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Introduccién.

La bacteria filamentosa, Streptomyces clavuligerus (Sc),
fue aislada por primera vez en muestras de suelos de
sur América, por su gran interés comercial, ya que
produce al menos 21 metabolitos secundarios [1],
incluyendo diversos antibidticos betalactamicos[2, 3].
Entre sus metabolitos de interés se ha encontrado el
acido clavulanico (AC), un potente inhibidor de las
enzimas betalactamasas que le confieren resistencia a
los antibioticos beta-lactamicos, a bacterias tanto Gram
positivas como Gram negativas [1, 4]. Dada su
importancia a nivel industrial se han estudiado diversas
estrategias para mejorar la produccion de AC, entre los
que se destacan la estandarizacion del inéculo [5], el
control de la tasa de crecimiento, la prolongacion de la
fase estacionaria [6] y el efecto de la concentracion de
las fuentes de nitrogeno (FN), fésforo (FP) y carbono
(FC), respectivamente, en un medio quimicamente
definido [7, 8, 9]. Estudios previos [8] han demostrado
que la maxima produccion de AC, es obtenido bajo la
limitacién de FP. La limitacién en la concentracion de FP
en un intervalo de 0,3 a 300 mM (0,04 a 4 g/L)
generalmente  promueve el crecimiento celular;
concentraciones menores de 10 mM muestran un
incremento en la produccion de AC [2].

Diversos estudios sobre la produccion del AC muestran
que el glicerol (con rendimientos de 12,5 g de X/L.h [10])
y algunos aceites vegetales (con rendimientos de 37,5 g
de X/L.h son considerados como la mejor fuente de
carbono [11, 12, 13]. En Colombia dada la ley 939/2004
se ha tenido que trabajar en obtencién de combustibles
alternativos como el biodiesel, proceso en el cual se
obtiene como subproducto econémico el glicerol en un
40% de la produccién de biodiesel (cantidad aproximada
de 5000 ton/afio) [14], lo que hace interesante poder
aprovechar el glicerol como sustrato.

Este trabajo tiene como objetivo el estudio del efecto de
los nutrientes de fosforo y glicerol, en un medio de cultivo
que permita favorecer la produccion de biomasa, como
etapa preliminar al establecimiento de las mejores
condiciones de sintesis del AC.

Metodologia. La cepa utilizada fue Sc ATCC 27064,
suministrada por INBIOTEC (Universidad de Leodn,
Espana). El inéculo fue preparado a partir de una

suspension miceliar (almacenada a -80°C), la cual se
activé en medio TSB a 220 rpm, 28°C por 48 h. Para
todos los cultivos empleados en el estudio del efecto de
las fuentes de fosforo y carbono, se usé un volumen de
in6culo del 10%.

Posteriormente, se empled el siguiente medio de cultivo
(g/L): glicerol A (FC), NH,CI 7, KH,PO, B (FP), MOPS 21
[10]. ElI pH del medio se ajust6 a 6,8 antes de la
fermentacion y se autoclavé a 121°C por 15 min.
Después de la esterilizacién, el medio se suplementd con
una solucion de sales, previamente esterilizada por
filtracion (10mL/L de medio) que contiene (g/L):
MgS0O,.7H,O 25; FeSO,.7H,0O 2,5; CuCl, 0,053; CoCl,
0,055; CaCl, 1,042; ZnCl, 1,04; MnCl,.4H,O 0,98;
Na,Mo00,4.2H,0 0,035 [13]. Los niveles de FP fueron (B =
0,1; 0,6; 0,8 y 3,5; g/L segun el caso), y de la FC fueron,
(A= 20, 40y 60 g/L).

La biomasa se determind por peso seco [15]. El glicerol y
el fosfato presentes en el filtrado, fueron determinados
por métodos colorimétricos en un espectrofotometro [3,
16, 17].

Resultados.

En la figura 1 se presentan los resultados del crecimiento
microbiano y consumo de FP, bajo 60 g/L de FC a
concentraciones de 0,1 y 3,5 g/L de la FP. Se observa
que bajo condiciones de suficiencia de fosfato, la
produccion de biomasa es mucho mayor que a
condiciones de limitacién, alcanzandose mas de 2 g/L.
En estos ensayos no se observé produccion de AC,
debido posiblemente a una alta concentracion de FC que
tiene efecto inhibitorio.

