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In ¢cion

Al margen de los grandes progrescs rcalizados en ei sector de la
quimica moderna, la importancio de los proccsos microbioldgicos
ha expcrimentado un incremento notable ¢n el transcurso de los
ultimos anos. Continlda la bisqueda de sustancias activas nuevas

y el perfeccionamicnto J¢ las ccpas de cultivo. La capacidad de
los microorganismos para cfcctuar sintesis quimicas, incluso de
sustancias activas do uvstructura sencilla, os muy superior a los
esfuerzos que rcealiza ¢l hombre. Una clevada sclectividad a pesar
de emplear sustancias dc partida sin purificar, la capacidad de
adaptacion a matcerias primas cexistentes cn un lugar concreto y la
posibilidad de incrementar el rendiniiento proliferande microorga-
nismos ya descubiertos son los factorces gque garantizan la superio-
ridad de la produccidén microbioldébgica dc moléculas compiicadas.
La mejor prucba de la rentabiiidad de los microorganismos exis-
tentes cn l. naturaleza cs ¢l hecho de que aun .oy dia se dgscu—
bren sustancias nuevas desde ¢l punto de vista biologico y se lo-
gra producirlas a escala industrial antcs de llegar a conocer ca-
da una de las fases de la sintesis. Nada tiene de extrano que los
procesos de fermentacidén scan cada dia mas importantes y que esta
asamblea pretenda estudiar a fondo las técnicas necesarias'para

ello.

ntacion
El nicleo de la feramentacion acrobia a escalu industrial es la cé-
lula biolégica (Dib. 1). Es el rcactor propiamente'dicho:/;a insta-
lacion técnica tan ¢norme no hace mas ¢uc proporcionar las condi-
ciones fisicas adecuadas y ¢l aprovisionamiento necesario para la
proliferacién de las células y la produccién de las sustancias ac-




tivas. Una de las condicirone: indirspensabloes para ollo son el

abastecimionlo de susitroton gascosos y liguidos, ta eliminacion
de producto:s de descecho y ¢l mantenimionto tanto de la tempora-
tura apropiada como del pii. PPor regla general se cmplean proce-
dimicntos acrobio: para la producceion de sustancias activas. A
esto se debe gue yoo o me Timite on csta disertacion o hablar solo

de las fermentacinne: o base de oxigqeno.

Los procesos Dasico. trabajan por totes, on dos fases. Enoel Di-
bujo 2 5 pucde obiservar la proliferacion de fos microorgani smos
necesarions duraonte uno de esos procesos y la produceion subsi-

guiente de las swstancias activas, tras haber limitado su proli-
feracion. ta procesos continuos o "{ced-batceh” sw fen cmplearsce
en los institutos de investigacione:, pero no hon logrado abrir-

s¢ camino on la produccion industrial.

Reactores por contacto entre qases y liguidos

- > - ——— —_— —_—— e = -

El feomentador acrobio consta principalmente de un rcactor por
contacto entie gases y tiquidos. B bibejo muestra las varian-
tes doe dichos reactore:s: was usadies. Bn prisncipio sco diferencian
segun la clasc de accionamiento y la fase continua. LOs primeros
fermentadores acrobios estaban formados por sistemas de superfi-
cios que permitian la proliferacion de mcoroorganismos en culti-
vos doe agar en plantas de botellas o on cucerpos de relleno rocia-
dos de solucion nutritiva, cowo on ¢l caso de la obtencién de aci-
do acttico. En estos fermentadores de superficies encuentran los
microorganismos naturales las condiciones de vida mas adecuadas
para cllos. 1.a fermentacion on suspension, la scqgunda variante
mas importantc, los ha desplazado a scequndo lugar a causa de las
grandes dimensiones de las instalaciones requeridas. En ciertos

casos concretos no deberia descartarse desde un principio el em-




pleo de esto:s procedinicntos de superficics teniendo presente los
lugares de cnclavamiento y factores de costos extraordinarios.Con
un proceso de produccidn asi sc¢ pucden ahorrar muchos costos de

energia.

Fermentadores de caldera agitadora

El pilar dc la fermentacién de antibidticos y sustancias activas

es la caldera agitadora aircada mostrada ¢n el Dibujo Y Sin l1la in-
troduccion de las primcras fermentaciones cn suspensién no hubiera
sido posible abastecer hoy a la humanidad con antibioticos. Hay

que tener wmuy presente gue fa susnension de los hongos vinculados
normalmente al suclo, las levaduras, las bacterias o los estrepto-
micetos en agua suponen un paso de gran trascendencia desde el pun-
to de vista fisinlbgico. Nada ticne de extrano que una serie de es-
tos microorganismcs no sean capaces de pasar este proceso y iunque
hayan dado origen a sintesis Gtiles en el laboratorio, no hayan po-

dido emplearse en la industria.

El fermentador de caldera agitadora agascada no ha experimentado nin-
gin cambio externo notablc cn el transcurso de .os ultimos 30 anos.
No obstante, e¢s preciso hacer constar que el volumen de los reacto-
res ha ascendido de 40 a mas dc 250 m3, ¢l cese de calor es 10 ve-
ces superior al de entonces debido a la evolucidn ulterior de los
cultivos bioldgicos, la potencia de los accionamiertos ha llegado

a ser cde 5 Kw/m3 y en ciertos casos hasta 8 KW/m3. En el Dibujo &
puede verse una tabla con los indices de las fermentaciones prinsi-
pales. Si tratamos de explicar c¢stos datos de acuerdo con el estado

de la tecnologia de produccidn quimica, llaman la atencién

1. los elevados indices de produccidn de los agitadores que sdlo

pueden descubrirse con las amasadoras o meczcladoras. Dichos in-




dices son connoecucrncra de ouna viscosidad siemproe creciente de
los caldos de cultivo debirda o cantidades mayores de sustan-
cias nutritiv,, a densidade: de oGlulas wis grandes y a un
transportoe de sustancrie mayor reguoer tdo por patte de los cul-

tivo:.

2. Lan cantidade: de calor a ovacuar on omuy olevadan s1osce Lie-
ne en cucnta bas temperat utas de fermentacidn bajas que reinan
en los alrededore:. PPor enta razon e ha procedido a Cor:\.dicio~
nar ¢l agqua refrigerante enploada normalmente para enfriar los

ferment adores eon anstalacionec: de aqua fria especrales.

A . . . 3
3. Los contingentes de ajreacion que oscilan entre 3o y 50 m

hora cloevar considerablemente los gostos de la produccion.

4. bLa dutacion tan ltarqga de bas fermentactonc:s: de cada uno dc los
lotes (batceh) son ta causa de qgque los costos por hora para el
accionamiento doel agitedor, la refrigeracion y la aircacion,
que de por siono son omuy clevados, supongan al final mas de

1O % de 1o s gastos totales.

