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Introducción

Al margen de los grandes progresos realizados en ei sector de la 
química moderno, la importancia de los procesos microbiológicos 
ha experimentado un incremento notable en el transcurso de los 
últimos años. Continúa la búsqueda de sustancias activas nuevas 
y el perfeccionamiento de* las cepas de cultivo. La capacidad de 
los microorganismos para efectuar síntesis químicas, incluso de 
sustancias activas de estructura sencilla, es muy superior a los 
esfuerzos que realiza el hombre. Una elevada selectividad a pesar 
de emplear sustancias de partida sin purificar, la capacidad de 
adaptación a materias primas existentes en un lugar concreto y la 
posibilidad de incrementar el rendimiento proliferando microorga
nismos ya descubiertos son los factores que garantizan la superio
ridad de la producción microbiológica de moléculas complicadas.
La mejor prueba de la rentabilidad de los microorganismos exis
tentes en I k. naturaleza es el hecho do que aún aoy día se descu
bren sustancias nuevas desde el punto de vista biológico y se lo
gra producirlas a escala industrial antes de llegar a conocer ca
da una de las fases de la síntesis. Nada tiene de ^extraño que los 
procesos de fermentación sean cada día más importantes y que esta 
asamblea pretenda estudiar a fondo las técnicas necesarias para 
ello .

Fundamentos de la fermentación aerobia

El núcleo de la fermentación aerobia a escala industrial es la cé
lula biológica (Dib. 1). Es el reactor propiamente dicho.^a insta
lación técnica tan enorme no hace más que proporcionar las condi
ciones físicas adecuadas y el aprovisionamiento necesario para la 
proliferación de las células y la producción de las sustancias ac-



t i v a s .  Una de las coruln-iom:; i tui i spcnsab 1es para e l l o  son e l  

abastecí  mi en to  d«- sustrato : ;  gaseosos y l íq u id os ,  I a e l im in ac ión  

de productos de desecho y e l  mantenimiento tan to  di' la tempera

tura apropiada como do I pH. Por ret¡ Ia genera l  se emplean p roce 

dimientos aerob ios  para la i im d i in ' ión  de sustanc ias  a c t i v a s .  A 

e s to  se debí' que ye me l im i t e  en e s ta  d i s e r t a c i ó n  a hab lar  s ó lo  

de las fermentaciones a base de ox íqeno.

l.os procesos basieo. - t r aba jan por l o t e s ,  en des; fases .  Kn e l  D i

bujo 2 so puede observar  I «.t p r o l i f e r a c i ó n  do los mi croo rijan i sinos 

necesar ios  durante uno de esos procesos y la producción su b s i 

gu iente  de las suslanci  as a c t i v a s ,  t í a s  haber l im i tado  su p r o l i 

f e ra c ión .  l>os procesos eont i nuos o " ted-bate l » "  su* Ion emplearse 

en los i n s t i t u t o s  de invest iqur innes .  fiero no han loqrado a b r i r 

se camino en la producción in d u s t r ia l .

Reactores por con tac to  e n t i e  qases y l íqu idos

El fernirnlador a e rob io  consta p r inc ipa lm ente  de un r e a c to r  por 

contacto  enl l e  «jase:; y l í q u id o s .  KI Dibujo muestra las v a r ia n 

te':; de dichos renden * : ;  más usadas. Kn p r in c i p i o  so d i f e r e n c ia n  

según la c la s e  de aeeionuiiuonto y la fase  continua. Los primeros 

fenncntadores a erob ios  estaban formados por s istemas de s u p e r f i 

cie*» que perm it ían  la p r o ! i  f e r a e ión  de microorganismos c r  c u l t i 

vos de aqar en ( l lantas de b o t e l l a s  o en cuerpos de r e l l e n o  r o c i a 

dos de so luc ión  n u t r i t i v a ,  cromo en e l  craso de la  obtenc ión de á c i 

do a c é t i c o .  En c’ s to s  í crinen tadores  de s u p e r f i c i e s  encuentran los  

microorganismos natura les  las cond ic iones  do v ida  más adecuadas 

para e l l o s .  La f e rm en tad  ón err suspensión, la  segunda v a r ia n te  

más importante, los  ha desp lazado a segundo lugar a causa de las  

grandes dimensiones de las in s ta la c io n e s  requer idas .  En c i e r t o s  

casos concretos  no deber ía  d esca r ta rse  desde un p r in c i p i o  e l  em-



pleo de esto:; procedí:, i o n i o s  do superficies teniendo presente los 
lugares de enclavamiento y factores de costos extraordinarios.C on 
un proceso de producción así se pueden ahorrar muchos costos de 
energía.

Fernientadores de caldera agitadora

El p ilar de la fermentad ón de antibióticos y sustancias activas 
es la caldera agitadora aireada mostrada en el Dibujo *4 Sin la in
troducción de las primeras fermentaciones en suspensión no hubiera 
sido posible abastecer hoy a la humanidad con antibióticos. Hay 
que tener muy presente que la suspensión de los hongos vinculados 
normalmente al suelo, las levaduras, las bacterias o los estrepto- 
micotos en agua suponen un paso de gran trascendencia desde el pun
to de vista fisiológico. Nada tiene de extraño que una serie de es
tos microorganismos no sean capaces de pasar este proceso y >iunque 
hayan dado origen a síntesis útiles en el laboratorio, no hayan po
dido emplearse en la industria.

El termentador de caldera agitadora gaseada no ha experimentado nin
gún cambio externo notable en el transcurso de os últimos 3o años. 
No obstante, es preciso hacer constar que el volumen de los reacto
res ha ascendido de 4o a más do 25o m̂ , el cese de calor es 10 ve
ces superior al de entonces debido a la evolución ulterior de los
cultivos biológicos, la potencia de los accionamientos ha llegado

3 3a ser de 5 KW/m y en ciertos casos hasta 8 KW/m . En e l Dibujo $T
puede verse una tabla con los índices de las fermentaciones princi
pales. Si tratamos do explicar estos datos de acuerdo con el estado 
de la tecnología de producción' química, llaman la atención

1. los elevados índices de producción de los agitadores que sólo 
pueden descubrirse on las amasadoras o mezcladoras. Dichos in-
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d ices  son consecuencia de una v i s cos id ad  .siempre c r e c i e n t e  de 

los ca ldos de c u l t i v o  debida «i cantidades mayores de sustan

c ias  nutr i t  i vas ,  a densidades de c é lu la s  más grandes y a un 

t ransporte  de sustancia:  mayor reijuer ido por paite- de los  cu l-

l i vos..

Las. cant i dades de ca lor .1 «vaeinir s.on muy o levadas s i  se L l e 

ne en eiH-nt «1 las t emperat ut as de fermentación ba jas que re inan 

en los a l r ed ed o res .  I'or e s ta  razón si luí p roced ido  a c o n d i c i o 

nar e l  apila i e f r i qe i .m 11 • empleada 1101 m.i I iim ‘n t e [iiira e n f r i a r  Jos 

f ernient adoi es en 1 ns l a lae 1 oru •:. de agua I r í a  especria los.

3. Los cont i nqi'ntes de a i r e a c ió n  que o s c i l a n  en t re  3o y 5o m̂  

llora e levan  considerablemente los pos l os di* Ja producción.

4. La duración tan larga di las |i,rii«.’ iit anu n es  di* cada uno de Jos 

l o te s  (batch)  son l.i causa de que los costos  por hora para e l  

acei onami enl o del .ipil  a d o r ,  la re ( r 1 q< ■ r aci ón y la a i r e a c ió n ,  

que de por s í  no son muy elevados,,  suponqan al f i n a l  más de

lü X de 1» : pastos t o t a l e s .

