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RESUMEN. Este articulo describe la produccion de tetraciclina biosintética o de primera generacion, con el objetivo de mostrar,
con propdsitos educativos, uno de los procesos de produccién industrial de antibiéticos mas interesantes y de limitada difusion.
En este manuscrito se detallan, el proceso de propagacion del microorganismo productor, tanto a nivel de laboratorio como en
tanque germinador; la produccion de tetraciclina en el tanque fermentador y el proceso de recuperacion del antibiético, poniendo
en relieve el uso del agua de cocimiento de maiz, un subproducto de la industria de almidén, como parte de los ingredientes de
los medios de cultivo utilizados en la elaboracién del producto, contribuyendo, con ello, a disminuir la contaminacion del
ambiente.

PALABRAS CLAVE: Tetraciclinas naturales, tetraciclinas de primera generacion, Streptomyces aureofaciens, agua de
cocimiento de maiz, fermentacion, proceso de recuperacion.

ABSTRACT. This article describes, the production of biosynthetic tetracyclines or first generation tetracyclines. The aim is to
show, with educational purposes, one of the most interesting and with very limited diffusion, the industrial antibiotic production
process. This manuscript describes in detail, the microorganism propagation at laboratory and germination tank levels, the
tetracycline production into a fermentor, as well as the downstream process. The use of corn steep liquor, a sub-product from the
corn starch industry, is pointed out as ingredient for the tetracycline process described, since it contributes in this way to reduce
the environmental pollution.

KEYWORDS: Natural tetracyclines, first generation tetracyclines, Streptomyces aureofaciens, corn steep liquor, fermentation,
down stream process.

La resistencia de las bacterias hacia los antibioticos se ha promovido, no sélo por el abuso de la
aplicacion o incumplimiento de la dosis prescrita, sino también, en otro contexto mas amplio, por la
falta de medidas de higiene que da lugar a una mayor frecuencia de infecciones (presentes de
manera critica en comunidades marginadas); el uso de bacterias transgénicas con marcadores de
antibioticos en sus plasmidos y por la capacidad de los microorganismos para formar bio-peliculas
resistentes a los ataques por antibidticos [1]. EIl amplio uso de antibi6ticos en la alimentacion
animal [2,3] Todo lo mencionado es aprovechado por los microorganismos para que, mediante
mecanismos de transmision, tales como plasmidos y transposones, la informacion genética, pase
rapidamente entre bacterias [4].
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Més aun, la mayoria de los gérmenes resistentes aparecen en los mismos hospitales, donde frecuentemente
se han encontrado bacterias de procedencia cutanea, desarrollando variantes peligrosas. A pesar de la gran
cantidad de antibioticos disponibles en el mercado, una persona podria morir en un hospital de cualquier
parte del mundo, victima de una infeccion causada por una bacteria resistente. La bldsqueda de nuevas
estrategias, pueden en parte, ser la solucion al problema de la resistencia microbiana a los antibiéticos. Tal
ha sido el caso de las tetraciclinas biosintéticas, que en un principio fueron aplicadas contra muchos
patogenos incluyendo bacterias gram-positivas, gram-negativas y ricketsias, por lo cual eran consideradas
antibioticos de amplio espectro pero que, debido a las razones antes expuestas, generaron microorganismos
resistentes, a tal grado, que dejaron de ser efectivas. Las tetraciclinas biosintéticas o de primera generacion,
constituyen un grupo de antibidticos de amplio espectro, encabezados por la clorotetraciclina o aureomicina,
aislada en 1947 a partir de un cultivo de Streptomyces aureofaciens [5]. Poco tiempo después surgieron, la
oxitetraciclina o terramicina generada por Streptomyces rimosus Yy la tetraciclina propiamente dicha, las
cuales son consideradas, tetraciclinas de primera generacion. [6]. Las tetraciclinas de segunda y tercera
generacion (minociclina, doxiciclina, metaciclina y tigeciclina), son tetraciclinas producidas, mediante la
modificacion quimica de la tetraciclina base, generada biosintéticamente [7] Yy actualmente estan siendo
utilizadas para el control de varias enfermedades, dentro de las cuales se encuentran el cancer, la gangrena,
la uretritis gonocdcica, el linfogranuloma venéreo y las causadas por Helicobacter pylori, entre otras, contra
las cuales, las tetraciclinas de primera generacion no tienen efecto significativo. Resulta interesante conocer
entonces, como objetivo académico, el proceso de produccion industrial de la tetraciclina natural o
biosintética, considerando que en muchos casos, las modificaciones quimicas hechas a esas moléculas, dan
lugar a las tetraciclinas de segunda y tercera generaciones.