Detalles de construceion

Como ya hoemos visto, ol asnpecto oxterno del reactor siqgue igual. Hoy

dia se efcectia la produccidn de una sustarcia activa ¢n un namero ra-

zonable de reactores a la vez para evitar ¢l riesqgo de pérdidas por
causa del paro. El nivel del liquido y consiguientemente del reactor
dependera de Jai; fasesn de presion del asbastecimiento de aire. Para
compresore: de aire monofasicod, por cjemplo, se sucle usar una pre-
516N maime  de 3 bar. Kl dirametro doel reoactor estad dterminado, la ma-
yoria do las vece:, por ol corte transversal de transporte de las

calles de acceso, las vias de navegacidn o los puentes del tren. Por




regla generc . los fermentadores van equipados ac una camisa re-
frigeradora doble y, scgin la temperatura dcl refrigerante exis-
tente en aquel luoar., nrovistos de aqregados refrigeradores in-
teriores adicionales. Estos ultimos tichen sus desventajas porque
ocupan el volumern doe produccior ¢ influyen negativamente en el ren-
dimicento dcl organo gqgitador. Colocando scerpentines refrigerantes
2n las par~des externas del foerwmentador se aumenta su rigidez y
Jisminuye el cspesor de parced (bibujo 6 ). Al principio se cons-
truian las camisas refriqeradoras de acero sencillo y las pare-
des del recipiente solamente de material inoxidable. Esto ocasio-
naba corrosiones del metal e impurcezas en ¢l agua refrigerante que
a su vez.podia cnsuciar las instalaciones de refrigeracidn de re-

torno. Actualmente se cmplea accro inoxidable en ambos casos.

tn la construccidédn de accionamicntos de agitadores se han adoptado
nuovos métodos. Comc 1a fase de proliferacidén y la de la produccion
de sustancias activas regos  +on di ferentes intensidades de agitacion,
sc ha optado por reqular 9.5t rto nuamcro de revcluciones para ambas

ases. Hoy dia oxisten s al*ornativas siquientes:

a) Motorces g cerocnie trifdioitea ra~ictrados, modelo Thyristor.
ventajas: manc)o puraicntoe clcatrico y necanicanente sencillo.
Grado de eoficacia: superio: o un 95 %,
Dessiventajas: ol pomente de qgiro de impulsion desciende en funcién
del nimero de revoluciones, sc produce un porcentaje elevado de
corriente reactiva y pucdc pararse el accionamiento al aumentar

la resistencia.

L.) Convertidores de par hidrostéticos.
Ventajas: el momento dec giro de impulsion aumenta e medida que des-

ciende el nimero d¢ revoluciones, el grado de eficacia es superior




a un 93 %. El volumen de Ju construccién es pequeno y basta un
motor d¢ accionamiento cléctrico de pequenas Jdimensiones.

Desventajas: ocasionan mucho ruido.

c) Convertidore:s de par hidrodinamicos.
ventajas: construccién robusta y sencilla, ¢l momento de giro
de impulsion aumenta a medida que desciende el numero de revo-
lucionc:.
Desventajas: ¢l namero de revoluciones no ¢s constante y de é1
depende ol grado de oficacia que comiconza a doscender a partir

de un 93 2 con upn nimro do revolucione: nominal.

d) Acoplamicnto hidrodinimico.
ventajas: ol monento de giro de ampulsion y ¢]l numero de revolu-
cionues son comstantles, la conslruceion os wuy scencilla.
Desventajas: ¢l grado de oficaciadesciende lincalmente con el nu-

mero de revoluciones; se necesita una refrigeracidn con aceite.

¢) Motor do accionamicenlo de polos conmutables con dos o tres nime-
ros dc revolucicones asincronicos.
ventajas: los costes son bajos; un pequeno aumento del momento
del giro de impulsidn a medida que desciende ¢l nimero de revn-
luciones.
Desventajas: ninguna regulacion continua : el namerc de
revolucicnes pucde acoplarse uUnicamcente mediante poleas de trans-
misién o el cambio de ruedas dentadas cilindricas cuando sea pre-

ciso cambiar el cultivo.

Existe la tendencia genceral de aumentar considerablemente la poten-
cia de los accicnamientos en relacidn con los datos del proyecto

Porque la demanda escasa de potencia por parte de los cultivos lle-




va consigo una disminucion del erado de lbiceaern,. Pero se ha podido
comprobar hasta ahora que con ¢l aejorastento constante de los ul-
tivos s¢ consique sicmpre cxplotar posteriormente las reservas de
potencia. Cuando las ventas de un producto de fermentacion deter-
minado qarantizan la explotacian completa de una instalacion, es

muy razonable cmplear motore: de polos conmuat ables.

La construccidén doe los pasosn de arbol tiene una importancia cextraor-
dinaria por -azone: ascptieas: andisopensablesn, Duront e mucho:s ano:
se prefirno instatar <1 ceciotnamiento completo en ¢l fondo del re-
cipicnte, Las cmpaquet aduras: e construian como juntas de anillos
deslizantoes de cofocto doble con superposicion doe crerre de agua

ostéril (Dibujo  B)Y. -

Estas juntas resultan coras y son sensibles o las sacudidas y vibra-
ciones, sobre todo si se tiene ¢n cuenta que los arboles requeridos
parae las grundes calderas tienen un didmetro de 200 mm. y més.ghoy
dia sc cmplea cada ver mas ol buen prensacstopas antiguo, perfeccio-
nado con matoeriales de empagquetadura mejores y autolubrificantes. Se
usa prefoerentomente on la camara de qgos (Dibujo Y ). Para fermenta-
dores grande se recomienda montar los accionamicntos en la parte
alta de los recipientos con empaquetaduras de prensacstopas de efec-

to doblc.

Los oérganos do agitacion no han c¢xperimentado ningin cambio notable
en el transcurso de los Gltimos anos. Aun sigue cmpleandose el agi-

tador de discos (Dibujo 10) que se comenv.. o usar @ principios de la

década de los cincuenta. En ol bibujo luse ven algunas variantes, por

cjemplo ¢l aqgitador autosuccronante desarrollado para la produccidn
de Aacido acltico y levaduras, modelo Fruings, un agitador contraco-

rriente de varias ctapas, modolo kBkato, y un agitador axial con tu-

i e —————




bo conductor rotatorio. Actualmente se consideran los agitadores

como bombas y se¢ construycen con una presion y rendimiento corres-
pondientes. Los suministradores muy poderosos Jc agregados agita-
dores estan en condiciones de establecer en su planta piloto pro-

pia ¢l aqgitador mejor para ol sistema descado.

Otros rcecactores

El fermentador de agitador ga:stlicado ¢ ol reactor mas usado en
la mayoria de las producciones. Esto obedece principalmente a su
gran flexibilidad, si1cendo capar de fermentar incluso los caldos

de cultivo mds visicosos (hasta 4 pascal scqundos) .

