; SHAPIRO ~ VINING, 19931. De aqu{ la importancia de saber que 

enzimas estaban presentes en s. erythrea en cada una de las dos 

~uentes de nitrógeno utilizadas y posteriormente poder 

corre 1 ac i criar 1 as con 1 a produce i Ón de er i trom i e i na. 

En virtud de que en 100 mM de NH4 c1. existieron bajos niveles 

de GS, Ja asimilación de amonio debió ocurrir a trav¿s de la 

glutamato deshidrogenasa, ya que los niveles de esta enzima Tueron 

altos bajo estas condiciones de crecimiento. Además, en glicina no 

estuvo presente la GDH, como era de esperarse, si esta enzima se 

sintetiza Únicamente cuando existen concentraciones altas de amonio 

en el medio de cultivo. Por lo tanto, se puede in+erir que la 

a.simi lacidn de amonio en -'S'-'-._e=..or~y'--'t'-'r-''-'-r-·e"-"'a, se 11 eva. 
, 

a cabo a traves de· 

GS/GOGAT o a través de- NADH-GDH depend i ende de la concentra.e iÓr1 de 

amonio o de la Tuent.e de r1itr-Ógeno utilizada en el medio de 

cultivo. 

Hay que hacer notar que a di+erencia de enterobacterias, la 

actividad de GDH biosintética en s. erythrea ~ué mayor con NADH que 

con NADPH. En este sentido, este microor~anismo se comporta como S. 

venezuelae, en donde no se detectó actividad con NADPH <TYLER, 

1979; SHAPIRO ~ VINING, 19831. Por el contrario, la GDH de S. 

noursei utiliza NADPH como coenzima y S. clavuliqerus ca~ece de 

ella <GRAFE et al., 1977; AHARONOWITZ ~ DEMAIN, 1979>. Por lo que 

resultó diT{cil extrapolar los datos reportados en otros 
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act.inomicetos, en c•..1.ant.o a la -forma de asimi la.cién del amonio y lo 

mismo puede decirse en le que respecta a la regulacidn de estas 

enzimas, ya que al9unos de ellos se comportan como enterobacterias 

y otros como Bacillus <TYLER, i97S; MAGASANIK, i9S2; DEUEL et al., 

1970; DESHPANDE et al. 1981). 

Los resultados hasta ahora indicaban que en glicina habia 

niveles mayores que en amonio, tanto de GS .como de eritromicina, 

mientras que en 100 mH de NH 4 c1, los niveles de GS disminuían a la 

par qu~ la produccidn de antibiÓtico. Por lo tanto parec{a estar 

relacionada la presencia de GS para que se sintetizara la 

erttromicina. Creciendo al microorganismo er1 glut.ámico o gluta.mina. 

se esperaban niveles de enzima mayores que en glicina y 
, 

mas 

que en amonio respectivamente y por lo tanto los niveles de 

bajos 

e~itromicina debían estar relacionados. Sin embargo, al adicionar 

c:-lutámico como única +ue-nt.e- de nitrógeno, la producción de 

eritromicina ~u~ nula, mientras que en glutamina inclusive se 

detectd antibidtico 12 horas antes. Estos resultados concuerdan con 

el reporte de ROSZKOWSKI et al. < 1969> quienes encontraron que la 

susti tuciÓn del 25% de la -fuente de nitrógeno por· ácido glutámico 

proveed una disminucidn de la slntesis de eritromicina, mientras 

que la 9lutamina la estimuló. Estos resultados sugirieron que no es 

indispensable la presencia de glutamina sintetasa para que haya 

slntesis de antibiótico, aunque no se descarta la posibilidad de 

que exista un gene regulador comdn para ambas o que únicamente 

respondan por mecanismos diTerentes a la presencia del amonio. 
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encontrado en alanina>. Esta inespeci~icidad en la inducción podr{a 

explicarse por un lado, a que el glut¿mic:o y Ja 9lutamina pudiesen 

9enerar alanina por transaminaci~n. siendo realmente 'sta la que 

indujera a la ADH. Sin embargo. la alanina tendr{a que acumularse 

intracelularmente, Jo que resultaría di+,cil si se toma en cuenta 

que el microor9anismo estaba creciendo exponencialmente ~ 

canal izarla los amir1oácidos hacia la síntesis de prote{nas. Una 

manera de descartar esta posibilidad sería a travJs de an~logos no 

metabol izables de ac:. glut.ámico y de glutamina pa.r·a. de-mostrar que 

estos amino~c:idos inducen directamente o no. Esto se realizará en 

un estudio más pro~undo de la ADH de s. erythrea que se iniciará 

proxtmamente. 