D e ta l l e s  de construcción

Como ya hemos v i s t o ,  e l  aspecto  ex te rn o  del r e ac to r  s 1 que i g u a l .  Hoy 

d ia  se e f e c tú a  la producción de una sustanc ia  a c t i v a  en un número r a 

zonable de r eac to res  a la vez para e v i t a r  e l  n e s g o  de pérd idas por 

causa del paro. K1 n iv e l  del l í q u id o  y eons i qu icr. temer, te  d e l  r e a c to r  

dependerá de Jas fases  de pres ión  del abastec im ien to  de a i r e .  Para 

compresores do a i r e  monofásico:; , por e jemplo ,  se sue le  usar una p r e 

s ión «moLnii de 3 bar. L1 d iámetro del r e a c to r  es tá  determinado, la  ma

yo r ía  de las veces ,  por <1 c o r t e  t ransversa l  de t ranspo r te  de las  

r a l l e s  de acceso, las v ía s  de riaveqación o ios puentes de l  t r en .  Por



ao una camisa r e r e g ia  generé - lo s  Termentadores ;an equipados 

í r i g e r a d o r a  doble y, según la  t emperatura dol r e f r i g e r a n t e  e x i s 

ten te  en aquel lunar, p r o v is to s  do agregados r e f r i g e r a d o r e s  i n 

t e r i o r e s  a d ic io n a le s .  Estos ú lt imos t ienen  sus desven ta jas  porque 

ocupan e l  volumen de producción e in f luyen  negativamente en e l  ren 

d im iento  de l  órgano n o i tado r .  Colorando so rpon t ines  r e f r i g e r a n t e s  

en las paredes ex ternas  del termentador se aumenta su r i g i d e z  y 

disminuye e l  espesor  de pared (D ibu jo  f> ) . Al p r i n c i p i o  se cons

tru ían  las camisas r e f r i g e r a d o r a s  do acero  s e n c i l l o  y la s  pá re -  

dos de l  r e c ip i e n t e  solamente d«- m ater ia l  in ox id a b le .  Esto o c a s i o 

naba co rros iones  del metal e impurezas en e l  agua r e f r i g e r a n t e  que 

a su vez  podía ensuc iar  las in s ta la c io n e s  de r e f r i g e r a c i ó n  de r e 

torno. Actualmente so emplea acero  in ox id a b le  en ambos casos.

f

En la  construcc ión  de accionamientos de a g i ta d o re s  se han adoptado 

nuevos métodos. Come la fase de- p r o l i f e r a c i ó n  y la de la  producción 

de sustanc ias  a c t i v a s  req -j ‘ en di fo ron tcs  in tens idades  de a g i t a c i ó n ,  

so ha optado por regu la r  d s i r i o  número de re vo lu c ion es  para ambas 

^asos. Hoy d ía  e x is t e n  ! i., a l t e r n a t i v a s  s i g u i e n t e s :

a)  Motores de ocr i r ¡ ; .  t r : f á s  i гм r;a-'¿ c ú r  ados , modelo T h y r i s t o r .  

Venta jas :  manejo puramente i -w V l i i c oy  in-cánicanente sencillo.

Grado de- e f i c a c i a :  super io :  a un 95 %.

Desventaja:; :  e l  momento de g i r o  de impulsión desc iende  en función  

d e l  número de re vo lu c ion es ,  se produce un p o rc e n ta je  e l e v a d o  de 

c o r r i e n t e  r e a c t i v a  y puede pararse  e l  acc ionamiento a l  aumentar 

la  r e s i s t e n c i a .

b) Conver t ido res  de par h id r o s t é t i  e o s .

Ven ta jas :  e l  momento de g i r o  de impulsión aumenta a medida que des

ciende e l  número de r e vo lu c ion es ,  e l  grado de e f i c a c i a  es  s u p e r io r
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a un 93 %. El volumon do Ju construcc ión  es pequeño y bas ta  un 

motor de acc ionamiento e l é c t r i c o  do pequeñas dimensiones. 

Desventa jas :  ocasionan mucho ruido.

c) Conver t ido res  do par h idrod inámicos.

Ven ta jas :  construcc ión  robusta y s e n c i l l a ,  e l  momento de q i r o  

do impulsión aumenta u medida que des.cié»’ de e l  número de r e vo 

luc iones  .

Desventa jas :  e l  número de re vo lu c ion es  no es constante  y de é l  

dependo e l  «irado de e f i c a c i a  que comienza a descender a p a r t i r  

de un 93 X con un número de re vo luc iones  nominal.

d) Acoplamiento hidrodinámico.

Ventaja:; :  e l  moiienl o de « p í o  «le impulsión y e l  número de r e v o lu 

c iones son constantes ,  la eo n s l rueeión es muy s e n c i l l a .  

Desventa jas :  e l  grado do »-i i «vicia desc iende l in ea lm en te  con e l  nú

mero di' r e vo lu c io n es ;  se n e c e s i t a  una r e f r i q e r a c i ó n  con a c e i t e .

o )  Motor di' accionamiento de (tolos conmutables con dos o t r e s  núme

ros de re vo lu c ion es  a s in c rón ic os .

Ven ta jas :  los cos tes  son bajo;: ; un pequeño aumento de l  momento 

d e l  g i r o  de impulsión a medida que desc iende e l  número de r e v o 

lu c iones .

Desventa jas :  ninguna regu la c ión  continua : e l  numere de

revo lu c ion es  puede acop la rse  únicamente mediante po lea s  de trans  

misión o e l  cambio de ruedas dentadas c i l i n d r i c a s  cuando sea  pre  

c i s o  cambiar e l  c u l t i v o .

E x is te  l a  tendencia  genera l  de aumentar considerablemente l a  poten

c ia  de lo s  acc icnamientos en r e l a c i ó n  con lo s  datos d e l  p r o y e c to  

Porgue la  demanda escasa de p o tenc ia  por pa r te  de lo s  c u l t i v o s  l i e -
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va cons igo  una d isnununón de I erado d*- ■■-i i»•. i« - *. j . l’c r o  se ha podido 

comprobar hasta víbora que con e l  un-jox amtenl o constante  de los  cu l

t i v o s  se consigue siempre e x p lo ta r  pos ter io rm ente  las rese rvas  de 

po tenc ia ,  ruando las vent vi:; de un prodncl o de fermentación  d e t e r 

minado ga ran t izan  I .i exp 1 ot aei <*u. completa de una in s t a la c ió n ,  es 

muy razonable emplear motores de po los  conmutables.

La construcc ión  de los. pasos de* árbol l i ene una importancia  e x t r a o r 

d in a r ia  por razones asépl tea:, i mi ip i -nsa l i  l« . Durante muchos anos 

so p r e f i r i ó  instalvir " I  ce«-i oii.iiiii enl o cdi iiplclo en e l  fondo del r e 

c i p i e n t e .  I..IS emp.iq ti< *t .idur vis s<- con:: t i u i un como juntas de a n i l l o s  

d e s l i z a n t e s  de e f e c t o  dob le  con superpos i c'i ón de c i e r r o  de agua 

e s t é r i l  (D ibu jo  H ) .

Esta:; junta:: resu l tan  caras y son s e n s ib l e s  a las  sacudidas y v i b r a 

c iones ,  sobre todo s i  so t i e n e  en cuenta que los  á rbo les  requer idos  

para las grandes ca lderas  t ienen  un diámetro de 2oo mili, y más. Hoy 

d ía  so emplea «rada voz más e l  buen prensueslopas an t iguo ,  p e r f e c c i o 

nado con m a te r ia le s  de empaquetadura mejores y a u t o lu b r i f i  c a n te s . Se 

usa pre ferentem ente  en la cámara di.* gas (D ibu jo  y ) .  Para fermenta- 

dores granel* ; si: recomienda montar los accionamientos en la  pa r te  

a l t a  de los r e c ip i e n t e s  con empaquetaduras de prcnsacstopas de e f e c 

to  dob le .

Los órganos de a g i t a c ió n  no han experimentado ningún cambio notab le  

en e l  transcurso  de los  ú lt imos años. Aún s igue  empleándose e l  a g i 

tador  de d iscos  (D ibu jo  l o )  que se comen x.. .i usar a p r in c ip i o s  de la  

década de los  c incuenta .  En el. Dibujo lose ven algunas v a r ia n t e s ,  por 

e jem plo  o l  a g i ta d o r  autosueei oruint c d e s a r r o l l a d o  para la  producción 

de ác ido  a c é t i c o  y levaduras,  modelo l- iirigs, un a g i t a d o r  con traco 

r r i e n t e  de va r ia s  e tapas ,  modelo Ekato, y un a g i t a d o r  a x i a l  con tu 



bo conductor r o t a t o r i o .  Artualniente se  consideran los  a g i ta d o re s  

como bombas y se  construyen con una pres ión  y rendim iento  c o r r e s 

pond ientes .  Los sumin is tradores  muy poderosos Je agregados a g i t a 

dores están en cond ic iones  de e s t a b l e c e r  en su p lan ta  p i l o t o  p ro 

p ia  e l  a g i ta d o r  mejor para e l  s istema deseado.