Los fermentadore: mostradon en los Dibujos siguicntes se desarro-
llaron para cicctus: fermentgciones especrales, tales como la ob-
tencion doe _sterotdes, lg produccion de levaduras, la obtencion

s Lo, la clarificacton doe aaguas de desccho y particularmente el
tratamiento con lejia sulfitica. Ix todos ¢stos solamente se pue-
de emplcear ol fermentador de rucda doe palelas para viscosidades

muy clevadas. La mayorie de costos desarrollos escan previstos para
la fermentacion de soluciones nutritivas muy liquidas. Es preciso
resaltar dc una wancra cspecial ol método tan cempleado de la co-
criente circulante. En lugar de una mezela homogénea de todo el
contenido dcl reactor con una dispersion uniforme de todos los sus-
tratos, cosa quec no pucde satisfacersce plenamente, se trata de con-
seguir (Dibujo l2) una circulacién detcrminada de todo el contenido

POXRETDO 4e 1a distribuciéon del periodo de circula-

con un espcectro muy
cion a través de cada zona del reactor. De esta manera puede regu-
larse mbtuamente los periodos do circulucion y consumicion de los

sustratos alimentados.




Fermentacior, de sustancias activas

Hasta ahora hemos hablado de los fermentadores como reactores

en suspension generales. Sin embargo, estan rodeados en toda su
periferia por una seric de aparatos adicionales y sistemas de
abastecimiento y regulacién. Estos dependen primordialmente de

la clase de sustrato y de sustancia activa formada.

Preparacioéon dc cultivos por inoculacion

En ¢l Dibujo {3 vadvn'dvﬁcubrxr ¢l mitodo do preparacidn de
cultivos por - inoculacion hasta quc llegan al fermentador. Con

toda seguridad, ¢sto no supone ninguna novedad para Vds. La ce-

pa de produccidn seleccionada se transvasa de los tubitos vibra-
torios. Aqui sc prolifcran las cClulas hasta conseguir la densi-
dad necesaria para un cultivo de produccidon, pasando antes por

las diferentes fases del fermentador. La preparacion de los cul-
tivos por inoculacidén sc¢ realiza en condiciones cgue fomentan la
proliferacién de los microorganismos pero no la produccion de sus-
tancias activas. P’arz peder inocular optimamente las preparaciones
de los medios nutritivo:s de la produccion, generalmente caros, se
deja prolifer ir una gran cantidad de cultivos er las fases peque-
nas y se selcccionan lo:s mejores. Para esto se requieren labora-

torios muy grandes.

En el Dibujo 44 puede verse una vibradora moderna con 300 comparti-
mentos para cilindros dc 300 ml. de capacidad. Mientras que los mo-
delos antiguos tenian que luchar contra grandes desequilibrios cen-
trifugales, esta construcciédn llcva un contrapeso en el medio de
los tres pisos para evitar asi incluso las oscinaciones de volca-
do.




Los fermentadores pequenos (3o a 00 litros) van cguipados la
mayoria dc las vecoes de accionamicntos de fondo para facilitar

la introduccion de sondas y aparatos de medicion por la tapa.

Sicmpre que sea posible, se presceinde hoy dia de las tuberias anu-
lares en la inoculacion y se cmpalman los fermentadores a inocular
con pavimentos solidos (bibo1s caja intorcambiable) o con tubos
flexibles a sus prufurmuntadgrcs respectivos a fin de evitar in-
foccrones transversales. Las tuberias osturdr tendidas con, declive
y calgada:: de forma que no quede en ellas nioun Charquito.lpucs Cs-
te pucde convertirse en una sustancia sceca en el transcurso del
ticmpo y al no ser sulrctentes lg duracidn y la temperatura de es-
terilizacion, dar lugar g infecciones o] dia menos pensado, tal

como se muceshtra on ol dibujo 1o,

La téenica doe los adilivos

Segun la clase de sustancia activa, los fermentadores necesitan una
scric de aditivos que deben agreqarse al sistema de forma esteril.
Como cjoemplos citemos: la soluciéon de azlcar para la penicilina, la
solucidn de awucar mezelada con sulfato amonico para la tetracicli-
na , acidos o lejias para reqular el pll de todas las fermentaciones,
con frecuencia accites antiespumantes y naturalmente la cantidad de
aire para la incubacién. La esterilizacion se efectla por filtracion
de  liquidos estériles, modalidad que tropieza aun con ciertos pro-
blemas debidos a la esterilidad prolongada, y la termoesteriliza-
cion. Esta UlL.ma forma de estecrilizacién es la que se viene emplean-
do hasta hoy dia, ya sca bombcando Ze¢ manera estéril los preparati-
vos de los lotes o comprimiéndolos con gas, o también esterilizando
sin interrupcidn un cultivo no estéril a través de un trayecto ca-
liente y refrigerante. El scegundo método es el mas adecuado para




los sustratos sen@msaibles ol catlor, pero, por otra parte, requiere
un caudal rclativamentc constante pacJsa mantenct ¢l cquilibrio de
la tran=fcorencia de calor. Bl aire inyectado para la incubacion

s¢ esteriliza normalmente por tiltracion. En el Dibujo 5 se in-
dican las cantidades necesarias para alqunos productos. Los fil-
tros de esteridizacion de o,1 o 0,2 pme de didmetro maximo cue se
ofreecen hoy dia son san duda olguna wuy apropiados para 1las insta-
lacione: poeguenas. Los [iltres previstos para las instalaciones
agrande: constan e bujias Tiltrante: suceltan, concectadas parale-
bamente. Esto sigunfea dque ol rresqo de o paro aunkenta lincalmente
con ¢! volumen aoee 1o corrtente de airre. Caso de faltlar la esteri-
lidad on ¢l fermentador, o preciso exawinar todas las bujlas fil-
trantes o sustituirlas por oltras nuevasn. No oxiste una opinién un-
anime sobre la convenitencia de ofcectuar las grandes ferwentacionces
con los filtros de lana de vidrio muy voluminosos cmplcados anterior-

mente, que a largo plazo resultan tambicn mucho  mas baratos.

Sistemas doe medicion y requlacion

El Dibujo {} mucstia un esquema del numero de sistemas de regula-
cidn que e cmplean corrientemer ¢ hoy dia pare una fermentacion

en lote:. S 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 facilmente oscilaciones de la temneratura en el fermentador.
Para equilibrar los consumos deberian 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 puedc decirse respecto a los
fermentadores. Siempre gque sca posible, se colocan los puntos de me-

dicidon en la partce sin esterilizar, delante de los filtros o inter-




cambiadore: de calor. A wmi juicio ¢x indispensable la medicidn
del volumen de oxigeno y €O del aire de salida y a veces tam-
bi¢n la cuntidad de sustrato volatilizado. En los fermentadores
se mide ¢l pH, ol potencial redox y la cantidad de oxigeno me-
diante sondas:. La cnergia absorbida por ol accionamiconto del agi-
tador y ol nlmero de jevolucione: facilitan datos muy valiosos
patra deducir a viscositdad ¥y oen consieccucencia la densidad de los
cultivos. Lamenlablemente aln on necesario estudiar durante mu-
chas horas de laboratorio la mayoria de los datos bioquimiéamcn—
te iwportante: acumuladon on una fermentacion, fodavia no se ha
consequido una reqgulacion del ticmpo real de la densidad de las
chlulas, dé | volumen de encimas y de la cantidad de sustancia ac-

tiva.