MECANISMO DE ACCION

Las tetraciclinas biosintéticas bloquean la sintesis de proteinas, impidiendo la unién del ARN de
transferencia, que porta el aminoacido, con las unidades ribosomales (30S) que estdn montadas sobre la
cadena de ARN mensajero y que estan produciendo la cadena polipeptidica (figura 1). Ademas de este
mecanismo, las tetraciclinas pueden quelar el magnesio necesario para que se produzca la unién ribosémica
e inhibir algunos sistemas enzimaticos bacterianos, dentro de ellos, la fosforilacion oxidativa [8].

A este grupo de antibidticos pertenecen la clorotetraciclina, bromotetraciclina, oxitetraciclina y la
tetraciclina propiamente dicha, cuyo nombre es, de acuerdo a la International Union of Pure and Applied
Chemistry, (IUPAC): 4-(dimethylamino)-3,6,10,12,12a-pentahydroxy-6-methyl-1,11-dioxo-
1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahydrotetracene-2-carboxamide [9]. Todos ellos comparten una férmula comuin
(figura 2).
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Figura 1. Mecanismo de accion de la mayoria de los compuestos antibacterianos y analogos de factores de
crecimiento (modificada de Madigan [10] )

1. PROCESO DE PRODUCCION INDUSTRIAL DE TETRACICLINA.
1.1 LABORATORIO DE FERMENTACION.
1.1.1 Placas de Petri.

El microorganismo que produce la tetraciclina es el Streptomyces aureofaciens y desarrolla colonias en un
medio de cultivo cuya formulacién se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Formulacién del medio de cultivo para cajas de Petri y tubos de agar inclinado (cultivos
“maestro” y de “trabajo”).

Ingrediente Concentracion (%)
1. Solidos de agua de cocimiento de maiz 0.4
2. Sacarosa 1.0
3. Sulfato de magnesio 0.025
4. Fosfato de potasio monobasico 0.2
5. Fosfato de amonio 0.2
6. Agar 20
Agua destilada 100 ml
El pH se ajusta entre 6.3y 6.4
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Figura 2. Estructura quimica de las tetraciclinas biosintéticas de primera generacion.

El microorganismo se siembra en la superficie del medio en cajas de Petri y después de 4 a 5 dias de
incubacion a 28°C, se desarrollan colonias con las siguientes caracteristicas: circulares, aplanadas, de 3-4
mm de diametro, convexas, de bordes enteros, superficie brillante y de color naranja intenso.

1.1.2 Cultivos “maestro” y de “trabajo”.

Se escoge una colonia tipica (con las caracteristicas mencionadas anteriormente), la cual se macera en
condiciones asépticas y se siembra en la superficie de 3 ¢ 4 tubos de ensayo, conteniendo medio de cultivo
inclinado y estéril, con la misma formulacion descrita para el medio de placas. Después de dos dias de
incubacion a 28°C, se seleccionan los tubos que muestren un crecimiento homogéneo y no estén
contaminados. Estos cultivos denominados “maestro” se almacenan por un periodo de cinco meses a 8°C,
excepto uno, del cual se toman alicuotas que se siembran en un mayor nimero de tubos con agar inclinado.
Estos cultivos ya desarrollados después de incubados a 28°C, constituyen los cultivos de “trabajo” que se
almacenan a 8°C y que seran utilizados en la siembra de los “indculos” que se destinaran a la “Planta de
Produccion”.