Otros r eac to res

El termentador de* a g i ta d o r  gas. i l  ieado es e l  r e a c to r  más usado en 

la  mayoría de las p roduce iones . Esto obedece p r inc ipa lm en te  a su 

gran f l e x i b i l i d a d ,  s iendo  capa/, de fermentar in c luso  los  ca ldos 

de c u l t i v o  más v iscoso:;  (hasta 4 pasca! segundos).

Los lerment adoi es mostrado:, en los Dibujos s i g u i e n t e s  se  d esa r ro 

l l a ro n  para e lt 'c l is . ' i  forment acionos e s p e c i a l e s ,  t a l e s  como la  ob

tenc ión  de e s t e r o  i do.*:, la producción do levaduras,  la  obtenc ión  

do i,el’ , la  c l a r i f i c a c i ó n  de aguas de desecho y par t icu la rm en te  e l  

t ra tam ien to  con l e j í a  s u l f í t i c a .  Do todos é s to s  solamente se pue

de emplear o l  formentador de rueda de p ú le la s  para v i s cos id ad es  

muy e levadas .  1.a mayoría de es to s  d e s a r r o l l o s  esuán p r e v i s t o s  para 

la  fermentación de so l  l iciones n u t r i t i v a s  muy l i q u id a s .  Es p r e c i s o  

r e s a l t a r  de una manera e s p e c ia l  i* l método tan empleado de l a  co

r r i e n t e  c i r c u la n t e .  En Jugar di* una mezcla homogénea de todo e l  

conten ido  dc-1 r e a c to r  con una d isp e rs ió n  uniforme de todos los  sus

t r a t o s ,  cosa que no puede s a t i s f a c e r s e  plenamente, se t r a t a  de con

s e g u i r  (Dibujo 12) una c i r c u la c i ó n  determinada de todo e l  conten ido  

con un e s p e c t ro  muy,xx,llt no de la d i s t r ib u c ió n  de l  p e r iod o  de c i r c u l a 

c ión a t ra vés  de cada zona del  r e a c to r .  De e s ta  manera puede regu

la rse  mutuamente los per iodos  d”  c i r c u la c ió n  y consumición de los  

sus tra tos  a l imentados.
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Fermentación de sust ancias a c t i v a s

Hasta ahora hemos hablado de los  termentadores como reac to re s  

en suspensión g e n e ra le s .  Sin embargo, están  rodeados en toda su 

p e r i f e r i a  por una s e r i e  de aparatos a d i c i o n a le s  y sistemas de 

abas tec im ien to  y re gu la c ión .  Estos dependen pr imordia lmente de 

l a  c la s e  de s u s t r a t o  y de sustanc ia  a c t i v a  formada.

Preparación de cultivos ñor inoculación

En o1 Dibujo pueden descubrir ei método de preparación de 
cultivos por inoculación hasta que llegan al termentador. Con 
toda seguridad, esto no supone ninguna novedad para Vds. La ce
pa de producción seleccionada se transvasa de los tubitos vibra
torios. Aquí se proliferan las células hasta conseguir la densi
dad necesaria para un cultivo de producción, pasando antes por 
las di fcrenl.es fases del fcrmenlador. La preparación de los cul
tivos por inoculación se realiza en condiciones que fomentan la 
proliferación de los microorganismos pero no la producción de sus
tancias activas. Para peder inocular óptimamente las preparaciones 
de los medios nutritivos de la producción, generalmente caros, se 
deja prolifer tr una gran cantidad de cultivos en las fases peque
ñas y se seleccionan los mejores. Para esto se requieren labora
torios muy grandes.

En el Dibujo puede verse una vibradora moderna con 3oo comparti
mentos para cilindros de 3oo mi. de capacidad. Mientras que los mo
delos antiguos tenían que luchar contra grandes desequilibrios cen
trifúgales, esta construcción i  leva un contrapeso en el medio de 
los tres pisos para evitar así incluso las oscinaciones de volca
do.

«
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Los formen tildo res pequeños (3o a ^oo L i t r o s )  van equipados l a  

mayoría de la s  veces de accionamientos de fondo para f a c i l i t a r  

la  in troducc ión  de sondas y aparatos de medición por la  tapa.

Siempre que sea p o s ib l e ,  se presc inde  hoy d ía  de las tu b e r ía s  anu

la res  en i <i inocu lac ión  y se empalman los  fe  rment adores a in o cu la r  

con pavimentos s ó l i d o s  ( l ) ib .  !'• c a ja  in te rcam b iab le )  o con tubos 

f l e x i b l e s  a sus prefermentadores respeet i vos a f i n  de e v i t a r  i n 

fecc iones  t r a n s v e r s a le s .  Las tuber ías  estarán  tend idas  con. d e c l i v e  

y co l  «judas de formo que no quede en e l  Jas ni un charqui to ,  . pues é s 

te  puede c o n v e r t i r s e  en una sustanc ia  seca en e l  transcurso  del 

tiempo y al no ser sul i c í e n l e s  la duración y la  temperatura de e s 

t e r i l i z a c i ó n ,  dar lugar a in fe cc ion es  el diu monos pensado, t a l  

como se muestra eri el d ibu jo  !(> .

La t é c n ic a de lo:; adi t j vos

Según la c la s e  de sustanc ia  a c t i v a ,  los  fermentadores n eces i tan  una 

s e r i e  de a d i t i v o s  que deben agreqarse  aJ s is tema de forma e s t é r i l .  

Como e jemplos  c i tem os:  la  so luc ión  de azúcar para la  p e n i c i l i n a ,  la  

so luc ión  de av.úcar mezclada con s u l f a t o  amónico para la  t e t r a c i c l i -  

na , ácidos o l e j í a s  para roqular  e l  pil de todas las  fermentac iones ,  

con f r ecuenc ia  a c e i t e s  ontiespumantos y naturalmente la  cant idad  de 

a i r e  para la incubación. La e s t e r i l i z a c i ó n  se e f e c tú a  por  f i l t r a c i ó n  

de l íqu id os  e s t é r i l e s ,  modalidad que t r o p i e z a  aún con c i e r t o s  p r o 

blemas debidos a la  e s t e r i l i d a d  pro longada, y l a  t e r m o e s t e r i l i z a -  

c ión .  Esta ú lt ima forma de e s t e r i l i z a c i ó n  es la  que se v ien e  emplean

do hasta hoy d ía ,  ya sea bombeando de manera e s t é r i l  los  p r e p a r a t i 

vos de lo s  l o t e s  o comprimiéndolos con gas,  o también e s t e r i l i z a n d o  

s in  in te r ru p c ión  un c u l t i v o  no e s t é r i l  a t ra vés  de un t r a y e c t o  ca

l i e n t e  y r e f r i g e r a n t e .  El segundo método es e l  más adecuado para



los su s t ra to s  si-ns i b I os al r u l o t ,  pero, por o t ra  p a r te ,  r e qu ie r e  

un caudal r e iu t  i vuiihtit <• r<»nst ante pa.a mantcnoi o l  e q u i l i b r i o  de 

la  t r a n s f e r e n c ia  de c a l o r .  I-I a i r e  inyectado  para l a  incubación 

so e s t e r i l i z a  norma Imeril c por l i l t r a r i ó n .  I\n e l  Dibujo  S se in 

dican las  cant ii iades n ecesa r ias  para algunos productos.  Los f i l 

t ro s  di? e s t e r i  i i z a r i ó n  de o, 1 a o , lJ. jini. de d iámetro máximo que se 

o f r e c en  hoy d ía  son s in  duda uliiuna muy apropiados para las  i n s t a 

laciones. pequeñas, l.os I i 11 f os p r e v i s t o s  para las in s t a la c i o n e s  

qrandes cons.t un Im j ius  l i l t r . m t e s  s u e l t a s ,  conectadas p a ra le -  

laniente. l isto si<|lilf IC.I .pie <>l { lesqo  de pato  autiK'nlu l i ni! a l  men te

con e l  volumen <ie la e o i r i e n l e  de a i r e ,  ( 'aso de fa l  la r  lü e s t e r i - 

1 i dad en e l  f e míen I ador , es  p i e e i s o  examinar todas las b u j ía s  f i l 

t ran tes  o s u s t i t u i r l a s  por ot ras. nuevas. No e x i s t e  una op in ión  un

ánime sobre  la conven u n e  i a de e fe c tu a r  las qrandes f  crinen t  ac iones 

con los f i l t r o s  de lana de v i d r i o  muy voluminosos empleados a n t e r i o r 

mente, que a Ia rqo  p la zo  resu l tan  también mucho más bara tos .