La otra alternativa ser{a que esta enzima actuara sobre todos 

estos aminoácidos generando los cetoác:idos correspondientes y en 

especial en el caso de la valina +armaría el 2 ceto isovalerato que 

posteriormente generarla propionil Co A. Resultaría interesante, en 

este aspecto conocer si tambiJn isoleucina o m&tionina inducen y/o 

si la ADH puede utiliza~los como sustratos. Hay que mencionar que 

los intentos por detectar la actividad de valina déshidrogenasa en 

s. ervthrea, de acuerdo a la m&todología reportada por OMURA et 

al •• <1983> para. S. -fradiae, +ueron in-fructuosos. Por lo que ADH 

pudie,...a tener como +unción el actuar sobre estos aminoác.idos )" por 

lo tanto ser de gran importancia para la bioslntesis de 

eritromicina tal y como ha sido propuesto <AHARONOWITZ, 1980>. 

Hasta ahora el amonio parecla ser el candidato idóneo para 
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ejercer"' la r-epresicfn y ésto se con+irrnÓ al utilizar la rnetilarnina.. 

Este compuesto ejerció el mismo e-Tecto que el cloruro de amonio Y 

el ser un an~logo no metabolizable indica que no se requiere que el 

amonio sea convertido a al9Úr, aminoácido para actuar. En 

Chlamydomonas reindhar·di i, el amonio como tal tarnbién es el 

correpresor de la regulación de la nitrato reductasa <FRANCO et 

al., 19841. Por otro lado, BRA~A • DEMAIN <19881 encontraron que la 

represic5n por- amonio de la sÍr1tesis de la ce-Talcspo,..ina. en ~ 

clavuJiqerus no está mediada ni por glutamina ni por alanina por lo 

que es probable que el amonio per se sea el e+ectcr. 

Independientemente de que el amonio sea el e+ector o no, los 

resultados obtenidos resultan interesantes, tomando en cuenta de 

que existe un e~ecto regulatorio negativo del amonio sobre la 

biosíntesis de eritromicina y sobre todo el hecho de que las 

mutantes insensibles a la regulación por este compuesto producen 

m~s antibidtico que la cepa original. Por un lado, habría que estar 

alerta en el sentido de que mutantes hiperproductoras pueden 

presentar todavia represión por amonio y por lo tanto, la adición 

de sales de amonio al medio de cultivo industrial podría estar 

disminuyendo la productividad del microcr9anismo, des+asando la 

producción o simplem~nte disminuyéndola. Por otro lado, el 

aislamiento de mutantes insensibles a este e+ectc a partir de 

mutantes hiperproductoras, podría resultar en un incremento en la 

producci~n de la eritromicina y probablemente de otros antibi~ticos 

re9ulados de esta manera. 
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Desde el punto de vista de la ciencia b~sica, las mutantes 

también tienen su importancia, ya que mapeando las mutaciones que 

~eneraron la insensibilidad a la represidn por amonio se podrla 

saber si existe una zona re9ulatoria adyacente a los 9enes de la 

bios{ntesis de eritromicina, o si est~ sabre un 9ene di+erente pero 

que es importante para la expresicin del metabolismo secundario. 

Aunque en este aspecto, +alta todavía informacicin sobre la 9en~tica 

de los actinomicetos, no est~ lejano el d!a en que se ten9a un mapa 

camelete de s. ervthrea así como la localización exacta de los 

~enes de la bioslntesis de eritromicina y sus zonas re9ulatorias. 
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CONCLUSIONES. 

- El amonio ejerce un e+ecto negativo sobre la síntesis de 

eritromicina por Saccharolvpospora erythrea. 

- El amonio ejerce su e+ecto a través de represión. 

- El e+ector del TenÓmeno es el amonio per ~e. 

- E J amen i o se as i m.i 1 a a través de GS y GOGAT o NADH-GDH 

dependiendo de la concentración del amonio en el medio d~ cultivo 

de S. erythrea. 

- El Amonio reprime la síntesis de GS. 

- La enzima GOGAT no es a-fectada por la +uer1te de nitrógeno 

presente en el medio d~ cultivo. 

- La enzima NADH-GDH sólo esta presente cuando se utilizan 

al tas concentracior1es de amonio como -fuente de ni trÓgeno. 

- La enzima GDH utiliza NADH como coenzima. 

