STREPTOMICINA                                                                   Curs 4


4. BIOTEHNOLOGIA DE OBŢINERE A STREPTOMICINEI

Streptomicina, descoperită de Waksman în 1944 în culturile actinomicetului Streptomyces griseus, este un antibiotic cu spectru relativ larg de acţiune, fiind foarte activă faţă de bacilul Koch şi bacilii gram-negativi, dând rezultate foarte bune în tratamentul tuberculozei, endocarditelor, brucelozei şi a septicemiilor sensibile la acest antibiotic.
Streptomicina (I) este o substanţă cristalină cu caracter bazic, optic activă, solubilă în apă, greu solubilă în eter, acetonă şi cloroform, având următoarea formulă structurală.
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4.1. Structura streptomicinei  
Structura chimică a streptomicinei a fost stabilită prin reacţii de degra​dare şi studiul produselor de hidroliză. La hidroliză acidă streptomicina se descompune în două componente bazice, care au fost denumite streptidină şi streptobiozamină.  

                                     streptidină (II)
streptoză (IV)
Streptomicina (I)          streptobiozamină (III)        N-metil-l-glucozamină (V)                                   
Hidroliză acidă a streptomicinei se realizează cu acid clorhidric, la fier​berea timp de 2 ore sau cu acid sulfuric în metanol. Structura produselor de hidroliză a fost stabilită prin reacţii de degradare ale acestora sau prin sinteză.
Streptidina (1,3-diguanidino-tetrahidroxi-ciclohexan) este o bază pu​ternică ce conţine două resturi guanidice şi care prin hidroliză alcalină pierde CO2 şi amoniac transformându-se în streptamină (VI) care conţine două grupe aminice primare şi 4 grupe alcoolice secundare.
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Streptobiozamina este un dizaharid aminat cu o structură neobişnuită. Prin degradarea ei se obţin două componente: o hexoză care nu conţine azot numită streptoză  (IV) şi o altă hexoză, cu o configuraţie sterică puţin obişnuită care conţine un rest metil-aminic, numită N-metil-l-glucozamină (V). Ambele hexoze nu se întâlnesc în natură în stare liberă.