Sistemas do medición y r e g u la c i ón

El Dibujo O muestia un esquema del número de sistemas de regula
ción que se niplean corra entemor 1 e hoy día para una fermentación 
en lotes. So necesitan termostatos para la temperatura interior 
que, a ser posible, vayan acoplados con un regulador en cascada de 
la temperatura de los refrigerantes; de otra suerte pueden produ
cirse fácilmente oscilaciones de la temperatura en el fermentador. 
Para equilibrar los consumos deberían medirse los caudales de aire, 
agua refrigerante y aditivos, y en el caso del agua refrigerante la 
temperatura de entrada y salida. Los aditivos se controlan estable
ciendo su nivel o peso, y otro tanto puede decirse respecto a los 
termentadores. Siempre que sea posible, se colocan los puntos de me
dición en la parte sin esterilizar, delante* de los filtro s  o Ínter-
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cambiador'**:: do o a lo r .  Л mi j u i c i o  os indispensable* la  medición 

del volumen de ox igeno  y COv di- í aire* do s a l i d a  y a veces  tam

bién la  cantidad de su s t ra to  v o l a t i  I i zado .  Kn los  Termentadores 

se mide e l  pH. e l  po tenc ia l  redox y la cantidad de* ox ígeno  me

dianil* sondas. I.a eneri j ía  absorbida por «* I acc ionamiento de l  atji - 

I ador y e l  número do rovo I u n  oríes fac í  I i I ari datos muy v a l i o s o s  

para deducir la v is cos id ad  y en consecuencia la densidad de lo s  

c u l t i v o s .  I.amonl ab lomen! o uúri es n ece sa r io  e s tu d ia r  durante mu

chas hora.*: de l a b o ra to r io  la mayoría de los  datos bioquíniicamcn-
»

te  im pe l ían les  acumulados en una l o rnienl ar  i ón . Todavía  no se  ha 

conseiju i do una rocín laci ón del I iompo ri ’.il do la don:: i dad dé las 

células-, de* I volumen do encimas y do la cant idad de sus tanc ia  ac- 

t i v a .

Cont i nuament c* se d rsa rro !  lan y o f r e c en  s is temas que t ra tan  de e l i 

minar merári i rumen t e la (orinar* i ón de osjuim.i que se produce en con

d ic ion es  des f a v o ru b le s , como puede c o l o q i r s e  de l  Dibujo IB . Pero 

hust a ahora no se li.m loijrado con e l l o s  los  re su l tados  ape tec idos  

pura espumas, realmente densa:;. No queda más remedio que s e g u i r  em

pleando los a c e i t e s  ant i espuman!os, tan odiados por los p e r i t o s  en 

r e c o l t a .  Ks p r e c i s o  r e s a l l a r  a e s t e  re sp ec to  que con la s  i n s t a l a 

c iones de ant íespuniüci ón mecánica se ataca únicamente a los  s í n t o 

mas pero no a las causas provocantes  de la  espuma. Quizás pueda 

lo g ra rse  una so luc ión  p a r c ia l  de e s t e  problema in ve s t iga n d o  más a 

fondo e l  o r ig e n  de la espuma y mejorando la  ca l id a d  de lo s  medios 

n u t r i t i v o s .

E s t e r i l i z a c i ó n  del  Termentador

Antes de i n i c i a r  una fermentación es p r e c i s o  e l im in a r  de l  r e c ip i e n -  

t e  limpiado con an te la c ión  todos los gérmenes y esporas .  Ex is ten

:



dos pos ib i  I id a d cs : se vac ia  t i  r c c ip i c n l  e. os d e c i r ,  se e s t e r i 

l i z a  con un ÍO % di'I volumen do agua, o también l l e n o ,  con t o 

das las  sus tanc ias  n u t r i t i v a s  d e s t r o .  En e l  p r i i . e r  caso es p r e 

c i s o  e s t e r i l i z a r  aparto  las sustanc ias  n u t r i t i v a s  que se  han 

d o s i f i c a d o  con a n t e r i o r id a d  en e l  fermentador e s t e r i l i z a d o .  En 

ambos casos hay que tenor  p resen te  respoe to  a l o s  fermentadores 

propiamente d ichos que todos los abastec im ien tos  a la  ca ld e ra  

sean purqados con vapor y si' consigan las temperaturas de e s t e 

r i l i z a c i ó n .  l.o ca Id i 'ra c*on su carga de agua actúa entonces como 

un condensador do mezcla grande. Lo más seguro  para e l  p ersona l  

do s e r v i c i o  es que las tubcrí¿is de entrada y s a l i d a  d e l  fermen- 

ta i lor estén  equi pudtr; d. • |»a I f iadores do temperatura en l o s  puntos 

p e l i g r o s o s  a l in  de poder c o n t r o la r  la e s t e r i l i z a c i ó n .  También se 

aconse ja  medir la p res ión  en los  te rm ina les  de las tu b e r ía s .  La 

pr imera fase  de la  e s t e r i l i z a c i ó n  con s is t e  en a i r e a r  por  comple

t o  todos los  s is tem as ,  ya que la  e s t e r i z a c i ó n  se e f e c tú a  en a t 

mósfera do vapor. Por eso  hay que p r e s c in d i r  de racores  e s t r e 

chos que acumulen qas, o a i r e a r l o s  por separado. También son pe-  

l i q r o s a s  las conexiones de vapor b i fu rcadas  (D ibu jo  ) porque 

no permiten eon t ro l .u  s i  e l  vapor pasa s in  pegas por ambas tube- 

r í  a s .

Los racores  y conexiones que no vayan a u t i l i z a r s e  deberían p r o t e 

ge rse  contra  in f e c c io n e s  hac iéndo las  pasar por  una zona c a l i e n t e ,  

como so ve en c i  Dibujo iC. Es p i e c i s o  montar la s  armaduras de f o r 

ma que e l  term ina l  para e l  fermentador sea e l  a s i e n to  de l a  v á l v u la  

y e l  prensaestopas tan expuesto  a in f e c c io n e s  no e s t é  en con tac to  

con e l  medio n u t r i t i v o .  Según nuestra e x p e r i e n c ia ,  las  l l a v e s  de 

b o la  mostradas en e l  Dibujo '¿Q son los  órganos de c i e r r e  menos com

p l ic a d o s  .
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Condi cionos ospooi a I es di* f oM.n -nt aci ón

EL Dibujo 21 fac ilita  ios datos de fermentación correspondientes 
a las sustancias activas de l.t penicilina G, penicilina V, estrep
tomicina, oritromicinu, tetracicJi na, vitamina D 12 y amilasa. Re
sultaría muy prolijo  hablar ahora de las diferencias de cada uno 
do los cultivos; por oso me limitaré a exponer los problemas prin
cipales. 1.a adición de Marina de soja, tiranos de almidón, extrac
tos de levadura o haiin di? maní crea ciertos problemas en la es
terilización porque la temperatura debe alcanzar e l núclco.de las 
partículas de las sustancias sólidas que siquen a la temperatura 
de toda la solución, como se ve en el Dibujo 22. l.os aditivos de 
azúcar,'por ejemplo para la penicilina deben esleriI izarso .rapi- 
disimamente porque corren peJiqro de acaramelarse. Para e llo  se 
emplean los intercambiadores de calor expuestos en el Dibujo 23 que 
permiten un tiempo de retención breve con una transmisión térmica 
elevada y una resistencia escasa frente a los caldos líq jidos muy 
viscosos. Además este sistema puede limpiarse fácilmente, después 
de quitar la tapa, cosa que no ocutre con los intercambiadores de 
placas o de haces tubulares.