1.1.3 Inoculo.

El “in6culo” consiste en un matraz Erlenmeyer de 2500 ml (Fernbach) conteniendo 1500 ml del medio de
cultivo liquido cuya férmula se muestra en la tabla 2.

El medio de cultivo del “indculo” se esteriliza 60 min. a 121°C y una vez frio, es inoculado en condiciones
asépticas con 5 ml de una suspension acuosa de esporas de S. aureofaciens, provenientes de un tubo de
“trabajo”. Los “indculos” Fernbach se incuban 48 h a 28°C en agitacion orbital a 202 rpm. Después de la

ISSN: 1665-5745 - 4/10 - www.e-gnosis.udg.mx/vol10/art2
iR = 11



© 2012, e-Gnosis [online] Vol. 10, Art. 3 Biosintesis de tetraciclinas... Canale A. et al.

incubacion, los matraces se someten a pruebas de contaminacion antes de sembrarlos en el tanque
“Germinador-A”.

2. PLANTA FERMENTACION.

2.1 Germinador de primera etapa (“Germinador-A”).
El tanque germinador de primera etapa tiene un volumen de carga de 300 L y lleva 260 L de medio de
cultivo (tabla 3), antes de esterilizar (A.E.), el cual aumenta a 300 L después de la esterilizacion.

Tabla 2. Formulacion del medio de cultivo de la etapa de “Inoculo”.

Ingrediente Concentracién (%)
1. Sacarosa 35
2. Solidos de agua de cocimiento de maiz 25
3. Sulfato de amonio 0.2
4. Fosfato monobasico de potasio 0.1
5. Carbonato de calcio 0.7
Agua destilada 100 ml

pH natural = 4.6-4.8. se ajusta a 6.5 con NaOH 0.1N

Tabla 3. Formulacion del medio de cultivo de la etapa de “Germinador-A”

Ingrediente Concentracién (%)
1. Aceite de maiz 0.2
2. Solidos de agua de cocimiento de maiz 1.3
3. Sulfato de amonio 0.4
4. Azlcar granulada 35
5. Carbonato de calcio 0.4

El procedimiento de preparacion del medio de cultivo se inicia al adicionar los ingredientes: tres, dos y
cuatro (en ese orden), al tanque de mezclado que ya contiene previamente, 200 L de agua fria. Después de
agitar la mezcla durante cinco min., se adiciona el ingrediente # uno y se agita por treinta min.  Se
determina el pH y en caso necesario, se ajusta entre 6.6 y 6.8; se adiciona el ingrediente # cinco Yy se afora
el medio a 260 L con agua fria, los cuales se transfieren al tanque “Germinador-A” (“G-A”) para esterilizar
con vapor saturado (125 °C y presién de 1.6 Kg-cm-?), durante cuarenta min.; se enfria a 28°C y se
determina el pH. Después de lo anterior, el “G-A” se inocula con 1.5 L de un “Indculo Fernbach” avalado
por el Laboratorio de Fermentacion y se incuba por 24 h con un régimen de aire de 0.18 m-min™, a una
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temperatura de 28°C y a una presién de 0.4 Kg-cm™. En caso de formarse demasiada espuma en el tanque
durante el periodo de incubacion, se agregan pequefias cantidades de aceite de maiz, estéril. Los
parametros a evaluar para saber si el “G-A” esta listo para inocular al tanque “Germinador-B” (germinador
de segunda ectapa o “G-B”), son: catalasa, 24 unidades; paquete de micelio, 98% y ausencia de
contaminacion. A lo largo de todo el periodo de incubacion se toman muestras del “G-A” cada cuatro
horas, para evaluar los tres parametros anteriores. El volumen del “G-A” que se inocula al tanque “G-B” es
el 10% del volumen de medio de cultivo del “G-B”.