Cont inuamente se desarrol lan y ofrecen sistemas que tratan de cli-
minar wecantcamente o formacion de oopumg que se produce en con-
diciones desfavorable:, como pucde colegirse del Dibujo 18 . Pero
hasta abora no e ban fogrado con ellos Jos resultados apetecidos
para espumas realmente densan. No queda mas remedio que segquir em-
pleando los gecites ant tespumant e, tan odiados por los peritos on
recolta. Fs preciso resaltar o este respecto que con las instala-~
cioncs de anticspumacion mecanica se ataca tGnicamente a los sinto-
mas poero no a las causas provocantes de la espuma. Quizas pueda
lograrse una solucidn parcial de este problema investigando mas a
fondo el origen de la espuma y mejorando la calidad de los medios
nutritivos.

Esterilizacidon del fermentador

Antes de inicrar una fermentacion es preciso eliminar del recipien-

te limpiado con antclacidn todos los gérmenes y cesporas. Existen




dos posibilidades: se vacia ol recaipicente, os decir, se esteri-
liza con un 10 % del volumen de agua, o también lleno, con to-
das las sustuncias nutritivas dewtro. En cl pricer caso es pre-
ciso esterilizar aparte lus sustuancias nutritivas que se han
dosificado con anterioridad en ¢l fermentador esterilizado. En
ambos casos hay quoe tener presente respecto a los fermentadores
propiamentc dichos que todos los abastecimicntos o la caldera
scan purqados con vapor y so consigan las temperaturas de este-
rilizacion. La caldera con su carga de aqua actda entonces como
un condensador de mezcla grande. Lo mas seguro para ¢l personal
de servicio es que las tuberias de entrada y salida del fermen-
tador onton cquipodag: dee palpadore: de temperatura on los puntos
peligrosos o fin de poder cont rolar la esterilizacion. También se
aconscja medir la presion en los terminales de las tuberias. La
primera fasce de la esterilizacion consiste en aircar por comple-
to todos los sistemas, ya que la esterizacidon se efectua en at-
mosfcra de vapor. Por ¢so hay que prescindir de racores estre-
chos quc acumulen gas, o aircarlos por sceparado. También son pe-
ligrosa: las conexionc: doe vapor bifurcadas (Dibujo 44) porque
no permitoen controlar @i ol vapor pasa sin pegas por ambas tube-

rias.

Los racores y conexiones (que no vayan o utilizarse deberian prote-
gerse contra infecciones haci¢ndolas pasar por una zona caliente,
corio s¢ ve o¢n ci Dibujo ¢¢. Es preciso montar las armaduras de for-
ma que cl terminal para cl fermentador sca el asiento de la valvula
y el prensacstopas tan cxpucsto s infecciones no csté en contacto
con el medio nutritivo. Segun nuestra cxpericencia, las llaves de
bola mostradas cn el Dibujo 0 son los Organos dc cierre menos com-

plicados.




condicione:s especiales de fernwentacion

El Dibujo 't facilita ios dato:s de fermentacién correspondientes
a las sustancias activas de la penicilina G, penicilina V, estrep-
tomicina, critromicinu, tetracicling, vitamina B 12 y amilasa. Re-
sultaria muy prolijo hatlar ahora de las diferencias de cada uno
de los cultivos: por eso mee fimitaré a exponer los problemas prin-
cipales. La adicion de narina de soja, granos de almidén, extrac-
tos de levadura o harin - de mani crea ciertos problemas cn:la cs-

terilizacion porque la temperatura debe alcanzar cl niclco,de las

particulas de las sustancias solidas que siguen a la temperatura

de toda la_solucion, como se ve en el Dibujo 2. Los aditivos de
uzﬁcar,'pn; cjemplo para ta penser bina deben esterilizarse rapi-
disimamente porque corren peligqro de scaramclarse. Para cllo sce
cmplcan los intercambiadores de calor expuestos on el Dibujo 23 que
permiten un tiempo doe retencidn breve con una transmision térmica
elovada y una resistencia escasa frente a los caldos liguidos muy
viscosos. Ademds oste sistema pucede limpiarse facilmente, después
de quitar la tapa, cosa que no ocurre con los intercambiadores de

placas o dc haces tubulares.

Otro problema de naturaleza distinta sce deriva de la estructura del
micclo formado por microorgani:mos. Algunas cepas, tales como
cstreptomicing forman micelos filamentosos gue provocan rapidamente
una viscosidad muy clevada, en tanto que ¢l Penicillium notatum,
por ej., tiende a formar "pellets” que son menos viscosos. Dado que
la estructura y la extonsion de la formacién de antibioticos se ha-
l1lan estrcechamente relacionados entre si, hay que procurar que la
formacion favorable dcl micclo no s¢ vea inhibida, por ejemplo, por

la fucrza de cizallamicnto a causa del accionamiento del agitador.

La variedad de medios nutritivos crea .ambién sus problemas. Sin du-
da alguna, c¢l dato "Cornsteep liquor” facilitado en los medios nu- <




tritivos del Dibujo 28 o una zusiancia definida con suficiente
nitidez para la bolsa de materies primas, pero no asi para el
cxplotador de fermentadores que Lropicza con una :ustancia que
varia constanteacnte on su composicion, seqgin ¢l ano de la co-
sccha, la calidad del terreno, ol pais de procedencia y el plan-
tio. Solamnte 1a definicion & agquo del cono (tap water) encu-
Lre tal cimulo de pozibilidade: analiticas que, scequn la fuente
o ol pozo, ol aqua pucde contencr una cant idad mds © meNOsS gran-

doee de oligoelensenton o carcoer de ellos,

Dificultade: que Heva consigo e asuncion de una licencia

De lo antedicho pucde coleqgirse que incluso tras la entrega de

las instrucciones minuciosas de servicio, por escrito u oralmen-
te, do todos los dotos principales y de la cepa, no queda garan-
tizado ¢l funcionamicnto del proceso. Los requisitos indispensa-
bles para cllo son un personal de laboratorio y de scrvicio muy

capacitado y cxperimentado, on primcera linca, y en segundo lugar,
mucha, mucha pacicncia para adeptar todos los detalles del proce-

80 a las circunstancias lorale: v posibilidades técenicas.

En la tabla siquiconte sc exponen algunos datos principales p

las sustancias acrvivas a tratar. Sec sobreenticnde que las'cant -
dades dc sustancias activas indicadas sc reficren al cultivo 6p-
timo dc una cepa determinada. A veces es mas conveniente fermentar
con cantidades inferiores de sustancias activas si con ello se con-
sigue mejorar las condiciones de la recolta. Hay que evitar a toda
costa el peligro de contaminacion obscrvando a rajatabla las condi-
ciones de csterilizacion.

No cabe duda de quc antibiético dc amplio cspectro de accidn como




la tetraciclina cucnta con wmuchas menos dificultades que la peni-
cilina., poar cjemplo. Por otra parte, en la produccion continua,
como ¢n cl caso de SCP, oi preciro climinar por lavado cierto ni-
mero de gérmenes cextranos colados. En definitiva, no es posible
efectuar osta clasc doe produccion sin una ascpsia absoluta por-

que dc naaa sirve hacer las cosas a wedias.