- La enzima ADH esta presente en cultivos de s. erythrea 

creciendo en ~licina o amonio. 
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- La enzima ADH es inducida inespec{+icamente por amonio, 

glicina, 9lutamina y ac. glutámico. 

La carboxilasa del propionil CoA y la cinasa del propionato 

no son reprimidas por amonio. 

- La represión ocurre sobre todas las enzimas que participan 

en la biosíntesis de eritromicina a partir de la eritrondlido 

sintetasa. 
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Nitrogen regulation of erythron1ycin formation in Strept01nyces 
elJ'lhreus 

(Erythromycin: amn1onium conccntration) 

Ma. Elena Flore!- a• and Sergio Soinch(!z" 
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,•'\<.·.: .. ·p11..·d ,l(l 0<.·1oh .. -r } <,JX..S 

!. SU!l.1!\IARY 

Erythromycin formation dccn:a:-.cd in Strc:pto
""''ces ervthreus as a function of thc a1nmoniun1 
c~nccntr~tion prc!--cnt in thc mcdium. Total inhihi
tion of synthc~i!<> wa!<> ohtaincd with 100 n1~1 
NH .. Cl but mediurn pH and 1..·ulturc gnn.-..·th u.en: 
not ~ignificantly affcctcd .. ·'\. ~imilar cffcct '"ª~ 

obtaincd with ~H .. SO, .. ,r t~H 4 J;:SO.a ind1ca11ng 
th<.lt amm1....,nium iPn pr1.1hahl~ n:prc-. .. 1..•d f1.,rn1at11.)n 
of antihiotic. 

Thc rcg.ulation oí ~c..: .. --...ndar:--- mctaholitc hio
synthcsis by nitrogcn ha~ n:..:civt:d much attcntion 
(1-5). Erythromycin i~ an antihiot1c and a ~cc

ondary metaholitc formcd b:-· !<>train!-. of S. c."ryrhrc."us 
at the end oí trophopha!<>c f6]. Culture .... of thi!i
microorgani~m grown with glycint! a!<> nitrogcn 
source produce! more antibiotic than cclb grown in 
the prescncc of ammonium f7J. \'\"e havc rnca~urcd 

• To v.hom corrc,.pondcncc should he !-COI at thc Jn .. 1ituto de 
Jn\C!i>ltg:u.::1c1nc'> B1comCd1Ca'>. Cni\cr'>1dad 'Sac1'--mal /\uti>noma 
de ~té-.ico. A.P 7011S, \k,ico :!O. D.F. 04510 \1•!'-.ico. 

growth and antibiotic production in S. erythreus 
~RRL B-1338 at variou~ lcvels of ammonia .. in a 
n1cdiu01 u..hich diminatc~ pH variation. The evi
dcncc obtained indicated that ammonium sup
prc!--~ccJ antibiotic formation probably through a 
rcprc .... ...,i ... ·c action. 

3. !1.IATERIAL A.:-;D :l.1ETl-IODS 

3. J. Organu,,, and cultll'tJ/1011 
S. t..•n·threu_\ ~RRL B-:!338 wild ~train was 

kindly ~upplied h:- thc ARS Culture Collection. 
L:.s_ Dcpartmcnt nf Agri1..·ulturc. Pi:oria. IL. U.S.A. 

Ali culture~ wcrc gro'-'n in a minimal mcdium 
(~1:\1) containing 2 g .!'-ucro~e. 0.2 g gl~cine. 250 
mg K .. HPO ... 500 nlg ~aCI. 50 mg :\1gSO.,. 50 mg 
FeSO,.-. 5 mg Znso ... 0.1 mg !\.1nCI::: and 0.1 mg 
C'-..,Cl .. ¡:>cr 100 mi üf 0.1 :\1 3-( .V-morpholino) 
propa-nc!i-ulphonic aód (~10PS> buffer (Sigma) pH 
7.S. For mycclial prop<.igation .;!nd antibiotic for
mation. approx. 10" .... porc~ wcrc inoculatcd into 
~1~1 (50 mi) containcd in a 150-011 crknmcyer 
na!-.k and incuhatcd at :!9°C for 24 h on a rotar)' 
shakcr ( 160 rcv · min - 1 ). 2 mi of this sccd culture 
wcrc inoculatcd into thc samc mcdium {50 ml) in a 
250-mJ crlcnmcycr flask and incubatcd under the 
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conditions dc,.crihc:d ahovc. At dc!'>ircc.J time!'.. :!-mi 
~an1ples wc:rc: withdrawn for dctcrmin;uion!<- of 
growth. pl-f and crylhromycin forrnatinn. 