2.2 Germinador de segunda etapa (“Germinador-B”).

El medio de cultivo del “G-B” tiene la formulacién que se muestra en la tabla 4. Los ingredientes
mostrados se disuelven en un volumen de 3,750 L de agua fria.

Los ingredientes 3, 4 y 5 se disuelven en 1,300 L de agua fria, agitando durante cinco minutos, después de
lo cual, se adiciona el ingrediente # 2, que se disuelve mediante agitacion durante 30 min. EI medio de
cultivo debe tener un pH natural de 6.6 a 6.8 pero en caso negativo, se ajusta con NaOH.

Tabla4. Medio de cultivo del tanque Germinador-B (“G-B”).

Ingrediente Concentracion (%)

1. Aceite de maiz 0.20
2. Agua de cocimiento de maiz 1.30
3. Sulfato de amonio 0.36
4. Azlcar 2.00
5. Carbonato de calcio 0.40

Se adiciona el ingrediente nim. 1, se afora el medio a 1500 L y se esteriliza mediante el sistema de
esterilizacion “batch™ a 125°C por 40 min., dentro del tanque "Germinador B". Cuando el medio de cultivo
se ha enfriado a 28°C, se determina el pH que debe estar entre 6.4 y 6.6. Una vez que el Laboratorio de
fermentacion ha confirmado que el medio de cultivo de este germinador se encuentra estéril, entonces se
inocula con 300 L procedentes del tanque germinador "A", de tal forma que el volumen final del "G-B" es
ahora de 1,900 L. El tanque asf inoculado se incuba durante 24 h a temperatura de 28°C, aireacion de 1.11
m-min~'y presién de “cabeza", de 0.4 kg-cm™.

2.3 Tanque fermentador o biorreactor de produccion.

El tanque fermentador tiene un volumen de carga de 24,700 L pero se maneja a un volumen de trabajo de
26, 500 L, con el medio de cultivo mostrado en la tabla 5.

El procedimiento de preparacion del medio de cultivo es el siguiente: en el tanque mezclador se disuelve el
ingrediente # 1 en 3,000 L de agua a 75°C, con agitacion durante 20 min. y posteriormente, se afora a
3,750 L con agua caliente.  Enseguida se adicionan los ingredientes del 2 al 8, en ese mismo orden y
agitando, para después, aforar a 5, 000 L con agua caliente y finalmente, agregar el ingrediente # 9. El
medio de cultivo asi preparado se envia al sistema de esterilizacion continua por “tubos de retencion”,
donde se esteriliza a 123°C por 2 min., después de lo cual el medio se enfria rapidamente a 90°C y
posteriormente, a 30°C con agua, para aforar el volumen a 22,000 L, ya en el tanque fermentador. El
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fermentador se inocula con 1,800 L procedentes del tanque “G-B”, lo cual hace un total de 26,500 L. La
temperatura del medio de cultivo se baja y se conserva a 28°C durante todo el tiempo de incubacion. El
pH se ajusta entre 6.2 y 6.4, manteniéndose asi, durante toda la fase LAG. Durante la fase exponencial del
microorganismo, el pH se ajusta entre 5.75 y 5.85 con hidréxido de amonio. Después de las 25 h de
proceso, se agregan pequerfias cantidades de aceite de maiz estéril, cada 40 h hasta el final (120 h). El plan
de aire Para esta etapa es el siguiente: de la hora cero a la cinco, 1.0 m-min™; de la hora seis a la diez, 2.0
m-min™; de la hora once a la quince, 4.0 m-min™ y de la hora quince hasta el final, 6.0 m-min™

Es necesario hacer notar que, tanto en los dos tanques germinadores como en el fermentador, el aceite de
maiz no sélo sirve para abatir la espuma, evitando que los tanques pierdan medio de cultivo por la linea de
"venteo" (o de salida de gases), mojen el filtro y se contaminen, sino también, para proporcionar una fuente
de carbono alterna que el S. aureofaciens usa, una vez agotado el substrato principal.