Respecto al origen de los cullivos i preciso decir que si bien
oexisten explot adote: ke [erment acione: e concoeden licencias, no
Falta una setice de soviedade:s: que e han cspecial i zado directamen-
te on comscquir una «ran rentabilidad siptética de las cepas me-

diante procoe:o:s automat i cos exlens;os.

En ci scctor. de 1a fermentacion de suslancias activas propiamente
dicha no han logrado abrirsce camino los procesos de produccibén con-
tinuos y las fermentaciones prolongadas (fed batch) solamente hasta
cierto grado. E:sto sce debe en primer jugar al peligro de una r_nuf.a-
cidn y degeneracion constantes de los microorganismos que intervie-
nen on la fermentacion durante mucho tiempo, y con segtpdo lugar, a
la baja conce tracion de las coscchas de los ca’-los de cultivo pro-
longados. Estc Gltimo fendmeno obedece a que las soluciones de cul-
tivos ya fermentados no sc prolifcran Optimamente y a veces se ven
inhibidos por los productos & desecho propios. De ahi que sea nece-
sario efectuar las coscchas con concentraciones bajas en los proce-
sos fed-batch.

S D . - W Y Y L —— P —— =

Los elevados costes de cncrgia de la fermentacién en calderas agi-
tadoras han impulsado a la blisqucda de reactores que trabajen mas
econdmicamente. Ahora bicn, las variantes desarrolladas hasta el
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momento no han loqrado conscquir la flexibilidad de las calderas
agitadoras gascadas. Pcro dentro de algin tiempo se descubrird,
sin duda alquna, un rcactor flexible como la caldera agitadora

con una caractoerslica de corriente circulante.

Respecto a Jas soluciones nutritivas cmplecadas sc acentba la ten-
doncia e emplear cada vez mas sustratos liguidos, reducir asi la
viscosidad dc los caldos de cuitivo, y a veces conseguir sintesis
mucho mejores con un consumo de onergia mds bajo. Este desarrollo
contribuird Lambi®n al descubrimiconto de rcactores cconbmicos pa-

ra la ferscntacion.

La posibilidad de conscguir porcentajes de sustancia activa del or-
den de 0,1 a 3 X% peso de los caldos dc cultive depende de los reowti-
sitos que dictan la composicion de los caldos cosechados. El lego
en 1la matceria parte de la ideca crroénca de una suspcnsiéon acuosa o
una solucién. Por el contrario, el Dibujo ¢ muestra dos pruebas

de formentacidn inmediatamentc después de su extracciébn. El cul-
tivo es tan viscoso que después de volcar el nivel del liquido per-
manece perpendicular. La composicién refleja todo el historial de

la fermentacibén: la clasc de cultivo por inoculacibdbn y de soluciédn
nutritiva, la clasc y las cantidades de aditivos, asi como el compor-
tamiento del micelio dur~nte la proliferacién. Es preciso tener pre-
sente desde un principio que existen diferencias en la mayoria de
las propiedades de los-caldos cosechados, de un lote a otro, y

que es preciso solucionarlos én la recolta.




Sistematizacion dc¢ la rccolta

Sirwimonos de un sis e ue conjuslo funcivaai por biogues de una .
planta de recolta para csclarccer las diferentes fases. Primero

hay que procurar concentrar la sustancia activa en una fase y se-

parar el micelio. En cste fase, denominada aislamiento, deben fil-

trarse las «tlulas, de ser elle posible. A veces hace falta desin-

tegrar las parcdes de ias cClulus que se eoncuentran en los culti-

vos para extraer de cllas una ¢gran parte de las sustancias acti-

vas que han - acumulado.

La scqunda fasce, denowminada purificacion, consiste cn una se_ie de
operaciones cncaminadas a separar de la fase portante todas las sus-
tancias ‘adicionales. En la tercera fase sce procede a la concentra-
cién_de las sustancias activas hasta la separacion definitiva del
pfoduéto s¢co, ya apto para cl almaccpamicnto. Es nccesario’ volver

a rcéenerar otra vez todas las sustancias auxiliares empleadas. La
formacion subsiquicnte de derivados quimicos y la preparacidon de

las formas de aplicaciénvno cs an tema que concierne generalmente

a la rccolta. '

- ——— ————— - ——— ———— - ————— > —————— ——————— ———— ——— ——— ———— -

Como puede versc ¢n ¢l Dibujo 2¢ cxisten varios métodos de desinte-
gracion de las paredes de las células. A ser posible hay que conse-
suirlo sin la adicion de sustancias extraﬁas. Por eso, hoyv dia se
buscan con toda intensidad métodos que trébajen'mecénicamente, de
forma que en un futuro prbximqlscré posible efectuar una desinte-
gracion combinada mecinico-térmica.

En la lista decl Dibujo 29 se trata de dilcrenciarlas segun un prin-
cipio selectivo. El punto cardinal dec la rccolta permanece la f£il-

L Y




tracion, encarinada a climinar por complcto ¢l agua residual de

las células. A veces cs preciso un lavado postériot. En los sis-
temas a presion o por vacio (Dibujo W) sc encuentran unos junto
@ otros los tiltros dc compartimcntos y los de tambor rotativo
que pueden trabajar on condiciones perfectamente controlablesg.
La toma dc la banda ¢s continua. Para conscguir una filtracién
mejor cn la scparacion dc la tcetraciclina sc pone una capa de
precoato dc gel de silice que garantiza la filtracién. La mayo-
ria de las veces crca problemas:s la filtracién de los micelios a
causa dv su ramificacion tan pronunciada y la presencia de sus-
tancias mucilaginosas como los polisacaridos. Algunas soluc@ones
de cultivo son muy dificiles de filtrar, como por cjemplo la es-
treptomicina. En tal caso sce las somete junto con cl micelo a

una cxtraccion o adsorcion.

Cuando sc requicran presiones clevadas, sc emplean filtros de com-
partimentos (Dibujo 3) que deben ser accionados a mano durante la
descarga o cl vaciado. Esto dificulta también 1la formaciédn de la
capa de precoato.

A veces la ultrafiltracion tienc su importancia en la separacién
de las células de las bacterias de soluciones de cultivo relati-
vamente puras, como c¢n la obtencién de encimas. En la recolta de
aguas de desecho se emplean'mucho los filtros de diafragma, espe-~
cialmente cuando se quicren separar salces por 6smosis invertida Y
recuperar sustancias de altp peso molecular por didlisis. Como se
sabe, la electrodillisis no se cmplea para las recoltas a escala
industrial.

Tras la carga eléctrica se procede a scparar mediante intercambia-
dores de iones, electroforesis (no a escala industrial) v procedi-
mientos de floculacién.




Los proccdimi ‘ntos de extraccion fucron los primeros métodos de

recolta cmplceacos con mas frecucencia on la produccion de anti-
bioticos y han alcanzado un nive: clevado respecto a la maquinaria.
No s¢ cmplean 'as columnias de extraccion usadas corrientemente en

la Quinica clasica a causa dc¢ su retencion prolongada.