[image: image3.wmf]H

C

C

N

H

O

H

C

H

C

H

C

H

C

H

C

H

C

H

O

H

O

H

H

O

H

N

N

H

2

I

I

C

1

H

C

2

C

3

C

4

C

H

3

C

5

O

H

H

O

H

O

O

O

H

H

I

V

V

C

H

H

C

2

H

C

3

C

4

C

H

3

O

H

H

O

O

H

N

H

H

C

H

2

O

H

H

O


Streptoza are o catenă ramificată, o grupă aldehidică liberă la C3 şi o gru​pare alcoolică terţiară aparţinând seriei levo (L).
În molecula streptomicinei, N-metil-l-glucozamină se leagă glucozidic (prin C1) de C2 al streptozei, iar streptobiozamina se leagă de streptidina prin atomul C1 al moleculei de streptoză.
Nici una din componentele streptomicinei nu are acţiune antituberculoasă, iar activitatea fiziologică se datoreşte întregii molecule.
Prin hidroliza streptomicinei în soluţie normală de NaOH, la fier​bere, se obţine o substanţă cu proprietăţi slab acide numită maltol (VII):
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Maltolul se formează din streptoză, printr-o transpoziţie moleculară şi, eliminare de apă; acesta reacţionează cu clorură ferică dând un complex colorat, a cărui absorbantă se măsoară la 550 nm.
Reacţia de colorare a maltolului în prezenţa ionilor ferici este utilizată ca metodă de dozare a streptomicinei, atât în procesul de fabricaţie cât şi în produs finit.
O importanţă deosebită pentru activitatea antibacteriană a streptomicinei o au resturile guaninidice. Prin eliminarea lor dispare activitatea streptomicinei. Un rol important îl are şi gruparea aldehidică liberă, din streptoză. Prin oxidarea ei până la grupă carboxilică se ajunge la acidul streptomicinic, care este inactiv. Blocarea ei cu reactivi specifici aldehidelor provoacă, de asemenea, inactivarea streptomicinei.
Prin hidrogenarea catalitică a streptomicinei grupa aldehidică este trans​formată în grupare alcoolică primară (CH2-OH), obţinându-se dihidrostrep​tomicina, care prezintă aceeaşi activitate ca şi streptomicina, dar are o toxi​citate mult mai redusă. Dihidrostreptomicina este întrebuinţată mult în medi​cină în locul streptomicinei, care atacă sistemul nervos central, provocând le​ziuni auditive şi vestibulare.
4.2. Biosinteza streptomicinei
Studiile întreprinse pentru elucidarea mecanismului de biosinteză a streptomicinei au demonstrat că inozitolul (ciclohexitolul) este unul din precursorii de bază, deoarece el intră în  partea streptidinică a moleculei, fiind totodată precursor şi pentru l-glucozamină. Pe lângă inozitol, la biosinteza strepto​micinei participă hotărâtor glucoza, arginina şi ureea.
Arginina şi ureea constituie sursa de grupări amidinice pentru strepta​mină, iar transferul acestor grupări se face cu transamidinază.
Relaţiile structurale dintre inozitol şi streptomicina explică utilizarea în fermentaţiile industriale a mediilor de cultură cu făină de soia, extract de porumb, levuri care conţin inozitol sau fitol. Adăugarea în biomasă a argininei, ureei sau metioninei produce o creştere a conţinutului de antibiotic confirmându-se rolul lor de precursori în biosinteză.              
Desfăşurarea normală a procesului de biosinteză este determinată de îm​binarea optimă a următorilor factori: temperatură, aeraţie, agitare, pH şi compoziţia mediului de cultură.
Temperatura procesului de biosinteză variază funcţie de tipul tulpinei utilizate pentru obţinerea streptomicinei, iar valorile optime sunt cuprinse între 24 şi 31º C.
Ridicarea temperaturii peste valoarea optimă produce modificarea metabolismului hidraţilor de carbon şi reducerea pronunţată a concentraţiei antibioticului din biomasă.
Acest efect este cu atât mai puternic cu cât cantitatea de fosfor din mediu este mai mare. Ca atare, temperatura, fiind un parametru ce condiţionează în mare măsură biosinteza optimă a streptomicinei, trebuie neapărat corelată cu cantitatea de fosfor din biomasă.                               
Aeraţia este specifică tulpinii cu care se lucrează. Ea constituie unul din cei mai importanţi factori în fermentaţia streptomicinei. Gradul de aerare pentru aceeaşi tulpină în condiţiile aceluiaşi mediu se modifică în funcţie de construcţia fermentatorului, de tipul agitatorului, precum şi de modul de barbotare.
Pentru a putea aprecia necesarul de oxigen pentru o tulpină, trebuie cunoscut pe de o parte gradul de solubilitate a oxigenului, iar pe de altă parte gradul de saturare a mediului cu oxigen; aceasta deoarece este ştiut că solubilitatea oxigenului depinde de compoziţia mediului, temperatură, presiune etc.
Totodată trebuie avut în vedere şi faptul că procesul respirator se modi​fică în funcţie de condiţiile fermentaţiei. Aşa de exemplu, o densitate mare a mediului, o concentraţie ridicată în hidraţi de carbon o acumulare de subs​tanţe toxice impune o intensificare a aeraţiei.
În procesul de fermentaţie a microorganismului producător de strepto​micină (Streptomyces grizeus) aportul de oxigen are un rol esenţial atât în faza de creştere a biomasei cât şi în faza de elaborare a produsului. Dacă can​titatea de aer în prima parte a ciclului de fermentaţie este insuficientă, se constată un consum mai ridicat în glucide şi o acumulare mare de acid lactic ca rezultat al catabolismului glucidic anaerob. Acidul lactic acumulat este oxidat pe calea ciclului Krebs, într-o proporţie redusă, datorită lipsei de oxigen, iar acest fapt atrage o scădere a productivităţii în antibiotic. Plecând de la această constatare, literatura recomandă reglarea aeraţiei în procesul de fermentaţie a actinomicetului Streptomyces grizeus în funcţie de acumula​rea de acid lactic în biomasă.
Consumul maxim de oxigen în fermentaţia tulpinii producătoare de streptomicină se înregistrează după 20-25 ore de la însămânţare. De obicei, valoarea optimă a cantităţii de oxigen pe care o necesită tulpinile producă​toare de streptomicină, ca şi în general a tuturor tulpinelor producătoare de antibiotice, este destul de mică faţă de cantitatea totală de aer ce o primesc fermentatoarelor.
 Pentru streptomicină, spre deosebire de alte tulpini producătoare de anti​biotic, este menţionat faptul că depăşirea cantităţii optime de aer nu influen​ţează defavorabil biosinteza de antibiotic, dar afectează costul utilităţilor.