Para eliminar el efecto inhibitorio de la alta concentracién
de la FC se evalu6 en tres diferentes concentraciones,
manteniendo fija en 3,5 g/L la concentracion de la FP;
sus resultados se muestran en la Figura 2 y la tabla 1.

Se observa que a una concentracién de 20 g/L de FC, la
velocidad de produccion de biomasa durante las primeras
50 horas es mayor, aunque la maxima produccion de
biomasa obtenida a esta concentracion, es menor que la
obtenida a una concentracion de 60 g/L de FC.
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Fig. 1 Efecto de la concentracién de fosfato sobre el crecimiento de Sc
(X0,1: Biomasa a 0,1 g/L de FP; X3,5: Biomasa a 3,5 g/L de FP), en
cultivo en lote y FC (glicerol) 60 g/L.

En estos ensayos no se encontré produccion de AC,
posiblemente porque estda se da a una mayor limitacion
de FP.
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Fig. 2 Efecto de la concentracion de glicerol sobre el crecimiento de Sc,
en cultivo en lote: FP (KH,PO,) 3,5 g/L y glicerol 20 (FC2), 40 (FC4), 60
(FCB8) g/L. (X6: Biomasa a FC6; X4: Biomasa a FC4; X2: Biomasa a
FC2)

Tabla 1. Influencia de la concentracion inicial de glicerol en cultivo de
Streptomyces clavuligerus.
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Fig. 3 Efecto de la concentracion de fosfato sobre el crecimiento de Sc,
en cultivo en lote: FC (glicerol ) 20 g/L; FP (KH,PO4 1,17; 0,8 y 0,6 g/L).
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Tabla 2. Influencia de la concentracion inicial de fosfato en cultivo de

Sc.

Concentracion Produccién Velocidad de
inicial de PO4 de biomasa crecimiento, p
(g/L) (g/L) (h™)

1,17 51 0,055
0,8 5.1 0,057
0,6 4.9 0,055

Concentracion Produccion Velocidad de
inicial de gly de biomasa crecimiento, p
(g/L) (/L) (h)*

60 2,5 0,009
40 1,5 0,017
20 1,5 0,030

*La velocidad de crecimiento especifica fue medida durante las
primeras 50 horas de cultivo.

Eliminando el posible efecto inhibitorio por una alta
concentracion de la FC y aprovechando la velocidad de
produccién de biomasa a una concentraciéon de 20 g/L en
FC, se evalu6 disminuir estequiométricamente Ia
concentracion de la FP (1,17 g/L) y la FN (2,33 g/L) de
manera que la FC se mantiene fija en 20 g/L; a esta
concentracion de nutrientes en el medio se evalud
adicionalmente 2 diferentes concentraciones de la FP
(0,6 y 0,8 g/L). Los resultados se presentan en la figura 3
y en la tabla 2.

En este caso, no hay mucha diferencia entre estos tres
ultimos ensayos; se obtuvo una mayor producciéon de
biomasa y la velocidad de produccion de las primeras 50
horas, es mucho mayor que la que se presenta en el
medio a las condiciones de 60 g/L de FC, 7 g/L de FN y
3,5 g/L de FP. En la figura 3, el consumo de fosfato se
mantiene muy limitado en la idiofase, lo cual es
interesante para la produccion de AC. La cinética con
una concentracion inicial de fosfato entre 1,17 a 0,6 g/L,
puede ofrecer como ventajas, una corta fase de
adaptacion, buena producciéon de biomasa y un tiempo
corto de experimentacion.

El medio con el que se logré una mayor produccién de
biomasa, con una concentracion baja de FP es en g/L:
glicerol 20, NH,CI 2,33 y KH,PO, 0,6-1,17 (limitado en
fuente de fésforo-FP).

Conclusiones.

En un medio limitado en FP (1,17 a 0,6 g/L), se observo
una produccion de biomasa de 4,9 g/L, logrando
disminuir el tiempo de la fase de adaptacién del
microorganismo, el tiempo de experimentacion y una
velocidad especifica de crecimiento de 0,055 h™, lo cual
favorece la produccién de AC.
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