Rara vez so scpara la masa cclular por eentrifugacion porque la
viscosidad clevada de los caldos: permile anicamente el descenso
lento de las oélulas y. en muchos casos os idéntica la densidad de

las ehlulas y de los caldos.

e cm——e o s

Como norma ceneral puede decirae que todos los mctodos de sépari_‘—
cion a basce de temperaturas olevadas no son adecuados para la se-
paracion de sustoncias activas. PPor eso se cmplean solamente mé-
todos de destilacion por vacio y se preficren métodos de secado

con una rcetencion breve.

Por. Gt imo hay que flamar la atencion sobre la importancia siempre
creciente de los mGtodos de cromatografiu (Dibujo ¥ ). Con el des-
arrollo ulterior de los materiales de soporte y de los grupos acti-
vos aumentan -onstantemente la sc¢'ectividad, la -apacidad y el aba-
nico de aplicaciones. La irrupcidén dc los métodos de cromatografia
lleva consigo, por otro :lado, quc las instalaciones de recolta se
empleen cada vez mas concretamentce para productos especialés. mien-
tras que los métodos clasicos a base dc calderas giratorias pueden

usarse todavia para varios productos.

Valoracién de_las_operaciones de_scparacion

Muchas veces cxisten diferentes métodos para conseguir los mismos
objetivos. La decisidén en favor de una variante se toma después de




0 varios cnsayos realizado:s on ba planta piloto - permiten jus-
tipreciar ta calidad y la rentabilidad de te produccion. La sc-
paracion de tas sustancias activas procedentoe:s de 1o fase porta-
dora pucde cfectuarse por secado, ocentrilugoacion o filtracion.
los conte: tatates e Ta operacion deberian ser los que deciden
su rentabi lidad. No obstante, como pacede verse on ol bibujo 43,
tmm_v&lri.mh- posice una selectividad caractesistica de las impu-
rezas residuale:s basada en los diferente:s principios de separa-
cion: ol procedimieni o de secado eliminag ot materiol snpo?tc vO-
Tatvhrzado micentras qgue todas o Tmpurezas pvnu.mmx.-n(‘./c.-l produc-
to. b Liltracion on torta relicone solamente una parte de las im-
putezas en el producto, en tanto que la olra se.climina junto con
el filtrado, Por ol contrario, en la centrifugacion la scparacion
se o contra on cada uno de fos nGeleo; de o sustaneia activa y la
extrac con preferencia de la Tase portante, consiguiendo asi la
seloctividad wmaxima. 1xs 1a misma manera hay que justipreciar
ot ros mctodos, ya que cada vez son s severos los requisitos rela-

tivos g la purceza de Jos productos farmacCut icos.

Una emproesa gue se dedica a estos desarroflos ¢ 'be disponer de un
qran nOmero de secadores de ensayo o efcectuar secados de ensayo

con socicdades espoecializados para dar abasto a los muchisimos pro-
codimiontos de secado. En ol Dibujo 3% se indica una lista de los
sccadores mds usados, catalogados scqgin la intensidad de movimien-
to del producto y de la forms mas predoninante de transmisién térmi-

Cd.

Condiciones restrictivas
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Desde ¢l punto de vista del producto no sc puede cmplear sin més ni
M3 cualquicra de los procedimientos espeeci ficados. Hay que tener
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cr cuenta de una mancra ospecial los puntos siguicntes:

La desintegracion aumenta a medida que sube la temperatura.
La desintegracion aumenta si perduran las condiciones des-
favorables.

¢l pt influye «n la desintegracion.

La mayoria dc las proteinas solubics climinadus de toda solucidn
de cultivo poscen un pll de solubilidad inferior, el bunto;isoc?éc-
trico; tun pronto como se alcance Cihle se precipitan las proteinas.
Este fenomeno puede ocurrir por ¢jemplo on una centrifuga, dando
origen’a obstruccioncs y cortes de la produccion. Con frecuencia
hay que cfectuar toda la recolta estérilmente para que no se pro-
duzca una contaminacion desde fucera ni una espolvorcacidn de pol-
villo de antibiodticos por todo ¢l ambicnte, cosa que es todavia
mas grave. Esto (ltimo se combate muy scriamente, pero a nuesiro

juicio no resulta tan peligroso como sce habia creido hasta ahora.

Recolta de¢ sustancias activas lijpofilas

Y Y ——— - - —— - ————————  ———— —— -

Partiendo de los cjemplos expuestos ¢n esta disertacidn, vamos a
estudiar ahora a fondo ¢l desarrollo dec una recolta por extraccion.
Las fases dc separacion antedichas no se diferencian mucho de las
de este procedimiento, si bien por razones dgl producto sgon necesa-
rias algunas limitaciones y construcciones especiales.

Un diagrama del proceso de produccidon muestra la recolta de las pe-
nicilinas G y V empleada hoy dia:
inactivacidén en el tanque dc cosechas mediante la adicién de forma-




lina, lo que :nhibe también la de. composicion de la penicilina
por falta de respiracion y seguidamente la filtracién mediante
un filtro de tambor de cinta al vacio con un lavado simulténeo.

La solucidén acuosa rica en penicilina se extrae de un depbsito,

se mezcla con humectante y se acidifica a pH 2,0 poco antes de

la extraccion. Durante la extraccién la penicilina pasa a un di-

solvente unipolar, en este caso el acetato de butilo. La penici-

lina se precipita del disolvente con la adicidén de una base or-

génica, la sal precipitada se pasa por una centrifugabfiltrante. !
re vuelve a lavar y centrifugar, acabando con el secado. El pro-

ducto seco ya puede almacenarse y emplearse en las sintesis qui-

mic3as.

~ La mayor velocidad de descomposicién de la penicilina se obtiene

con el pH Optimo para la extraccion, es decir, que la acidifica-

cién debe efectuarsc muy poco antes de la extraccion. Por el con-
trario, el producto ya es estable en la fase del disolvente.

El modelo Podbielniak (Dibujo 3§) es un extractor que viene dando
muy buenos resultados desde hace treinta anos. Corresponde a una
columna de'fOLdO de criba polif&s.ca montada en un campo centri-
fugal. Como la proteina disuclta se precipita facilmente con el

pH de la extraccion y su densidad es menor que la del
agua y mayor que la del disolvente, puede producirse un enriqueci-
miento de las proteinas en la capa de separacién de ambas fases. De
esta manera se interrumpe el intercambio de ambas fases y cesez la
recolta., Para evitar esto, se anade antes el humectante tensioacti-
vo y con ello queda suspendiqa la proteina precipitada.

Ultimamente se separa la sal de la penicilina precipitada del di~
solvente mediante una centrifuga continua provista de rasqueta que
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no precisa ser retirada por el personal de servicio (Dibujo ¥).
El producto impregnado de disolvente s¢ escarpa automaticamente

en capas delgadas de una centrifuga hermiticamente cerrada y so-
metida a atmosfera de nitroégeno, y se transporta a un separador
mediar.te una tuberia elevadora neumitica. Se calienta después el
oxigeno de transporte y se emplea el tubo elevador durante el
transporte como secador de corriente, El disnlvente se elimina aeci
nitrégeno por condensacidén y puede emplearse otra vez. También el
nitrégeno se calienta .de nuevo y se inyecta en la centrifuga. Es-
te proceso patcntado observa las normas de proteccion 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 imérovistos.