Otro problema di* naturaleza distinta se deriva de la estructura del 
micelo formado por mi cioorqani sinos. Alqunas cepas, tales como 
estreptomicina forman micelos filamentosos que provocan rápidamente 
una viscosidad muy elevada, en tanto que el Penicillium notatum, 
por e j ., tiende a formar "pellcts" que son menos viscosos. Dado que 
la estructura y la extensión de la formación de antibióticos se ha
llan estrechamente relacionados entre s í, hay que procurar que la 
formación favorable de 1 micelo no so vea inhibida, por ejemplo, por 
la fuerza de cizallamionto a causa dd accionamiento del agitador.

La variedad de medios nutritivos crea -ambicn sus problemas. Sin du
da alguna, el dato "Cornstcop liquor" facilitado en los medios nu-
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tritivos dt'l Dibujo A una iinciu definida con suficiente
nitidez para la bolsa de materia:; primas, pero no asi para e l 
explotador de fermentadores que tropieza con una sustancia que 
varía constanteviente en su composición, seqún e l ano de la co
secha, la calidad del terreno, el país de procedencia y e l plan
tío. Solamente la definición cié aqua del caño (tap water) encu- 
bie tal cúmulo de |K»si bl I i dudes analíticas que. seqún la fuente 
o el |x>xo, el aquu puede' contener una cunt idad más o menos gran
de* de oliqoetementos o carecer de el los.

1)1 I i c'U 11 ucJes que I lev.i cons i qo la  astille! ón de una l ic e n c ia

De lo ant«'dicho puede colcqirsc que incluso tras la entrega de 
las instruccionc*s minuciosos de servicio, por escrito u oralmen
te, de todos los datos principales y de la cepa, no queda garan
tizado el funcionamiento del proceso. Los requisitos indispensa
ble'» para e llo  son un personal do laboratorio y de servicio muy 
capacitado y experimentado, en primera linca, y en segundo lugar, 
mucha, mucha paciencia para adaptar todos los detalles del proce
so ,i las circunstancias lócale':; y posibilidades técnicas.

t!n la tabla siguiente se exponen algunos datos principales p 
las sustancias activas a tratar. Se sobreentiende que las canti
dades de sustancias activas indicadas se refieren al cultivo óp
timo de una cepa determinada. A veces es más conveniente fermentar 
con cantidades inferiores de sustancias activas si con e llo  se con
sigue mejorar las condiciones de la recolta. Hay que evitar a toda 
costa e l peligro de contaminación observando a rajatabla las condi
ciones de esterilización.

No cabe duda de que antibiótico de amplio espectro de acción como
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la tetraciclina cuenta con muchas menos dificultades que la peni
cilina. por ejemplo. Por otra parte, en la producción continua, 
cork> en el caso de SCI', es preciso eliminar por lavado cierto nú
mero de gérmenes extraños colados. En definitiva, no es posible 
efectuar esta clase de producción sin una asepsia absoluta por
que de nacía sirve hacer las cosas a medias.

Respecto al origen de lo:; culi i vos es preciso decir que si bien 
existen expío! .uluu .; «k* Icrntenl aciones «pie «-onceden licencias, no 
fu lla una setie de sociedades que se lian «*S|ieei a I i Zallo directamen
te en conseguí i una «pan rentabilidad sintética de las cepas me
díanle procesos automáticos extensos.

En el sector de lü fermentación de sustancias activas propiamente 
dicha no han logrado abrirse rüinino los procesos de producción con
tinuos y las fermentaciones prolongadas ( Ted batch) solamente hasta 
cierto grado. Esto se debe en primer lugar al peligro de una muta
ción y degeneración constantes de los microorganismos que intervie
nen en la fermentación durante mucho tiempo, y en segJclo lugar, a 
la baja concc itración de las eos « A  as de los ca.'dos de cultivo pro
longados. Este último fenómeno obedece a que las soluciones de cul
tivos ya fermentados no se proliferan óptimamente y a veces se ven 
inhibidos por los productos de desecho propios. De ahí que 4t« nece
sario efectuar las cosechas con concentraciones bajas en los proce
sos fed-batch.

Tendencias_del_desarrollobiotecnológico

Los elevados costes de energía de la fermentación en calderas agi
tadoras han inpulsado a la búsqueda de reactores que trabajen más 4
económicamente. Ahora bien, las variantes desarrolladas hasta el

t-
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«•asento no han logrado conseguir la  flexibilidad  de las calderas 
agitadoras gaseadas, l’cro dentro de algún tiempo se descubrirá# 
sin duda alciuna. un reactor flexible romo la caldera agitadora 
con una rurdcleri::! ieu de corriente circulante.

Respecto a la:; soluciones nutritivas empicadas se acentúa la ten
dencia a emplear cada vez más sustratos líquidos* reducir asi la  
viscosidad de los caldos de cultivo* y a veces conseguir síntesis 
mucho mejores con un consumo ck* energía más bajo. Rste desarrollo 
contribuirá tambicVn a leles cubrimiento de reactores económicos pa
ra la fermentación.

Pundamentos_de la recolta

La posibilidad de conseguir porcentajes de sustancia activa del or
den de o*l a 3 * peso de los caldos de cultive depende de los reont- 
sitos que dictan la composición de los caldos cosechados. El JLego 
en la materia parte de la idea errónea de una suspensión acuosa o 
una solución. Por e l contrario, e l Dibujo muestra dos pruebas 
de fermentación inmediatamente después de su extracción. El cul
tivo es tan viscoso que después de volcar e l nivel del liquido per
manece perpendicular. La composición re fle ja  todo e l h istorial de 
la  fermentación: la clase de cultivo por inoculación y de solución 
nutritiva* la  clase y las cantidades de aditivos, asi como e l compor
tamiento del micelio durante la proliferación. Es preciso tener pre
sente desde un principio que existen diferencias en la mayoria de 
las propiedades de lo s •caldos cosechados, de un lote a otro* y 
que es preciso solucionarlos én la recolta.

#
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Sistematización de la roeoLta

Sirvámonos de un sisi<.uic> ac con jo. ¿Lo funcional por bloques de una «
planta de recolta para esclarecer las diferentes fases. Primero 
hay que procurar concenLrar la sustancia activa en una fase y se
parar e l micelio. En esta fase, denominada aislamiento, deben f i l 
trarse las células, de ser e llo  posible. A veces hace falta desin
tegrar las paredes de las células que se encuentran en los cu lti
vos para extraer de ellas una qren parte de las sustancias acti
vas que han.acumulado.

La sequnda fase, denominada purificación, consiste en una se.ic de 
operaciones encaminadas a separar de la fase portante todas las sus
tancias "adidónales. Kn la tercera fase se procede a la concentra
ción de las sustancias activas hasta la separación definitiva del 
producto seco, ya apto para el almacenamiento. Es necesario*volver 
a regenerar otra vez todas las sustancias auxiliares empleadas. La 
formación subsiguiente de derivados químicos y la preparación de 
las formas de aplicación no es jn tema que concierne generalmente 
a la recolta.

Operaciones_de separación y procedimientos de desintegración

Como puede verse en el Dibujo 28 existen varios métodos de desinte
gración de las paredes de las células. A ser posible hay que conse
guirlo sin la adición de sustancias extrañas. Por eso, hoy dia se 
buscan con toda intensidad métodos que trabajen mecánicamente, de 
forma que en un futuro próximo será posible efectuar una desinte
gración combinada mecanico-termica.

