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RESUMEN 

Se sabe que la producciOn de muchos meta.bolitas secundarios 

de interés industrial esta sometida a diferentes mecanismos de 

control y uno de ellos es la regula.cien por fuente de carbono. 

Las fuentes de carbono facilmente metaboliza.bles, las cuales 

generalmente son utiliza.das en las fermentaciones, ejercen 

efectos inhibitorios o de represibn sobre la slntesis o actividad 

de algunas enzimas ca.tabblicas involucradas en el metabolismo 

secundario; el efector puede ser la molécula 11 ,IJ.e.~ 5.e_" o bien 

algán producto derivado de su catabolismo; aunque los detalles 

moleculares de dicha regulaciOn se desconocen a la fecha. 

La gentamicina, antibiOtico aminoglucOsido de amplio 

espectro bacteriano, representa. uno de los productos 

farmaceuticos prioritarios en el cuadro b~sico de medicamentos 

1984 en Mexico. Aunque se produce en el pa.ls, para satisfacer 

las necesidades aán se requiere de la importacibn del 25% del 

total. Comparada con otros procesos de fermentacibn, es poco 

eficiente en cuanto a rendimientos. Uno de los motivos que 

propician esta baja eficiencia, es el desconocimiento de las 

enzimas y los mecanismos regulatorios involucrados en su 

biosintesis. 

De ahi que el objetivo del presente trabajo fuera determinar 

el efecto que tiene la fuente de carbono sobre la biosintesis del 

a.ntibiotico gentamicina, utilizando como modelo ,la cepa silvestre 



Éstudios comparativ~s con 

una cepa hiperproductora permitirian incrementar la produtcion, 

si estas estuviesen sujetas a este mecanismo de control, pu~s 

será factible buscar cepas insensibles a regulaciOn catabOlica. 

Los resultados experimentales ~uestran que Hic~cmcncsgc~A 

gu~gu~~A NRRL-2953 crece y produce gentamicina en presencia de 

almidcn, maltosa, manosa, glucosa y sacarosa desde el inicio de 

la fermentaciOn; al incrementar las concentraciones de estos 

carbohidratos se observa q~e glucosa y manosa provocan un efecto 

de supresibn sobre la sintesis del antibibtico, a diferencia de 

las otras fuentes de carbono. El mayor efecto de supresiOn se 

observa con glucosa. Un analogo de este carbcihidrato <2-deoxi-D­

glucosa> también suprime la formaciOn del antibiOtico de manera 

similar. El efecto de glucosa y del analogo se observan cuando 

son adicionados durante el iniciq d~ la sintesis Centre las O y 

60 horas de fermentacionl; posteriormente se presenta una 

liberaciOn al efecto, lo cual se advierte al restablecerse la 

slntesis, alcanzado concentraciones de antibiOtico similares a 

las del control. Dichas observaciones nos llevan a concluir que 

glucosa "~ae aa" causa un efecto.de represion de tipo transitorio 

en la formación de gentamicina. 



INTRODUCCION 

Desde el descubrimiento del primer antibiotico 

aminogluc6sido, realizado en 1944 por Waksman, se hizo patente la 

importancia que tiene este grupo de metabolitos como agentes 

terapeuticos. A la fecha se han identificado mas de 100 

compuestos naturales pertenecientes a este grupo de antibicticos; 

sin embargo, solo 16 de ellos tienen importancia comercial y 

terapéutica, los cuales son producidos en 145 industrias 

farmacéuticas en el mundo. Uno de estos productos es la 

gentamicina (10, 60). 

En México este antibiotico representa uno de los productos 

farmacéuticos con~iderados como prioritarios en el Cuadro BAsico 

de la Salud de 1984. Esto se debe a su eficiente actividad 

terapeutica para el tratamiento de infecciones de las vias 

urinarias, digestivas, dermicas y del sistema nervioso central, 

aunque su usq requiera ciertas restricciones debido a los efectos 

secundarios que provoca (14). Este metabolito es elaborado a 

nivel mundial por 22 laboratorios farmacéuticos, en los cuales se 

producen 32 diferentes presentaciones comerciales; en Mexico es 

producido por 2 compafflas farmaceuticas que son: Beneficiadora e 

Industri~lizadora, S.A. de c.v. y Fermic, S.A. de c.v., quienes 

sOlo cubren alrededor del 75% de la demanda nacional, teniéndose 

que importar el restante 25%. 
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De acuerdo a los datos obtenidos del Instituto Mexicano de 

Comercio Exterior, en el periodo 82-83, Mexico import~ 334 K9 de 

sulfato de 9entamicina, con un valor aproximado de 142,732 

dOlares, de los paises productores de este antibiOtico, que son: 

Estados Unidos, China, Hungria, Alemania Occidental, Holanda e 

Italia (77). 