Eritromicina

La eritromicina se scpara sin filtrar el micelio con un extractor
trifdsico. En un scparador se extrae el micelio con pH 9 de la pe-
riferia del tambor, la fase acuosa se saca con .1 tubo decantador

y el disolvente cargado sale por el radio mas pequeno (Dibujo 3}).
Recientemente se ha desarrollado para ello un decantador trifdsico
(Dibujo W). Se extrae del disolvente con acidos diluidcs y se pre-~
cipita el producto con pH 7. La purificacidén ulterior se efecta por
recristalizacién o mediante columnas de adsorcion y de iatercambiaderes
de iones. Con la decantacién trifasica se logrard probablemente la
simplificacién de otras extracciones de antibiodticos.

Tetraciclina

Una vez enfriada la solucidn de cultivo, se diluye con agua y se




acidifica. sScqguidamente se hace pacar por un filt.o de vacio pre-

visto de una capa d¢ precoato, se lava y st vuelve a filtrar la
solucion. La torto se Lira. El filtrado se mezcla con sulfito s6-
dico Yy la base cruda de tetraciclina se preecipita con hidrbéxido
so6dico. FlJ precipitado se separa despuds con la prensa filtrante.
Tras haberlo amasiado corn agqua y mezelado con deido clorhidrico,
se procede a disolverlo en acctons y agua. La purificacion y des-
coloracion se efectian mediante la adiciéon de productos auxilia-
res firltrantes y la adsoreidn en carbon activo. Tan pronto como
se cosiqga una Mrltracion clara, se precipita la base pura con
Naoil. La lcejia madre se separa con dos ceptrilugas ¢ inmediata-
mente doespuds ke lava ol enistalizado con acctona y agua. El pro-
ducto himedo e seca a continuacion. La aeetona se vuelve a recu-
perar de la lejia wmadre y de lavado. Como pucde ver:se en el Dibu-
jo 3. ¢ntretanto ¢l desarrolle téenico ha descubicrio filtros.

centrifugales que vacian automdt icamente:.

Tamb1én escasea ol personal de servicio para quitar los filtros

de compartimento: cmpleados.

Vitumina B,

Después de la fermentacion los caldos se¢ mezclan con cianuro pota-
sico y se hierven en la caldcra agitadora (Dibujo 40). Seguidamen-
te se procede a la adsorcidn de la cobalamina con bentonita (anti-
guaimente con carbon activo) y a la elucidén con solucidén acuosa de
piridina. Por uUltimo sc¢ eliminan del eluato los productos de las-
tre con la adicidén de Zn(OH)Z,'se extrac el fenol mediante extrac-
cion por contracorricrte y la distribucién por contracorriente con
élcohol bencilico, se vuelve a extraer el fenol, adsorber con beto-




nita y separar el corrinoide dc la cianocobalamina en los inter-
cambiadores de celulosa. Tras la elucidén con solucidn acuosa de
acetona, la recristalizacion es muy pura. Para ello se emplean

los aparatos ya descritos en la recolta de antibibéticos.

Recolta dc sustancias artivas hidrofilas

La division de las sustancias activas en sustancias polares que
pueden disolverse facilmente con disolventes no hidromiscibles y
en apolares quc sc concentran mucho con agua, no pucde mantenerse
estrictamente, pero sigue cmpleandosce. Sin duda es posible y se
emplean con frecuencia los métodos de cromatografia para purifi-
car también sustancias activas lipofilas. La estreptomicina sir-
ve como cjemplo para corroborar la obtencidn de un antibibtico

hidréfilo.

Resulta casi imposible filtrar la c¢streptomicina a causa de los
componentes mucilaginosos que llevan los caldos de cultivo (dibu-
jo 41). pPor eso las grandes impurczas sc csponjan y retienen me-
diante una criba y los caldos se hacen pasar a través del inter-
camwbiador de :ationes débilmente icido por contr corriente. El
intercambiador se lava después con agua. La estreptomicina se elu-
ye después con acido clorhidrico y se presenta en la solucién acuo-
sa como tricloruro. El eluato se purifica con carbén activo, se ha-
ce pasar otra vez por ¢l intercambiador de iones débilmente acido
y se vuelvez a eluir con acido nitrico diluido. A continuacién se
procede a su neutralizacidén con carbonato sédico y su filtracién.
Se adsorbe en el intercambiador dc cationc: y se ecluye con &cido
sulflirico diluido. Este eluato se neutraliza en resina intercam-
biadora, se desalina en otra resina, sc descolorea con carbén ac-
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tivo y se filtra. Después de climinar el agua por evaporacion
al vacic y precipitar el filtrado con metanol, se centrifuga,
lava y seca por vacio. El rendimiento total de esta purifica-

cion es de un 70 % como maxirmo.

Las grandes dificultades de einta recoita radican en las muchas
fases que requiere y sobre todo en la dificultad de filtrar el
micelio. Por eso os necesario agregar tanta cantidad de agua
que la fase acuosa que pasa por la primcra columna intercambia-
dora tenga un volumen tres veces mayor que el de la solucion de
cultivo. En ¢l Dibujo 4! sc mucestra una columna intercambiadora
para el sistema por contracorriente que es resistente contra las
obstrucciones derivadas de las cantidades de micelio transporta-

das, pero también limitada en la velecidad de paso.

Respecto a las columnas intercambiadoras hay que decir que la car-
ga tiende a hincharsce durante la saturacion con disolvente, lo que
impulsa a construirlas para ajustar grandes presiones. Por regla
genceral los intercambladores =e caplean para productos muy concre-
tos y resulte casi imposible ¢l ¢ pleo de una ir talacion de re-
colta asi para diferentes productos. Tedricamente no ¢s posible,
por lo menos hasta ahora, calcular los intercambiadores: no puede
establecerse con anterioridad la cepacidad, la selectividad y el
reempleo una carga. Por ¢l contraric, no son raras variaciones de
un looo % aunqgue se emplcen sustancias soporte y grupos activos
quimicamente idénticos. Sin duda alguna, los procedimientos cro-
matograficos se emplearan muchisimo mas en lo sucesivo debido a las

grandes selectividades gue so consigucn con ellos.




Produccion dc cncimas

Hablemos brevemcnte sobre la produccion de cncimas. Cada vez se

emplea mas la fermentacion on suspension: sin embargo, existe

una serie de encimas que incluso hoy pucden producirse mas eco-

nomicamente s6lo en medios nutritivos solidos, siendo el princi-

pal sustrato ¢l salvado de triqo. La fermentacion oen suspension

mas irgportantce con sus solucione:s nutritivas complejas correspon-

de a la descrita on la produccion de ant ihidticoes.