En ia lis ta  del Dibujo ¿fi se trata de di I■•rendarlas según un prin
cipio selectivo. El punto cardinal de la recolta permanece la f i l -

\>
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tración, encaminada a eliminar por completo el agua residual de 
las células. A veces es preciso un lavado posterior. En los s is 
temas a presión o por vacio (Dibujo So) se encuentran unos junto 
a otros los iiltro s  de compartimentos y los de tambor rotativo 
que pueden trabajar en rondirionc.s perfectamente controlables*
La toma de la banda es continua. Para conseguir una filtración  
mejor en la separación de la tclraciclina se pone una capa de 
precoato de gel de s ílic e  que garantiza la filtración . La mayo
ría de las veces crea problemas la filtración de los micelios a 
causa de su ramificación tan pronunciada y la presencia de sus
tancias uiuci laginosas como los polisacáridos. Algunas soluciones 
de cultivo son muy d ifíc ile s  de f i lt ra r , como por ejemplo la  es
treptomicina. Kn tal caso se las somete junto con el micelo a 
una extracción o adsorción.

Cuando se requieran presiones elevadas, se emplean filt ro s  de com
partimentos (Dibujo M) que deben ser accionados a mano durante la  
descarga o e l vaciado. Esto d ificulta también la formación de la  
capa de precoato.

A veces la ultrafiltración tiene su importancia en la  separación 
de las células de las bacterias de soluciones de cultivo re la t i
vamente puras, como en la obtención de encimas. En la  recolta de 
aguas de desecho se emplean mucho los filtro s  de diafragma, espe
cialmente cuando se quieren separar sales por ósroosis invertida y 
recuperar sustancias de alto peso molecular por d iá lis is . Como se 
sabe, la  electrodiálisis no se emplea para las recoltas a escala 
industrial.

»

t

Tras la  carga eléctrica se procede a separar mediante intercambia
dores de iones, electroforesis (no a escala industrial) y procedi
mientos de floculación.
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Los procedimi 'ntos do extracción rucron los primeros métodos de
recolta empleados con más frecuencia en la producción de anti- t
bióticos y han alcanzado un nivc« elevado respecto a la maquinaria.
No so emplean .'as columnas do extracción usadas corrientemente en 
la Química clásica a causa do su retención prolongada.

Rara voz se separa la masa celular por centrifugación porque la 
viscosidad elevada do los caldo:: pormi Le únicamente el descenso 
lc?nto do las cólulas y. on muchos casos es idéntica la densidad de 
las célula:; y de lo:: caldos.

Como norma genet.il puede d ec i r se  que Lodo:; los métodos de separa
ción a base de temperaturas «-levadas no son ad«.-euados para la se
paración d«* sustancias activa::. Por «*so so emplean solamente mé
todos di’ destilación por vacío y se profieren métodos de secado 
con una retención breve.

Por último hay que llamar la .il«*neión sobre la importancia siempre 
creciente de los métodos de cromatografía (Dibujo S¿ ). Con e l des
arrollo ulterior de los materiales do soporte y de los grupos acti
vos aumentan :ons tan teniente la selectividad, la -apacidad y e l aba
nico de aplicaciones. La irrupción de los métodos de cromatografía 
lleva consigo, por otro -lado, que las instalaciones de recolta se 
empleen cada vez más concretamente para productos especiales, mien
tras que los métodos clásicos a base de calderas giratorias pueden 
usarse todavía para varios productos.

Valoración de las operacionesdescparación

Muchas veces existen diferentes métodos para conseguir los mismos 
objetivos. La decisión en favor de una variante se toma después de *

%
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vario.*; i'iisayo:; rea I i xadns «n l.i plani. 1 piloto quo permiten jus
tipreciar la calidad y la rentabilidad d<* la producción. La se
paración di' la:; ::u:;l onci a:; nel i va:; procederli e:; de la, fase porta
dora puede efectuarse por secado, ceni ri I nt|üci òn o filtración, 
líos roste:; totales do la operación deberían ser los que deciden 
su reni .ibi I i dad. No obstante, como puede verse* en el Dibujo Ü , 
toda variante posee una se leed i v i dad carnet e; ísl i era de las impu
rezas residuales basada en los di Icroni es principios do sppara-r
ción:  e l  pt need inserii o de secado e l imina e l  mater ia l  soporte  VO-

e», ’(utilizado mientras tpio todas, las i mpui ez.ts permanecen * 0  1 produr
lo. 1.a filtración en to lla  tei iene solamente una parte de las. im
pili ox.i:; en el producto, en l ani o que la otra se elimina junto con 
el I i 11 r ndo. Por el contrario, en la cent ri furiaci ón la separación 
se centra en rada uno «Ir* los núcleo;/ de la sustancia activa y la 
extrae eon preferencia de la (ase portante, consiquiendo asi la 
selert ividad máxima. I)e la misma manera hay que justipreciar 
otros mól odo:;, ya que ruda vez son más severos los requisitos rela
tivos a l.i pureza di* los productos, farmacéuticos.

Una empresa «pie se dedica a rsl< ; desarrollos c-' *be disponer de un 
qran número de secadores de ensayo o efectuar secados de ensayo 
con sociedades rspccia I i zudas para dar abasto a los muchísimos pro
cedimientos de secado. Kn el Dibujo iS se indica una lista  de los 
secadores más. usados, cata loriados seqún la intensidad de movimien
to de] producto y de la forma más predominante de transmisión tèrmi 
cu.

<

i

Condi clones restar i ct. i vas

Desde el punto de vista del producto no se puede emplear sin más ni 
más cua 1 «i u i era de los procedimientos esfteci ficados. Hay que tener



en cuenta de una manera especial los puntos siguientes:

La desintegración aumenta a medida que sube la temperatura.
La desintegración aumenta si perduran las condiciones des
favorables.
e l  pll in f lu y e  «.-n la d e s in t e g ra c ió n .

La mayoría de las proteínas solubles eliminadas de toda solución 
de cultivo poseen un pll de solubilidad inferior, el punto .isoe’cc- 
trico;tun pronto como se alcance éste se precipitan las proteínas.
Este fenómeno puede ocurrir por ejemplo en una centrífuga, dando 
origen'a obstrucciones y cortes de la producción. Con frecuencia 
hay que efectuar toda la recolta estérilmente para que no se pro
duzca una contaminación desde fuera ni una espolvoreación de pol
v illo  de antibióticos por todo el ambiente, cosa que es todavía 
más grave. Esto último se combate muy seriamente, pero a nuestro 
juicio no resulta tan peligroso como se había creído hasta ahora.

Recolta de sustancias activas lipó filas

Partiendo de los ejemplos expuestos en esta disertación, vamos a 
estudiar ahora a fondo el desarrollo de una recolta por extracción*
Las fases de separación antedichas no se diferencian mucho de las 
de este procedimiento, si bien por razones del producto son necesa
rias algunas limitaciones y construcciones especiales.

Penicilinas G y v

Un diagrama del proceso de producción muestra la recolta de las pe
nicilinas G y V empleada hoy día: 4
inactivación en el tanque de cosechas mediante la adición de forma-

i
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lina, lo que Inhibe también la  de. composición de la penicilina 
por fa lta  de respiración y seguidamente la filtración  mediante 
un fi lt ro  de tambor de cinta a l vacio con un lavado simultáneo. 
La solución acuosa rica en penicilina se extrae de un depósito» 
se mezcla con humectante y se acidifica a pH 2»o poco antes de 
la  extracción. Durante la  extracción la penicilina pasa a un di
solvente unipolar, en este caso e l acetato de butilo. La penici
lina se precipita del disolvente con la  adición de una base or
gánica, la sal precipitada se pasa por una centrifuga filtrante, 
ce vuelve a lavar y centrifugar, acabando con e l secado. El pro
ducto séco ya puede almacenarse y emplearse en las sintesis qui
ñi! cas.

La mayor velocidad de descomposición de la penicilina se obtiene 
con e l pH óptimo para la  extracción, es decir, que la acidifica
ción debe efectuarse muy poco antes de la extracción. Por e l con
trario, e l producto ya es estable en la fase del disolvente.

El modelo Podbielniak (Dibujo ií) es un extractor que viene dando 
muy buenos resultados desde hace treinta años. Corresponde a una 
columna de foi.do de criba polifás.ca montada en un campo centri- 
fugal. Como la proteina disuelta se precipita fácilmente con e l 
pH de la extracción y su densidad es menor que la  del
agua y mayor que la del disolvente, puede producirse un enriqueci
miento de las proteínas en la  capa de separación de ambas fases. De 
esta manera se interrumpe e l intercambio de ambas fases y cese la  
recolta. Para evitar esto, se añade antes e l humectante tensioacti- 
vo y con e llo  queda suspendida la proteína precipitada.