La producciOn fermentativa de gentamicina, llevada a cabo 

con Mi~~QmQnQáQQ~a Q~~Q~~aa y/o Mi~~QmQnQáQQ~a a~hinQáQQ~a, es 

un proceso poco eficiente en cuanto a la cantidad de producto 

final que se obtiene que es de aproximadamente 1.4 g/1. Esta 

cifra es baja comparada con la producciOn de otros antibiOticos, 

tales como la penicilina o cefalosporina, los ~uales alcanzan 

aproximadamente 50 g/1 y 20 9/l, respectivamente (13>. Uno de 

los motivos mas importantes que provocan esta situacion es el 

desconocimiento de las enzimas y los mecanismos regulatorios 

involucrados en su biosintesis y, de hecho, en su producciOn. 

Dentro de los mecanismos que regulan el metabolismo 

secundario en los microorganismos, estan la induccion, la 

retrorregulacion y la .represion catabolica (17, 20, 21, 46 y 53). 

Desd~ el punto de vista industrial la represion catabolica juega 

un papel importante. La produccicn de muchos de estos 

metabolitos esta sometida a este tipo de control, que pueden 

ejercer las fuentes de carbono, nitr09eno, fosfatos y sulfatos 

utilizados en las fermentaciones. La represion catabclica por 

carbono y nitro9eno es ejercida por nutrientes facilmente 
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metabolizables, como glucosa y/o amonio, ya sea por la molecula 

"12a.1:. s.e." o por algO.n producto derivado de su metabolismo; por 

otro lado, si bien los fosfatos en altas concentraciones permiten 

un buen crecimiento de los microorganismos, tambien son capaces 

de reprimir la slntesis de estos metabolitos. Aunque la 

re9ulaciOn por sulfatos es poco conocida, se sabe que es ejercida 

por compuestos y aminoacidos que contienen grupos sulfhidrilo 

(aparentemente actüa solo sobre algunas proteasas). Cuando las 

vias de bioslntesis de estos metabolitos est!n sujetos a 

mecanismos de retrorregulacion, el exceso del producto en el 

medio de cultivo también reprime la slntesis 11 .d.a nc.!ll.C." de las 

sintetasas implicadas, hasta que se presenta un descenso en su 

concentracion. Otro de los mecanismos regula.torios importantes 

en las fermentaciones industriales es la induccion, consistente 

en que compuest'os especlficos, no necesariamente involucra.dos con 

la slntesis del meta.bolito, son capaces de estimular la. 

produce ion. 

La existencia de alguno de estos mecanismos en cepas 

industriales puede repercutir fuertemente en la producciOn de 

estos metabolitos, por lo tanto, el conocerlos puede permitir el 

diseffo de técnicas de fermentacion o de estrategias encaminadas 

al mejoramiento. genético de la produccion, lo que ha. dado 

excelentes resultados en los antibioticos antes mencionados. En 

el caso de gentamicina, tampoco existen reportes de mejoramiento 

genético del microorganismo productor. 

3 



GENERALIDADES DE GENTAMICINA 

El des·cubrimiento y la purif icacion de genta.micina fue 

reportado por primera vez en 1963 por Weinstein y cols. (87); 

estudios posteriores realizados por Cooper y cols. les llevaron a 

proponer su estructura qulmica en 1969 (59), en base a la cual 

fue clasificada de.ntro del grupo de antibicticos a.mino9lucOsidos 

(1.2.2.2.2) (7). 

Este antibiOtico es sintetizado por Actinomicetos del 9éne~o 

t1ic.r:.c.mc.niláP.C.r:.a, los cuales incluyen las cepas de Mic.r:.c.mc.nc.áp.c.r:.a 

p.ur:.p.ur:.ea NRRL-2953, Mic.r:.c.mc.nc.áp.c.r:.a ec.hinc.áp.c.r:.a NRRL-2985, 

Mic.r:.c.mc.nc.áQQr:.a ec.hinQáRQr:.a ier:.r:.usinea NRRL-2995, Mic.r:.c.mc.nc.áQc.r:.a 

ac.hinc.áp.c.r:.a p.allida NRRL-2996 y Mic.r:.c.mc.nc.ap.c.r:.a ~c.hinc.áp.c.r:.a 

ac.hinc.áp.c.r:.a (61, 87>. 