Pascemos a cesclarcosr wminuciosamente la recolta con el ¢ jemplo de
las amilasas (Dibujo Y3). Para esto hay que progceder de la mane-

ra siquicente (amilasa alfa de cultivo del Bacillus subtilis): i

proceso de absorcion:

a) Adsorcion cn almiddon, saqaturado con (NH4)2504,
b) Elucidén con Na,HPO, 1/30 N,

c) Dializacion del cluato,

d) Descoloracidon con resina (Duolite A2),

c) Precipitacién con (NH,) ,50,, ’

f) Solucior con Ca(OAc)2 acuosio Jiluido de pH 10,

g) Didlisis,

h) Adicion dc¢ acclona a 0, 60 % dc precipitacidn aprox.
i) Solucioén del precipitado en Ca(OAc)2 acuoso de pH 10,

Ajuste del pH a 6, liofilizacion.

El porcentajo de aqua del adsorbente de almiddén debe ser inferior

a un 20 %, pucs, de lo contrario, sc¢ ve atacado el mismo almiddn.

Como sequnda ctapa le siguc la cxtraccion (cjemplo,la amilasa TAKA de

Aspergillus oryzac):
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a) Extraccion de la diastasis TAKA en agua,

b) Adicion de Ca(OAc), ¥y filtracion,

c) Adicion de agua, precipitacion con (NH4)2504.

d) Centrifugacion, solucion del precipitado en agua,
e) Dialisis,

f) Adicion de solucion de rivanol al 1 x, filtracién,
g) Adicion de rivanol al 1 %,

h) Solucidn e¢n solucidén de Lampon de acetato (pH 6),
i) Adicién de arcilla acida, filtracion,

j) Adicién de acctona, centrifugacién del precipitado,
k). Solucidn cn ca(Oac),, A

1) Adicion de acetona y liofilizacion.

Todos estos procedimientos ya estan establecidos y se emplean con
ciertas difercncias. Sin embargo, las tendencias predominantes son
la ultrafiltracion fraccionada, la cromatografia en gel de silice
(no empleada alin a escala industrial) y la cromatografia por afi-
nidad. La finalidad persequida es la extraccién directa de les en-
cimas del'primer filtrado con una selectividad extraordinaria de
los inhibidores caracteristicos del sistema combinados con las sus-
tancias sopérte y su obtencion e~ condiciones apropiadas.

Recol masas_de célul

Es necesaria una deshidratacion mecanica y un secado del agua de la
solucioén de cultivo completa cuando las sustancias activas se esco-
den total o parcialmente en células, como en el caso Plavomycin‘a),
o las células mismas son el producto deseado, tal como en las pro-
teinas unicelulares, o cuando la recolta se efectlia preferentemen-

te del producto seco anhidro, como en el caso de la griseofulvina.




Plavomycin(R)

Toda la solucion de cultivo se concentra en un evaporador de fil-
tracion y después se seca (Dibujo 45) cn una secadora por atomi-
izaciéon. No es necesaria una filtracion previa porque casi la
mitad de la sustancia activa v:itd disuclta en la fase acuosa. Pa-
ra reducir el peligro de explosion por polvo, el secador trabaja
-como se ve cn ¢l dibujo- con recirculacidén rebajada del aire de
secado y cor un condensadcr intercalado. El Cﬁéﬁr de la evapora-
ciodn provnone de la carbonacioén directa del\‘a1' e;: c]?: mezcla de
los gases de combustion caliente on el sistema de circulacién,
lo que reduce a mends de un 8 ¥ la cantidad de oxigeno del aire.
En este ambiente casi exento de oxigeno no puede inflamarse el
pré&ucio seco ch polvo.

Recolta de la protcina unicelular

Se emplean proccdim;ehtos seme jantes a los usados en la obtencién
de Flavomycin. Tal c9m6 se ve en cl Dibujo 46 se extrae antes la
mayor cantidad posible de agua y se vuelve a inyectarla en la fer-
mentacion. Duspués de varios ano:. de estudio se ha logrado concen-
trar las grandes bacterias de o,5 pm. en separadores de purificacién
por toberas a un 16 % de 1la masa celular En las gran-
des instalaciones el separador concentra 4o.000 1/h. de suspension
alimentada. Con el empleo de decantadores se logrd, ademas, una
concentracién de la masa celular a un 30 % (Dibujo 47). El secreto
consiste en apoyar la extracciéon del lodo de bacterias de reflujo
con un nivel de ligquido mayor. La maquina prevista para la produc-
cidén concentra 25.000 1l/h. Quedan amortizados los gastos adiciona-
les del decantador tan pronto como se consiga con él1 un aumento de
un 4 X de la cantidad de sustancia activa.

-




r Metas primor .iales del desarroll , futuro

Los ferﬁéntadofés:y en su mayor parte la recolta no han experi-
mentado modifica&ioncs notables técnicas en el transcurso de las
tres ultimas décadas. Entretanto otros nuevos factores, como por
ejemple ¢l encarecimiento de la cnergia, han obligado a nuwvos em-

pleos.

Soluciones nutritivas menos viscosas

Siguen siendo muy limitados los conocimientos sobre los medios .u-
tritivos mejores. Un gran numcro de microorganismos puede sinteti-
zarse con medios nutritivos puramentce sintéticos. El ejemplo mas
conocido ¢s ¢l SCP._Sin embargo, se ha podido comprobar que en la
mayoria dc los casos la prolifcracion y ¢l rendimiento son me jo-

res con los medios nutritivos complejos. Sc tiende, por eso, a emplea:
preferentemente componcentes solubles a fin de comseguir cultivos

mas faciles de aprovisionar y recoleccionar. Como ya se ha dicho,

el mayor titulo de fermentacidén no es necesariamente el mejor :i-

tulo de toda la producciodn.

Ya en la bisqueda de cepas nucve:., que ¢ proseguird ¢ n métodos
cada vez mas automaticos, habrad de tencerse presente los medios nu-
tritivos sintéticos. De esto se desprende el fomento del desarrollo
ulterior de otros fermentadores en todo el mundo. Con toda seguri-
dad, un fermentador moderno del ano 1990 dispondra de un caudal
mas definido y un consumo de encrgia inferior que, por ejemplo, el
fermentador de caldera agitadora gaseada corriente.

En el scctor de la rccolta, se cmplearan preferentemente la ultra-
\ filtracidén y los métodos de cromatografia ademas de los procedi-
17 mientos clasicos perfeccionados, de una manera particular la se-




paracion mecanica gque en la R.F.A. esta experimentando un
desarrollo alentador. También se concedera mucho mas importan-
cia a la eliminacion de los materiales de desecho y al nuevo

empleo de los mismos.

La capacitacién mcjor del personal tendrd cada vez mas importan-
cia. La adquisicidén de know-how e instalaciones tienen sentido
solamente cuando se dispone de personal calificado para explo-
tarlas y conseguir el dia de manana unos procesos mucho mejores
que los dc 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 mas preguntas que las que he
podido responder. Espero que esta disertacion les sirva de alicien-
te para otras discusiones ulteriores.
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