Tabla 5. Formulacion del medio de cultivo utilizado en el tanque fermentador.

Ingrediente Concentracion (%)
1. Harina de maiz 3.3
2. Sulfato de amonio 0.7
3. Sulfato de zinc 0.004
4. Sulfato de magnesio 0.12
5. Sulfato ferroso 0.002
6. Sulfato de cobalto 0.0002
7. Carbonato de calcio 0.6
8. Sélidos de agua de cocimiento de maiz 1.25
9. Aceite de maiz 0.4

El nivel de produccion de tetraciclina en el tanque fermentador es el principal parametro que se evalla a lo
largo de cada lote, aunado a la produccion de catalasa y de micelio, a partir de las 12 h de haber inoculado
el tanque fermentador.  Ademas de lo anterior, la calidad de cultivo puro se determina desde antes que el
tanque se inocule; ya inoculado y durante todo el proceso de incubacion.

3. RECUPERACION DE LA TETRACICLINA.

El "caldo fermentado™ se retira del tanque fermentador; se recibe en un tanque con agitacién; se acidifica
con é&cido clorhidrico y se le agrega sulfato de sodio para evitar que el antibiético producido se degrade.
Esta mezcla es luego filtrada a través de un filtro prensa con filtro-ayuda (“Dicalite”® o tierra de
diatoméaceas). El filtrado se envia a un segundo tanque agitado para continuar el proceso de extraccion,
mientras que el micelio del microorganismo y los sélidos del medio de cultivo retenidos en la "torta”, se
suspenden en agua fria, se agitan y se vuelven a filtrar por filtro prensa con ayuda de "Dicalite” ®. Este
proceso de suspension de la "torta" en agua Yy filtracion, se repite tres veces mas para lograr extraer los
residuos de antibidtico, lo més posible. La "torta” final se descarta y los extractos se juntan con el filtrado
colocado en el segundo tanque, donde se agrega hidroxido de sodio para elevar el pH y lograr la
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precipitacion del antibidtico. Se agita repetidas veces para lograr el crecimiento de los cristales de
tetraciclina y se agrega "Dicalite” ®, para luego filtrar a través de filtro prensa. El filtrado se descarta,
enviandolo al area de tratamiento de efluentes, y la “torta” recuperada y humeda de tetraciclina, se disuelve
(1:1) en una solucion de agua-metanol a pH de 1.2, a la cual se agregan, ferrocianuro de sodio y sulfato de
calcio, para lograr que los materiales contaminantes e insolubles, precipiten y se recojan en la "torta",
después de filtrar a través del filtro prensa. El filtrado recuperado se trata con urea a pH de 3.5-4.0 y
después de centrifugar, se recuperan los cristales de "tetra-urea™ que se suspenden en agua-oxitol a pH de
3.5 para obtener finalmente, los cristales de tetraciclina-base que son luego centrifugados y secados (figura
3).

CALDO ACIDIFICACION ADICION DE
P
ADICION DISOLVER EN AGUA
e —» | CRISTALES -y FILTRAR |- S
pH12 gt
-—
ADICION DE FILTRADO+ TETRA-UREA
FERROCIANURO > | FILTRAR > s > CRUDA
DE SODIO Y SUPERCEL e
-— gt
DISOLVER EN OBTENCION DE
CENTRIFUGAR > AGUA-OXITOL > LA TETRACICLINA-BASE
ApH 3.5
—
SECADO DE CRISTALES DE
CENIRIELGAR ¢ [ TETRACICLINA- BASE

Figura 3. Diagrama de bloques del proceso de recuperacion de tetraciclina.