Ultimamente se separa la sal de la penicilina precipitada del di
solvente mediante una centrífuga continua provista de rasqueta que
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no precisa ser retirada por e l personal de servicio (Dibujo 36).
El producto impregnado de disolvente su escarpa automáticamente 
en capas delgadas de una centrifuga herméticamente cerrada y so
metida a atmósfera de nitrógeno, y se transporta a un separador 
mediante una tubería elevadora neumática. Se calienta después e l 
oxigeno de transporte y se emplea el tubo elevador durante e l 
transporte como secador de corriente* El disolvente se elimina del 
nitrógeno por condensación y puede emplearse otra vez. También e l 
nitrógeno se calienta .de nuevo y se inyecta en la centrifuga. Es
te proceso patentado observa las normas de protección antiexplosi
va, evita los perjuicios de la salud del personal derivados de 
los vapores'de los disolventes y trabaja con muy pocas pérdidas. 
Sirva de ejemplo para corroborar que es mucho mejor estudiar en 
conjunto cada una de las fases del proceso para reducir de esa ma
nera gastos y casos imprevistos.

5£i!:£2$?i!ri0?
La eritromicina se separa sin f i lt r a r  el micelio con un extractor 
trifásico. En un separador se extrae e l micelio con pH 9 de la pe
rife r ia  del tambor, la fase acuosa se saca con i..i tubo decantador 
y e l disolvente cargado sale por el radio más pequeño (Dibujo i ) ) .  
Recientemente se ha desarrollado para e llo  un decantador trifásico  
(Dibujo 3i). Se extrae del disolvente con ácidos diluidos y se pre
cipita e l producto con pH 7. La purificación ulterior se efectúa por 
recristalización o mediante columnas de adsorción y de intercambicuioas 
de iones. Con la decantación trifásica  se logrará probablemente la  
simplificación de otras extracciones de antibióticos.

*

t
Una vez enfriada la solución de cultivo, se diluye con agu3 y se
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v.

a c i d i f i c a .  Seguidamente se  hace pa. ai por un í i  I t . o  de v a c i o  p ro 

v i s t o  de una capa de p recoa lo ,  se lava y se vue lvo  a f i l t r a r  l a  

so lu c ión .  I.a t o r t a  se t i r a .  Kl f i l t r a d o  so mezcla con s u l f i t o  só 

d ico  y la  base cruda de t e l r a c i e 1 i na se p r e c ip i t a  con h id ró x id o  

sód ico .  RJ p r e c ip i t a d o  so separa después con la prensa f i l t r a n t e .  

Tras hab er lo  amasado cor. agua y mezclado con ác ido  c l o r h í d r i c o ,  

se procedí’ a d i s o l v e r l o  en acetona у agua. I.a p u r i f i c a c i ó n  y des-  

c o lo ra c ión  se? o£er l  lian 'medíanle la ad ic ión  de productos a u x i l i a 

res f i l t r a n t e s  y la adsorc ión  en carbón a c t i v o .  Tan pron to  солю
i

se cons iga  una I i l i t a c i ó n  c l o r a ,  se  p re í ’ i p i l a  la  base pura con 

NaOH. I.a l e j í a  madre se separa con dos e e n t r i íu q a s  e inmediata

mente después se lava e l  c r i s t a l i z a d o  con ocelona y acjuu. El p ro 

ducto húmedo se seca a con t inuac ión .  La acetona se vu e lv e  a recu

perar  di? la  l e j í  i madre y dt? lavado, ('orno pued»’ versi? en e l  Dibu

j o  63» e n t r e t a n to  e l  d e s a r r o l l o  t é c n ic o  ha d escu b ie r to  f i l t r o s ,  

cent r i  Гида les que vacían automál i canten t e .

También escasea e l  personal de s e r v i c i o  para q u i t a r  lo s  f i l t r o s  

do compartimentos empicados.

Vitamina B ^

Después de la fermentación ios caldos se mezclan con cianuro potá
sico y se hierven en la caldera agitadora (Dibujo ^0). Seguidamen
te se procede a la adsorción de la cobalamina con bentonita (anti
guamente con carbón activo) y a la elución con solución acuosa de 
piridina. Por último se eliminan del eluato los productos de las
tre con la adición de ZníOH^» se extrae el fenol mediante extrac
ción por contracorriente y la distribución por contracorriente con 
alcohol bencílico, se vuelve a extraer el fenol, adsorber con beto-

I
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nita y separar el corrinoide de la cianocobalamina en los Ínter- 
cambiadores de celulosa. Tras la elución con solución acuosa de 
acetona, la recristalización es muy pura. Para e llo  se emplean 
los aparatos ya descritos en la recolta de antibióticos.

Recolta de sustancias activas hidrófi las

La división de las sustancias activas en sustancias polares que 
pueden disolverse fácilmente con disolventes no hidromiscibles y 
en apolares que so concentran mucho en agua, no puede mantenerse 
estrictamente, pero sigue empleándose. Sin duda es posible y se 
enplean con frecuencia los métodos de cromatografía para pu rifi
car también sustancias activas lipó filas . La estreptomicina s ir 
ve como ejemplo para c«:i roborar la obtención de un antibiótico 
hidrófilo.

Resulta casi imposible f i lt ra r  la estreptomicina a causa de los 
componentes mucilaginosos que llevan los caldos de cultivo (dibu
jo <íf). Por eso las grandes impurezas se esponjan y retienen me
diante una criba y los caldos se hacen pasar a través del inter
cambiador de cationes débilmente icido por contr corriente. El 
intercambiador se lava después con agua. La estreptomicina se elu- 
ye después con ácido clorhídrico y se presenta en la solución acuo
sa como tricloruro. El eluato se purifica con carbón activo, se ha
ce pasar otra vez por el intercambiador de iones débilmente ácido 
y se vuelva a e lu ir con ácido nítrico diluido. A continuación se 
procede a su neutralización con carbonato sódico y su filtración.
Se adsorbe en el intercambiador de cationes y se eluye con ácido 
sulfúrico diluido. Este eluato se neutraliza en resina intercam
biadora, se desalina en otra resina, se descolores con carbón ac-
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í

t

t i v o  y se f i l t r a .  Después de e l im in a r  e l  agua por evaporac ión  

a l  v a c io  y p r e c i p i t a r  e l  f i l t r a d o  con metanol, se c e n t r i fu g a ,  

lava y seca por va c io .  El rend im iento  t o t a l  de e s t a  p u r i f i c a 

c ión es de un 7o % como máximo.

Las grandes d i f i c u l t a d e s  de e s t a  r e c o l t a  radican en la s  muchas 

fases  que r equ ie r e  y sobre  todo  en la  d i f i c u l t a d  de f i l t r a r  e l  

m ic e l i o .  Por eso  os n ecesa r io  agregar  tan ta  cantidad de agua 

que la fase  acuosa que pasa por la  pr imera columna ín te rcam bia-  

dora tenqa un volumen t r e s  veces  mayor que e l  de la  s o lu c ión  de 

c u l t i v o .  En e l  Dibujo se muestra una columna intercambiadora 

para e l  s istema por. c o n t r a c o r r i e n t e  que es r e s i s t e n t e  contra  la s  

obstrucc iones  der ivadas  de las  cant idades  de m ic e l i o  t r a n sp o r ta 

das, pero  también l im i tada  en la  v e lo c id a d  de paso.