 Alături de aeraţie, ca element de bază în obţinerea de randamente supe​rioare, un rol deosebit îl joacă agitarea mediului. S-a constatat că, chiar dacă cantitatea de aer pe care o introducem este suficientă, randamentele în strep​tomicină sunt dependente de intensitatea agitării.
Mai sus s-a arătat că viteza de dizolvare a oxigenului în lichid depinde, pe lângă alte condiţi, de felul în care se realizeză contactul între faza gazoasă şi lichidă. Intensitatea agitării este un element determinant în realizarea unui contact intim între cele două faze.
Intensificarea regimului de agitare produce o creştere a vitezei de biosinteză a streptomicinei, ca rezultat al intensificării proceselor de transfer de masă.
Folosirea unor sisteme de barbotare care să permită o dispersie cât mai fină a aerului duce la un consum mult mai mic de energie pentru agitare. Numărul de turaţii al agitatoarelor de la fermentatoarele de 50 t este de 115 ture pe minut.      

Acumularea masei celulare produce o creştere mare a vâscozităţii mediu​lui şi o reducere a intensităţii regimului hidrodinamic (figura 4.1), iar odată cu aceasta o scădere pronunţată a vitezei de transfer de masă al oxigenului şi creşterea timpului de amestecare.
Pentru a diminua efectul vâscozităţii asupra vitezei de transfer de masă (care este maxim între 60 şi 80 de ore de la însămânţare) se recomandă inten​sificarea regimului hidrodinamic prin mărirea turaţiei agitatorului şi utili​zarea de diluanţi.

Procesul de biosinteză a streptomicinei se caracterizează printr-o varia​ţie destul de mare a pH-ului mergând de la 6,5 - 6,6 până la 8,0 producţia în streptomicină fiind maximă la pH cuprins între 7 şi 8 rH-ul procesului de fermentaţie a actinomicetului Streptomyces grizeus variază între 10 şi 12 (figura 4.2). Dinamica rH-ului furnizează date asupra metabolismului primar şi secundar, iar valorile mici ale rH-ului corespund perioadei în care vâscozitatea este maximă şi transferul de masă al oxigenului este redus. rH-ul reprezintă deci o măsură a intensităţii transferului de masă şi a vitezei trans​formărilor biochimice.
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Figura 4.1. Dinamica vâscozităţii şi a criteriului Reynolds:

 R, R’- aeraţie programată; B, B’ – diluţie cu soluţie de glucoză 3%; 

C, C’ – condiţie martor; R, B, C – vâscozitate; 

R’, B’, C’ – criteriul Reynolds
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Figura 4.2. Variaţia pH-ului şi rH-ului în procesul de fermentaţie

Un alt factor, care afectează producţia de streptomicină, îl constituie compoziţia mediului de cultură care trebuie să asigure necesităţile nutritive ale microorganismului producător, atât în faza de creştere cât şi în faza de producere  a  antibioticului.
În mod obişnuit, mediul de cultură pentru fermentaţia actinomicetului Streptomyces grizeus conţine soia, glucoză, fosfaţi alcalini, săruri de amoniu, carbonat de calciu etc. Utilizarea soiei permite obţinerea unor concentraţii bune în streptomicină, dar nu permite reproductibilitatea şarjelor datorită neuniformităţii compoziţiei chimice.

Pentu a obţine rezultate reproductibile pe un mediu uşor de controlat şi ieftin, au fost propuse o serie de medii sintetice pe bază de glucoză, săruri de amoniu, potasiu, sodiu, fier, zinc cu adaosuri de caseină, aspartat de sodiu sau citrat de amoniu. Cele mai bune medii sintetice obţinute până în prezent sunt prezentate în tabelul 4.1. 