3.~. Rt-•,,-1i11g-cc!ll .\y.Hc:111 •tucht'.' 
Cclls wit:"rc gn~wn fnr :!4 h .u _::9°c- in ;1 1..·l-.n1plcx 

medium (C~1) con1pn..,cd tlf 0.4 g ;.c.1 .. 1 '--"'tra1..·1. 0.4 
g dc"'l:tro!->c and 1.0 g. n1;1i1 1.."'-.tra1...·1 pt:r 100 mi nf 
distillc:d W;llcr. :\.1)1...·d1un1 '\\."a:- han. c ... tt:d. ''-J:-ohcd 
'l.Vilh 2 vol~. t"Jf :-.tc-rik• di ... 1dlcd ''~.itcr anJ n: ... u:-.
pit:"nc.Jc:d in 50 mi of ;1 rc .. 1ing-t.:cll :--:- ... rcm ( RC). Thc. 

RC 1..·on1;iincd 50 me. of :"'aCI ..tnc.J 50 nli! o( 

~fgS04 pcr 100 niJ ()f (-..1 ;...1 \fOPS huffer pH- 7.S. 
Chlor;unphc:nicol ( 50 /Jf;. 1ul 1

). .inirn.1n1urn chln
ridc (5.4 rng ·mi - 1 > and ú~nilcn1n (25 ¡1.g · n11- 1 ) 

.. -.·e-re: fillt:r-:-.rcnli.t:l.'d thr'"n1gh a :\.1illiporc: mcrn
br;tnc 1,:.pc: J-IA\\.'P n.:soo f"oc:furc addition. 

3 . .3. AsscJy o/ 1.:ryrhron1yc111 
At ~pc:cificd intc:rvab. thc pn-1L1u..:1ion nf an

tibiotic wa:-- dc1<:rn1inc:L1 hy ;1 di:-01..·-ag.tr plate tcch
nique a.!-. prcviousl;. dc: .... cribc-d fó}. 

3.4. Groh·th dctt•rnunallon 
Samplc!-> of mycclia wc:rc hanc!'.tcd. \\.¡1,hc:d with 

2 vols. of d.istilled ,,·¡1tcr and pl:.1(.·c=d in 2 mi of 0.3 
1\-1 trichlciroacctic o.u..·id. Aflc:r l,;Cntrifug.ation. thc 
pellet wa .... rc::-.u .... pcndcd in J mi of 0..4 ~1 :..=aOH. 
n1ixed thoroughJ,;. and it:-. prntcin concentratíon 
"\A."a~ .Jet~rrnincd b)- the Lo" r:- mcthnd u<;,mg ho"\.1nc: 
sc:rum alhunlin a!-> ~tandard fSJ. 

4. RESULTS 

S. t-•rythrcu.s S RRL B-2338 produccd eryth
romycin when grown in !\.t!\.t at .19ºC (Fig. 1 J. 
Production s.tartcd aftcr 18 h of incubaüon and 
continued Jinearly for appro"-. 60 h. Supplcmcnta
tion of the ~f!\,.f with a high ammonium concentra
tion resuhcd in a marked decrea .... e in antibiotic 
formation (Fig. 1 ). 

Severa! ferm<!ntations containing diffcrcnt con
centration~ of NH.,.CJ were tc .... ted for growth and 
erythromycin formation. Antibiotic JcveJs were 
proportionally rcduccd dcpending on the amm
monium concentration prcscnt in the culture 
medium (Fig. 2). Growth and pH values were not 
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F1g l. Gro...,,th Jnd "PC"<.:1f1c. C't")throm~c1n fr-.rmJtlon ª".a func
llon (•f time 1n lhC' pre-.c:n1.:e {4.J or Jh<.cn.:-C' t•J o( 100 m!\.f 
:-..;H_.CI Snl1d llne~ reprC' .. C'OI gr<-">v.th BroJ...en linc!> rcpre .. ent 
e~thn1m~c1n forma11on 

~ignific;.1ntly .:tffr..:1ed. The de(.;rca:-.e in .ant.ibiotic 
pr<.-..duction ob~erv1..•d wa!-> not affc:cted b~ the t;.pe 
of .ammoniurn :-.alt. ~1a,i1num effcct wa .... ohtained 
with the chloridc form. The .addition of diffc:rent 
conccnlration:-. of nrg~1n1c nitrogen ~ource .... (glycine. 
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Fig. 2. Effcct of different NH_.CJ concentrations in max.imum 
growth (0}. final pH "·aluc (.o.} and max.imum antibiotic pro
duction (•} of cclls grown for 48 h in MM. 