RESULTADOS Y DISCUSION

El proceso de biosintesis de tetraciclina, reportado por Darken et al [11], menciona que Streptomyces
aureofaciens es el microorganismo productor de la tetraciclina y si bien describe los ingredientes, sus
proporciones, el pH, las condiciones de incubacion en las etapas de placas y tubos inclinados, al igual que
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en matraces agitados y fermentadores piloto de 25 gal., no menciona la existencia de fermentadores a nivel
de produccion industrial, ni explica el proceso de recuperacion de la tetraciclina, que es un aspecto
importante en la produccion del antibiotico. Culik et al [12] describe el uso de varios inhibidores de la
produccion de  cloro-tetraciclina, considerando que el cultivo de Streptomyces sp usado, produce
simultaneamente, el antibiotico mencionado y la tetraciclina. El estudio se realizé en un fermentador de 1
litro de capacidad y aunque menciona los ingredientes del medio de cultivo empleado y las condiciones de
incubacion, no menciona la aireacion, la agitacion ni proceso alguno de recuperacion del antibidtico. Ross y
Schugerl [13], en su estudio para conocer el tiempo exacto en que Streptomyces aureofaciens consume el
fosfato, menciona los ingredientes y sus proporciones, de los medios de cultivo utilizados para el inoculo y
el fermentador (100 L de volumen nominal), asi como también las condiciones de proceso en cada caso. Sin
embargo, no se reporta un procedimiento de recuperacion, tipo industrial, del antibidtico producido y solo se
menciona la filtracion de las muestras provenientes del fermentador, para su analisis en un sistema de
HPLC. Shang-Shyng y Meei-Yueh [14] produjeron tetraciclina a nivel laboratorio, inoculando una cepa de
Streptomyces viridifaciens (ATCC 11989) en un medio de cultivo sélido a base de residuos de camote.
Tanto las formulaciones de los medios de cultivo usados para el indculo, como la del medio de
fermentacion, al igual que las condiciones de proceso, fueron descritas al detalle, aunque no existié un
proceso de extraccion del antibidtico. Un ensayo semejante fue realizado por Asagbra et al [15] usando
medios de cultivo sélido a base de céscaras de cacahuate, mazorcas de maiz, cascaras de yuca y cascaras
con pulpa de manzana, adicionadas de sales minerales y fuente de nitrogeno, inoculadas por separado con
varias especies de Streptomyces. Los resultados mostraron que hubo produccion significativa de tetraciclina
y aungue la formulacién del medio fue descrita al detalle al igual que las condiciones de proceso, la
produccion fue a nivel laboratorio y el proceso de recuperacién industrial no fue manejado. Jones y Porta
[16] reportaron que con sacarosa como fuente de carbdn, la eficiencia de produccion de tetraciclina por
Streptomyces aureofaciens (ATCC 10762) fue incrementada cuando se agregaron, aceite de soya y de
girasol al medio de cultivo en pequefias cantidades. El experimento se realizo a nivel de matraces agitados y
se observa el mismo patron: las formulaciones de los medios de cultivo, tanto en el indculo como en el
fermentador, se encontraron ampliamente descritas, al igual que las condiciones de proceso, pero no fue asi
con el proceso de recuperacion de la tetraciclina. Madigan et al [10], describen en su texto la biosintesis
industrial de tetraciclinas mencionando las formulaciones de los medios de cultivo utilizados en las
diferentes etapas (placas, tubos de agar inclinado, indculo, tanque germinador y fermentador), pero aunque
sefiala algunas condiciones de proceso (tiempo de incubacién en el indculo, germinador y fermentador, pH
en el germinador y fermentador), carece de informacion sobre la temperatura, niveles de aireacion en el
germinador y fermentador, velocidad de agitacion, tipo de esterilizacion, asi como el proceso de
recuperacion de la tetraciclina, al detalle.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Es evidente que en la literatura técnico-cientifica no se describe un proceso de produccién de tetraciclina
completo y detallado, como el que aqui presentamos, lo cual justifica su publicacion para conocimiento del
publico especializado. Se recomienda que procesos industriales similares, sean publicados al detalle con la
finalidad de usarlos como modelos en asignaturas afines.
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