Respecto a las  columnas in tercambiadoras hay que d e c i r  que l a  car

ga t i en d e  a hincharse durante la  sa tu rac ión  con d i s o l v e n t e ,  l o  que 

impulsa a c o n s t r u i r l a s  para a ju s ta r  grandes p res iones .  Por r e g l a  

genera l  los  in tercambiadores  se emplean para productos muy concre

tos y r e s u l t e  cas i  imposib le  e l  c ipleo de una ir  t a l a c i ó n  de r e 

c o l t a  as í  para d i f e r e n t e s  productos.  Teóricamente no es p o s ib l e ,  

por l o  menos hasta ahora, c a l c u la r  los  in tercam biadores :  no puede 

e s t a b l e c e r s e  con a n t e r i o r id a d  la  capacidad, la  s e l e c t i v i d a d  y e l  

reempleo una carga.  Por e l  c o n t r a r i o ,  no son raras v a r ia c io n e s  de 

un lo oo  * aunque se empleen sustanc ias  sopo r te  y grupos a c t i v o s  

químicamente i d é n t i c o s .  Sin duda alguna, los  proced im ientos  c r o -  

m atográ f icos  se emplearán muchísimo más en l o  su ces ivo  deb ido  a las  

grandes s e l e c t i v i d a d e s  que so consiguen con e l l o s .

t
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Producción de encimas

Hablemos brevemente sobre la producción de encimas. Cada vez se 
emplea más la fermentación en suspensión; sin embargo, existe 
una serie de encimas que incluso hoy pueden producirse más eco
nómicamente sólo en medios nutritivos sólidos, siendo e l princi
pal sustrato el salvado de trigo. 1«j tcrinentacián en suspensión 
más iriportanlc con sus soluciones nutritivas complejas correspon
de a la descrita en la producción de .mi il*iótieos.

Pasemos a e s c l a r e c e r  minuciosamente la r e c o l t a  con e l  e jem p lo  de 

las ami lasas (D ibu jo  15). Par.i e s t o  hay que proceder  de l a  mane

ra s i g u i e n t e  (omi lasa a l f a  de c u l t i v o  de l  U a c i l lu s  s u b t i l i s ) : 

p roceso  de abso rc ión :

a) Adsorción en almidón, suturado con (NII^^SO^,
b) Elución con Na-HPO. l/3o N,2 4
c) DiaLización del cluato,
d) Dcscoloración con resina (Duolitc A2), 
c) Precipitación con (Nrl^)^»*^.
f) Solución en CaíOAcJj acuoso diluido de pH JO,
g) D iálisis,
h) Adición de acetona a D°i , 6o X de precipitación aprox.
i ) Solución del precipitado en Ca(0Ac>2 acuoso de pH 10,

Ajuste del pH a 6, lio filizac ión .

El porcentaje de agua del adsorbente de almidón debe ser inferior 
a un 2o X, pues, de lo contrario, se ve atacado el mismo almidón.

Como segunda etapa le sigue la extracción (cjemplo^la amilasa TAKA de 
Aspergillus oryzac): 4

i
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a) Extracción de la diástasis TAKA en agua,
b) Adición de Ca(OAc)2 y filtración,
c) Adición de agua, precipitación con (NH^JjSO^,
d) Centrifugación, solución del precipitado en agua,
e) D iálisis,
f ) Adición de solución de rivanol a l 1 X, filtración,
g) Adición de rivanol al 1 X,
h) Solución en solución de lampón de acetato (pH 6),
i )  Adición de a rc illa  acida, filtración,
j )  Adición de acetona, centrifugación del precipitado,
k) Solución en Ca(Oac)2>
l) Adición de acetona y lio filización .

Todos estos procedimientos ya están establecidos y se emplean con 
ciertas diferencias. Sin embargo, las tendencias predominantes son 
la u ltrafiltración fraccionada, la cromatografía en gel de s ílice  
(no empleada aún a escala industrial) y la cromatografía por a f i 
nidad. La finalidad perseguida es la extracción directa de los en
cimas del primer filtrado con una selectividad extraordinaria de 
los inhibidores característicos del sistema combinados con las sus
tancias soporte y su obtención e" condiciones apropiadas.

Recolta de masas de células

Es necesaria una deshidratadón mecánica y un secado def agua de la
solución de cultivo completa cuando las sustancias activas se escolo)
den total o parcialmente en células, como en e l caso Flavomycin , 
o las células mismas son el producto deseado, ta l como en las pro
teínas unicelulares, o cuando la recolta se efectúa preferentemen
te del producto seco anhidro, como en el caso de la griseofulvina.
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Flavomycin^R^

Toda la solución de cultivo se concentra en un evaporador de f i l 
tración y después se seca (Dibujo 45) en una secadora por atomi- 
ización. No es necesaria una filtración previa porque casi la 

mitad de la sustancia activa está disuelta en la fase acuosa. Pa
ra reducir el peligro de explosión por polvo, el secador trabaja 
-como se ve en el dibujo- con recirculación rebajada del aire de
secado y con un condensador intercalado. El caljor de la evapora-uietróleo con
ción proviene de la carbonación directa delY a ir - y la mezcla de 
los gases de combustión caliente en el sistema de circulación, 
lo que reduce a menos de un 8 % la cantidad de oxigeno del aire.
En este ambiente casi exento de oxigeno no puede inflamarse el 
producto seco en polvo.

Recolta de__l a _ pro te i na unicelular

Se emplean procedi.nirentos semejantes a los usados en la obtención 
de Flavomycin. Tal como se ve en el Dibujo 46 se extrae antes la 
mayor cantidad posible de agua y se vuelve a inyectarla en la fer
mentación. Después de varios año¿~ de estudio se ha» logrado concen
trar las grandes bacterias de o ,5 pm. en separadores» de purificación 
por toberas a un 16 % de la masa celular En las gran
des instalaciones el separador concentra 4o.ooo 1/h. de suspensión 
alimentada. Con e l empleo dé decantadores se logró, además, una 
concentración de la masa celular a un 3o % (Dibujo 47). El secreto 
consiste en apoyar la extracción del lodo de bacterias de reflujo  
con un nivel de liquido mayor. La máquina prevista para la produc
ción concentra 25.ooo 1/h. Quedan amortizados los gastos adiciona
les del decantador tan pronto como se consiga con él un aumento de 
un 4 % de la cantidad de sustancia activa. .
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Metas primor ..ialt?s del desarrolla futuro

Los fermentadores y en su mayor parte la recolta no han experi
mentado modificaciones notables técnicas en el transcurso de las 
tres últimas décadas. Entretanto otros nuevos factores, como por 
ejemplo el encarecimiento de la energía, han obligado a nuevos em
pleos .

Soluciones nutritivas menos viscosas

Siguen siendo muy limitados los conocimientos sobre los medios 
tritivps mejores. Un gran número de microorganismos puede sinteti
zarse con medios nutritivos puramente sintéticos. El ejemplo más 
conocido es e l SCP.-Sin embargo, se ha podido comprobar que en la  
mayoría de los casos la proliferación y e l rendimiento son mejo
res con los medios nutritivos complejos. Se tiende, por eso, a empleai 
preferentemente componentes solubles a fin de conseguir cultivos 
más fáciles de aprovisionar y recoleccionar. Como ya se ha dicho, 
el mayor títu lo  de fermentación no es necesariamente el mejor t i 
tulo de toda la producción.

Ya en la búsqueda de cepas nueve'., que se proseguirá c n métodos 
cada vez más automáticos, habrá de tenerse presente los medios nu
tritivos sintéticos. De esto se desprende el fomento del desarrollo 
ulterior de otros termentadores en todo e l mundo. Con toda seguri
dad, un termentador moderno del año 199o dispondrá de un caudal 
más definido y un consumo de energía inferior que, por ejemplo, el 
termentador de caldera agitadora gaseada corriente.

En el sector de la recolta, se emplearán preferentemente la u ltra- 
filtración y los métodos de cromatografía además de los procedi
mientos clásicos perfeccionados, de una manera particular la  se-
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#
paración mecánica que en la R.F.A. está experimentando un t
desarrollo alentador. También se concederá mucho más importan
cia a la eliminación de los materiales de desecho y al nuevo 
empleo de los mismos.

La capacitación mejor del personal tendrá cada vez más importan
cia. La adquisición de know-how e instalaciones tienen sentido 
solamente cuando se dispone de personal calificado para explo
tarlas y conseguir el día de manana unos procesos mucho mejores 
que los de hoy.

Vds. me propusieron un tema muy extenso. Yo he tratado de mostrar
les el derrotero que siguen los desarrollos actuales a la luz de 
algunos ejemplos. He planteado mucho más preguntas que las que he 
podido responder. Espero que esta disertación les sirva de alicien
te para otras discusiones ulteriores.

A