Tahk 1 

Efícct 1.-..r d1Hcrcnt .smmon1um !ioalt!>o 1.1n cr)tht1.'lm!-cin pn.xluc-
tion 

All .-mnHin1um .. alt ... tnd ;1m1n..-. ;1cid .. "crc :ulded 011 the he~in
ning .... r thr rcnncnt.111<)n al a 40 m!\11.: .. .,n..:cntrJ11on. S e~1h,..·1n 

\lr>J,' gH-..\lr>O 10 !\1:\1 ..1nJ .1nt1hh)110: lllfC" '""•I'" .Jclc:fUllOC"d ólÍIC"f 7:! 

h 1ncuh • .u1on 

A1nmo111um .... 11 Rcl..111'-c ant1h1 .. it;..: puxluc11 .. -.n ('i) 

-~-o-n-c~~~~~~,~oocc-· 

s1-1.c1 
su.so_, 
(!"H.al=SO.a 
Gl)ClllC 
Lcucinc 
Glutam1nc 

(J 

01 
100 

l:?O 

lcucine. glutaminc) did nnt n:duc:c- crvthronn·cin 
production (Table 1 )_ - -

/\n1monium coul<l c'crt ib ncg.ltivc cffc'-=l cithcr 
by ;in inhihitory or a rcprC!i!iivc acti'-1n_ To di~
criminatc hctu.ccn thc~c- an RC .. ,:a:-. u!icd_ This 
allows a dctcrmination of de novo en thron1vcin 
synthc!:.is for nlorc than ::?4 h. Thc Prc~cnc.; of 
cerulcnin. which inhihib. mal..'.rolidc antihiotil..'. prc1-
duc1ion (9). con!-.idcrahl~ n.~dw.:cd thc forn1ation of 
antibiotic. whC"rca~ addit1(1n of 100 n1:\.1 am-

' 

i '5 

~ 
~ 
=>. 

10 

~ 
;;¡ 

~ 5 

~ 

~ 
"' 12 

Time ( hours} 

Fig. 3. S!-nthe!>i!io oí Cf)thromycin b~ fC!o1ing cclh 3!> a run..:1ion 
oí time. Control <•l. in prc!>cncc or so µg-mt- 1 chlo
ramphcnicol (0). 100 m!l-1 :-..:H_.CI (.&.) and ::?S µg-m1- 1 

cc:-ruknin (..:.). ~1icro organ1~m!io \lr>C"rc gro""n in C~1 dunng :?4 h 
and thcn 1ran!ioícrrcd lo 1hc RC. 
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F1g 4 EUo:..:t oí 100 rnM :-..:H.CT .snd chloramphcnicol (Clm) 
~1n cr~throm;...:1n b10,.;.nth~,.i,.,. Culture;,. ""ere g,ro"n on C!\.1 on 
a rola0' !>ohakcr. :-..:H_.CI and Clm ""Cfc addcd al tK h oí 
ícrmcn1..1tu•n 

moniurn chloridc or chloramphcnicol rcsultcd in a 
les~cr- rcduction of crythromycin production (Fig. 
3). Antibiotic litre h) re!-i.ting cclb ,..,,.a!- not affccted 
b) highcr conccntration~ of SH 4 CI (not !-i.hown). 

Anirnt.)nium !ialt wa~ addcd to a culture whcn it 
wa!- airead) producing antih1ot1c. The addition of 
100 m!\.l NH_.Cl <lid not immcdiately affect 
~ynthe!-i.i~ ~o that crythrum)cin bio~ynthe~i5> pro
cccd<:d during 6 h ( Fig. 4). Sin1ilar re~ult~ were 
ohtaincd with cuhurc!-. trcatcd with chlo
ran1phcn1coL a protc1n :..~ nthe!-i.i!io. 1nhihitor. 