El producto que se conoce como gentamicina consiste en una 

mezcla. de tres antibioticos estrechamente re 1 a.e: i onad·os 

denominados 

pr.esenc: i a 

usuales, 

la 9entam i e: i na e, , e, a y C2 • Se ca.rae: ter izan por 

de garosamina y purpurosamina, un azucares 

los cuales forman uniones 9lucosldicas con 

poco 

la 2 

deoxiestreptamina (anillo aminociclitol); las preparaciones 

comerciales presentan este complejo en una proporciOn de 28.3% de 

e, , 34.6% de C1a y 37.1% de C2, como sulfato de gentarnicina 

< F i g. U < 1 , 70 > • 
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F I G U R A 1 
COMPUESTOS Y SUBUNIDADES DEL COMPLEJO C 

DE Gentamicina 

PURPUROSAMINA 

GENTAMINA 

DEOXIESTREPTAMINA 

'GARAMINA 

GAROSAMINA 

OH 

R R1 

GENTAMICINA C-, CH3 NHCH3 

C"ª H NH2 

C2 CH::s NH2 

Este antibiotico posee un espectro de actividad bactericida 

a.mp 1 i o, pu.es a.demé.s de i nh i bi r e 1 cree i miento ba.cter i a.no, provoca 

lisis celular <1, 70, 87); Weinstein ha demostrado que no existen 

diferencias detectables en cuanto a la actividad biolbgica entre 

las gentamicinas del complejo (90). Dentro del grupo de 

aminogluccsidos es el que posee mayor potencia., ademé.s de no 

inducir fé.cilmente la forma.cien de factores de resistencia. en 

microorganismos sensibles, incluso cepas que poseen 

a.minoglucbsico-acetil-transferasa.s solo acetilan uno de los 

5 



compuestos de este complejo (71, 89, 91). 

Poseen 

principalmente 

gran 

par·a 

importancia clinica y es 

el tratamiento de infecciones 

utilizado 

graves 

provocadas por .bacterias gram negativas como E~ ~Qli, e~Qieua, 

ea~acclcn, Klebaialla y eaau~cmcnas; aunque es mas activo contra 

microorganismos gram 

positivos incluyendo 

negativos, ta.mbién actda contra 

M~cabaciecium iubecculasis <Tabla 1> 

gram 

( 14, 

29). Sin embargo, se sabe que es neurotcxico cuando se emplean 

dosis continuas, afectando las funciones cocleares y vestibulares 

del octavo par craneal y también es nefrotOxi.co, pues provoca 

daños significativos a los tdbulos renales, a causa de la union 

del antibiOtico a la corteza renal y a su alto grado de absor¿ion 

(12, 34, 38). El grado de toxicidad es influenciado por el 

tamarío de la dosis, la durac:ibn del tratamiento, el 

funcionamiento renal antes y desputs de la terapia y la 

combina.cien con otras drogas; el potencial toxico de estos 

compuestos esta directamente relacionado con el nivel de 

concentracion en suero (10). 

En cuanto al mecanismo de acciOn de este grupo de 

antibibticos, se ha establecido que su accicn inhibitoria es 

similar a la de la estreptomicina y que ambos inhiben la sintesis 

de proteinas en las bacterias sensibles, como un resultado de la 

interacciOn del antibiOtico y la subunidad 30S del ribosoma (66>, 

ya sea liberando la formil-metionina-RNA del complejo de 
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TABLA 1. MICROORGANISMOS SENSIBLES AL ANTIBIOTICO GENTAMICINA, 

MICROORGANISMOS MIC (µ9/ml) 

--------------------------------------------~--------------------
G+ 

G-

B.ac.ill.U..ii s p • 

C.lQs..t..r:.id.iu.m s p • 

Lis..t..ar:.ia mQnQ~~.t..Qganas. 

M~~Q~a~.t..e.r:..iu.m .t..u~e.r:.~U.lQs.is. 

Es.~har:.i~hia ~Qli 

En.t..ar:.Q~a~.t..ar:. sp. 

S.his.e.lla. sp. 