Pentru intensificarea procesului de fermentaţie şi producere a streptomicinei, se recomandă utilizarea unor stimulatori de biosinteză. Ca stimulator pot fi folosiţi acidul 5,5 – dietil – barbituric, acidul indolil – acetic, nicotina, amide şi aminoacizi. Acţiunea acestor stimulatori se manifestă asupra miceliului, oferindu-i rezistenţă mai mare la autoliză.

Tabelul 4.1. Compoziţia mediilor sintetice utilizate în tehnologia streptomocinei

	Componentul
	Adăugat în % la mediul cu:

	
	Caseină
	Aminoacizi
	Săruri de amoniu

	Glucoză
	3,0
	3,0
	3,0

	(NH4)2SO4
	0,2
	0,2
	0,2

	KH2PO4
	0,04
	0,04
	0,04

	NaCl
	0,1
	0,1
	0,1

	CaCO3
	0,5
	0,5
	0,5

	K2SO4
	0,6
	0,6
	0,6

	Mg SO4∙ 7H2O
	0,02
	0,02
	0,02

	FeSO4∙ 7H2O
	0,001
	0,001
	0,001

	ZnSO4∙ 7H2O
	0,005
	0,005
	0,005

	Caseină
	1,0
	-
	-

	Aspartat de sodiu
	-
	0,5 – 1,0
	-

	Citrat de amoniu
	-
	-
	1,0


În ansamblu, procesul de fermentaţie biochimică cuprinde trei faze metabolice distincte:
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Figura 4.3. Dinamica procesului de fermentaţie a streptomicienei

 În prima fază, care durează 48 - 50 ore, pH-ul urcă de la 6,24 la 7,78, conţinutul la zahăr se reduce încet de la 17,7 1a 13,7 g/l, iar cantitatea de miceliu după 2 zile ajunge abia la 3,4 - 3,5 g/l, fără a se produce streptomicină.

Faza a doua, care durează între 50 şi 90 - 110 ore de la însămânţare, se caracterizează prin acumularea masei celulare până la 11,5 - 12,5 g/l, creşterea pH-ului de la 7,8 la 8,10 şi reducerea respiraţiei, măsurată în CO2 degajat, cu aproximativ 50%. În această fază are loc elaborarea streptomicinei de către actinomicetul Streptomyces griseus şi reducerea conţinutului de zahăr de la 13,7 la 3,9 g/1; producţia streptomicinei are loc atât timp cât există zahăr.                                                                                  
În faza a treia, glucidele fiind epuizate, producţia de antibiotic încetează, iar pH-ul urcă până la 8,5, putând atinge în a şasea zi de la însămânţare valoa​rea 8,98. Creşterea rapidă a pH-ului se datoreşte acumulării de amoniac în biomasă, ceea ce indică îmbătrânirea microorganismului producător.
Practic după 130 ore procesul de fermentaţie şi biosinteză se consideră terminat, iar biomasa este trimisă la filtrare.

4.3. Separarea miceliului din mediul de cultură
Procesul de filtrare a miceliului din lichidul de cultură prezintă foarte multe dificultăţi datorită structurii gelatinoase şi cu un grad mare de dispersie. Pentru intensificarea procesului de filtrare, mediul de cultură se prelurează prin metode fizice şi chimice, mărindu-se viteza de filtrare prin reducerea rezistenţei stratului.
În acest scop, mediul de cultură se trimite, cu ajutorul aerului comprimat, într-un vas colector unde se tratează cu formol, pentru dezinfectare şi pentru a precipita substanţele mucilaginoase (albumine), după care se acidulează cu acid oxalic până la pH 2,8 - 3,2, pentru coagularea miceliului.
După această operaţie, mediul de cultură se încălzeşte cu abur direct la 70 - 80°C, se agită 30 min pentru perfectarea coagulării, se adaugă dicalit şi se filtrează pe filtre tambur cu strat adjuvant, cu o viteză medie de filtrare de 4 - 4,2 t/oră.
Soluţia nativă de streptomicină, având o temperatură de 55 - 65°C, se răceşte în răcitoare tip ţeavă în ţeavă până la 20 - 30°C, apoi printr-un răcitor tubular cu solă la 5-10°C.
Soluţia nativă rece se tratează în vase colectoare cu soluţie de NaOH 10% până la pH 6,2 - 6,5, pentru a evita inactivarea, apoi se depozitează în două rezervoare,  de unde se trimite la extracţie.