5. DISCUSSIO:-.: 

Thc result!-i. ohtained ~how an inversc: relat1on
~hip bctwcen anunonium conccntration in the 
growth mcdium and tht: ability of S. erythreus to 
produce erythromycin. Thi!:. effect was produced 
regardless of thc amrnonium salt he1ng u~cd. but 
maxirnum inhibition t.."'loC'Curred with 100 m~1 

NH,.CI conct:ntration. Similar effects of am
rnonium on the production of other ~treptomy
cete-derivcd antibiotics have bccn rcported 
(1.10.11 ]. 

lf arnrnonium actt:d by inhibiting crythromycin
fornUng cnz.yme!i-. thcn an1n1oniurn added to a 
resting-ccll suspension. which is producing because 



..... 
of prcf'-"irmcd cn;.ymc-'. !--ht."luld inu1H~<liatdy :o.lt."'P 
crythron1ycin -'Ynthc!-.i'.'>. ~'-' happcncd whcn 
ccrulcnin wa:-. o.u..ldt..·d. Ccn1knin i-' a ... pc:cifi1.: inhihi
l'-."'lf" cif the c1..1ndcn-'ing. :-.uhunit of fatty :..icid -':-n
lhc:ta:-.c and thc h11..1:-.:- nthc ... ,, llf f.1tt;. J•.:1d:-. '-' 1..·0111-

p.arahlc h."'1 plll;.cne o.1nd nun-fh--.1:-i:nc ;.1ntihi1,.1t11.: hi1,.1-
~ynthc-'Í-' fl~ 1-l). Thcn.!'fl1rc: .•• _.c:ruh:n1n 0.11:-.P in
hibited c:r;.thfl.•m;.cin hi'"'"':'.'-nlh1...· ... 1, 1n thc: RC. An1-
moniun1 ion:-. 1..H" ... .-hlor.11nphl."nÍL"l•l d1d nnt h:n.c: thc: 
-'an1c cfíc:1...·t. altlll1tn.!h thc:" 1nhih1h.·d f'líl"ld1u.:11on llf 
antihi ... "ltii..· nit.1rc tha~l 111 c~1ntn..;¡' 1.:ulturc .... 

r\.n1111nniu1n it-'c.:lf l.h)C-' fll'l 'urprc:-.:-. '"·cpha
lo:-.porin fl1rn1.1\h"lll 1f ct.·11:-. .dn.:a<l;. fH1, ... i.: .... :-. th1..· cn
z~nlf..• sy:o-tt..•111.., nccdcd for ~1nt1hh•l11..: prP1..hh.:tú.1n 
(11). J-hw•C'-Cr. a<l<lit1on uf JUO m'.\.1 ~H°"CI h.l ~I 

cuhun: \.\.fll1 ... c cr;.thn_1n1;. .. :1n pn1du1..·t1on h~1d :--t.1rtcd 
all(l\\.Cd ~1ntihit~111..· hiP ... \.nthc'I' h• 1..· .. •ntinut: Í<'í t~nl" 

6 h. thu' affcct1ng thc fin~il 111n:. 

.·'\n1ni..-iniun1 r..:pn:~ ... il•ll l•f c:r;.thn•1n;.c1n hi1..•
~ynthc:-.i:-. i~ :-.uppPrtcd h;. thc f~u.:t that chl0-
ra111phc:nin.,J dc..·c:n .. ·~1::-1..·..J .111tihi .. 1tit..' prndw .. ·tion 1n an 
idcntical w~1;. '-\.Íth ~1-1 4 Cl. Thc phcn .. ,mc-11011 of 
cat.1holi1...· nitrogc..·n r1...•prc- ..... :-.i,1n h.1 ..... hc-1...·n rcpurtc:d h1 
affcc:t man;.· 1.:atah .. 1li1..· c:nL;. tnc .... 1ndu<l1ng hi,t1da'e 
and urc:a~e. \.\.hc:rc cnl';.1111..· c:1..1n .. :cntr.1ti .. ,n i~ dt:pcn
dc..·nt on an1nH-iniun1 lt•n C:t•n ... cntr~1t1 .. 1n in thc: 
mt:dium (15). Thi::- 1...·1..,uld al ... 1..1 .. x·cur "ith cr;.th
n.-imycin-f1..1rnling cnl'.'lnc::-: h.._-i"c"cr. thi..· p .. 1,,1hil
it.' that the~c i1..1n:-. afft:1..:t .1 pn:vJC•u~ ..,tcp nc:1...·c,:-.ar;. 
for ~t."condar;. 1nctah1..•li:-.n1 c'rn::-. ... h•n , ... n1..1t c'
cludt:d. Furthcr :-.tud1c ... t..• dw.:1d.11c thc hu•chc:n1-
ical ha:-.i:-. of an1n11..•n1un1 ..:fft:...-1 are 1n pr .. -igre~~. 
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