4.4. Extracţia şi purificarea streptomicinei

Separarea streptomicinei din soluţia nativă se realizează rentabil, prin extracţie cu schimbători de ioni.
Procesul de extracţie a streptomicinei cu răşini schimbătoare de ioni cuprinde următoarele faze: sorbţia (trecerea ionilor de streptomicină din soluţie pe schimbător de ioni), elutia (trecerea streptomicinei din răşină în soluţie) şi regenerarea răşinilor.
Viteza procesului de sorbţie şi eluţie a streptomicinei este determinată de difuzia în particulă, iar viteza procesului de regenerare a răşinii este deter​minată de difuzia în filmul de lichid de la suprafaţa particulei. 

Răşinile schimbătoare de ioni utilizate pentru separarea streptomicinei se prezintă sub forma unor granule dure de culoare albă, galbenă sau brună, având Ø = 1-3 mm (granulaţie uniformă).
Capacitatea de schimb este condiţionată de prezenţa grupelor funcţio​nale: carboxilice, sulfonice, aminice, fenolice. Capacitatea de schimb ionic se exprimă în mili-echivalenţi de streptomicină reţinută de un gram răşină.
În industrie, pentru separarea streptomicinei se folosesc următoarele tipuri de răşini:
1) răşini schimbătoare de cationi (cationiţi), care conţin grupe carboxilice, sulfonice, fenolice (KB4; K.F.U. ş.a.) în stare liberă;
2) răşini schimbătoare de anioni (anioniţi), care conţin grupe aminice (Ex ∙  EDE10, AN21).
În prezent, pe planul mondial se fabrică o gamă variată de schimbători de ioni care pot fi folosiţi pentru extracţia streptomicinei sau în diferite alte scopuri. Schimbătoarii de ioni utilizaţi în tehnologia separării streptomici​nei sunt prezentaţi în tabelul 4.2.

Tabelul 4.2. Tipuri de schimbători de ioni, denumirile şi capacitatea de schimb

	Tipul schimbătorilor de ioni
	Denumirea
	Grupele active
	Capacitatea de schimb m. echiv/g

	Cationiţi de tipul acizilor tari
	Ambertit I.R.

M.S.F.3
K.U. - 6

S.B.S. - 1
	- SO3H

- SO3H; - OH

- SO3H; - COOH; - OH

- SO3H
	4,9

4,5

6,2

6

	Cationiţi slab acizi
	K.B. – 4 – P2
K.C.
	- COOH

- COOH
	10

6,5

	Anioniţi slab bazici
	A.N. – 10

A.N. – 21

E.D.E. - 10
	- NH2
- NH2; = NH

- NH2; = NH
	12

7

7,8

	Anioniţi foarte bazici
	A.B. – 17

P.E.K.
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Pentru extracţia şi purificarea streptomicinei se întrebuinţează cationiţi slab acizi, transformaţi parţial în sare de sodiu.

Reţinerea (sorbţia) streptomicinei din soluţia nativă se bazează pe schim​bul ionic ce are loc între cationul de sodiu din răşină şi cationul de strepto​micină din soluţie.
Mecanismul de schimb ionic poate fi formulat prin următoarea schemă:
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unde:  Sc.cat este restul cationitului.
Pentru extracţie se foloseşte o baterie de coloane cilindrică, încărcată (2/3 din volum) cu cationit KB – 4 – P – 2 – parţial sub formă sodică (se poate folosi şi amberlitul).
Soluţia nativă, cu pH-ul 6,5 - 7, este trecută prin coloanele cu schim​bători de cationi cu un debit de 800 - 1200 l/oră. Streptomicina este reţinută de schimbătorul de ioni, iar toate celelalte materiale prezente în mediu trec prin coloană fiind evacuate.
Prima coloană se consideră saturată când activitatea soluţiei la ieşire scade la circa 80% din activitatea iniţială a soluţiei native, iar cationitul nu mai reţine  streptomicina.
Filtrul saturat se scoate din circuit şi se spală de sus în jos cu apă dedurizată, până când apele de spălare sunt limpezi. Pentru asigurarea sterilităţii filtrul se spală cu o soluţie de formol, apoi din nou cu apă dedurizată şi se trece la eluţie.
Eluţia streptomicinei de pe cationit se realizează cu ajutorul unei solu​ţii de H2SO4 de concentraţie 3 - 4%. Soluţia de H2SO4 se trimite peste cationitul din filtru cu un debit de 60 -70 l/oră. Prin eluţie se obţine o soluţie de sulfat de streptomicină, care conţine şi acid sulfuric liber (pH-ul soluţiei este 4 - 4,5).
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Figura 4.4. Schema de principiu a instalaţiei de separare a streptomicinei cu
schimbător de  ioni:

1 – 3 - coloane de sorbţie a streptomicinei; 4 - coloană de reţinere a acidului sulfuric în exces; 5 - coloană de reţinere a cationilor; 6 - coloană de reţinere a anionilor

Pentru îndepărtarea acidului sulfuric din soluţie se foloseşte o răşină schimbătoare de anioni de tipul EDE - 10 sau espatit.
După neutralizarea pe anionitul EDE - 10 se obţine o soluţie de sulfat de streptomicină care conţine o serie de impurităţi organice (histamina, pirogene, precum şi ioni de Ca, Mg, Fe).
Îndepărtarea acestor impurităţi se face cu ajutorul sulfocationitului SBS - 1, care reţine ionii de Ca, Mg, metale grele şi substanţele ce impurifică soluţia de sulfat de streptomicină.
Demineralizarea soluţiei de streptomicină se poate face şi pe o singură coloană în care se găsesc straturi alternative de răşini schimbătoare de ani​oni şi cationi (EDE - 10 şi S.B.S. - 1).
Soluţia de sulfat de streptomicină obţinută se supune evaporării într-un aparat de distilare sub vid, la o presiune remanentă de 40 mmHg şi tempe​ratura de 35°C.
Prin evaporare rezultă un concentrat de sulfat de streptomicină cu acti​vitatea de 180 - 200000 u.i/ml, care se prelucrează cu  cărbune activ pentru decolorare (6 kg cărbune de 100 l conc).
Concentratul răcit la 3 - 5°C este trimis cu aer comprimat la filtrarea sterilă. Filtrarea se face printr-un filtru Seitz, cu 3 rame, având ca material filtrant plăci de azbest.
Filtratul steril este trimis la uscare, în vederea obţinerii sulfatului de streptomicină comercială.
Uscarea se efectuează într-un atomizor în care îndepărtarea apei din con​centrat se realizează cu aer cald. Aerul necesar uscării streptomicinei se încăl​zeşte electric la 120 - 140°C, temperatură ce asigură pentru zona de uscare valori de 80 - 90°C.
Concentratul de sulfat de streptomicină este pulverizat în interiorul atomizorului, la presiunea de 1,5  - 2 atm, cu ajutorul aerului comprimat steril.                                                                                                    
Aerul care iese din aparat antrenează apa din concentrat, iar pulberea de sulfat de streptomicină uscată şi sterilă este culeasă la partea inferioară a atomizorului.
După fiecare eluţie răşina din coloane se supune unei operaţii de rege​nerare pentru a reînnoi capacitatea de schimb ionic.
Răşinile schimbătoare de cationi se tratează cu HCl (5 - 7%) pentru îndepărtarea ionilor de Ca, Mg, Fe, reţinuţi de răşină, apoi se spală cu apa dedurizată până la pH 3 - 4. Regenerarea răşinii se face cu o soluţie de NaOH (40%), pentru transformarea parţială în formă sodică, în vederea reînnoirii capacităţii de schimb ionic. Răşina se spală cu apă (pH = 8,5), apoi se tratează cu o soluţie de formol (1%) pentru asigurarea sterilităţii.
Regenerarea anionitului EDE - 10 se face prin spălări cu soluţie de HCl (5 - 7%) cu apă desalinată, apoi cu soluţie de Na2CO3 (5%). Răşina rege​nerată în acest fel se spală cu apă, desalinată până la pH = 7 - 7,5. Răşinile astfel regenerate sunt utilizate într-un nou ciclu de separare.
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