E.r:.'2.t..e.u.s. sp. 

e.a.r:.a.~Qlcm s p • 

G+ = gra.m ,positivos 
G- = gram negativos 
MIC = concentracion mlnima. inhibitoria 
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0.01-1 

0.125-1 

0.125-1 

0,125-1 

0.125-1 

2.4-8 

0.03 

0.25 

0.06-4 

1 

1 

2 

0.06-1 

0.06-2 

0.5 

0.06-8 



iniciaciOn y/o retardando la elongaciOn (68). Aunque se 

desconoce el mecanismo exacto, se ha observado que también 

provoca errores en la lectura. Esto se ha demostrado mediante 

experimentos de incorporaciOn de aminoacidos marcados en 

Ea~ha~i~hia ~oii, e~o~a~a ~~iga~ia y eaa~áomonaa aa~~ginoaa, en 

presencia de antibiOtico, donde inmediatamente se inhibe el 

crecimiento, los 

sintesis de DNA; 

induce errores en 

aminoacidos no se incorporan y se estimula la 

también en presencia de uracilo, gentamicina 

la lectura en sistemas "in ~i~~Q", pues 

estimula la incorporacion de isoleucina (1). Le Goffic <41) ha 

encontrado que existen dos tipos de sitios ~e uniOn en la 

subunidad 50S y uno solo en la 30S del ribosoma; la uniOn esta 

determinada por el n~mero de grupos amino de los aminoaz~cares de 

este antibiOtico y la especificidad de esta reside en la 

garosamina de las gentamicinas. 

Se ha encontrado que los microorganismos productores de este 

metabolito son capaces de protegerse contra el efecto de su 

producto mediante la modificaciOn de los sitios de reconocimiento 

del antibiOtico. Este. mecanismo de resistencia a gentamicina en 

(1.,_ 12~~12~~aa ha sido estudiado por Piendl y Buck (66, 92>; ellos 

encontraron que este microorganismo presenta muy alta 

resistencia, durante la fase de crecimiento, a aminoglucOsidos 

que contienen deoxiestreptamina-4,6-disubstitulda, ademas de 

gentamicina y, que esta es debida a que los ribosomas 70S se 

encuentran modificados, principalmente la subunidad 30S. 
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Weinstein y cols. (90>, han demostrado que la toxicidad de 

la molécula radica en la presencia de los grupos amino, los 

cuales al ser acetilados pierden sus efectos neurotoxicos, pero 

tambien se suprimen sus efectos antibacterianos; lo mismo se 

observa cuando son alquilados (56), ya que los grupos amino de 

~ste antibibtico son los que le confieren actividad al compuesto. 

Estudios posteriores han mostrado que lo·s "sitios clave 11 de la 

molecula son el grupo amino del carbono 3 11 de la 9arosamina y el 

grupo hidroxilo del carbono 4 11 de la misma, para que esta sea 

activa (de ahl que sea mas activa contra gram negativos>; ademas 

se observb que la presencia de grupos amino adicionales tambien 

suprimen su actividad (7, 70). 

Por otro lado, el principal mecanismo de resistencia que 

desarrollan ,los microorganismos patbgenos hacia este tipo de 

aminoglu.cbsidos es la inactivacibn enzimatica; la distribuciOn 

de estas enzimas en bacterias gram negativas es amplia e incluye 

a grupos que no son de importancia clinica (64, 70, 71). 

Se han establecido tres tipos principales de enzimas 

inactivantes, de las cuales se conocen mas de 14; éstas son 

fosfotransferasas <APH>, nu.cleotidil-transferasas <ANT> y acetil­

transferasas <APH>. Las enzimas que inactivan gentamicina son 

principalmente 1 i9.S acetiltransferasas y de estas se han 

identificado varios tipos; por ejemplo, las que acetilan el grupo 

amino del carbono 6', de las cuales se han aislado 4 enzimas 

diferentes en bacterias de importacia cllnica y estas han sido 
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clasificadas como AAC (6) I, AAC (6) II, AAC (6) III y AAC (6) IV 

(el n~mero arabice significa la posicion que atacan y el romana 

la especificidad de la enzima); otras que acetilan el grupo amino 

del carbono 3 y son tres: AAC (3) I, AAC (3) II y AAC (3) III, 

tambien aisladas de bacterias patogena.s y finalmente las que 

acetilan el grupo amino en el carbono 2' que solo es una: AAC (2) 

I, aislada de un microorganismo no patogeno (71). 

Otros esfuerzos encaminados hacia la bñsqueda de 

antibioticos aminogluccsidos que posean mayor potencia, menor 

toxicidad y que adem~s no sean inactiva.dos por bacterias de 

importancia clinica resistentes a estos, han sido la "biosintesis 

mutacional" y la sintesis quimica, cuyos resultados han sido 

positivos a la fecha. Si bien no se ha logrado obtener productos 

menos toxicas, estos son mas potentes y no son susceptibles a 

inactivaciOn enzimAtica y en la actualidad se encuentran en uso 

< 1 O, 16, 56, 70, 71 , 73) • 
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ESTRUCTURA QUIMICA Y PROPIEDADES FlSICOQUIMICAS DE 

LAS GENTAMICINAS 

Los antibiOticos aminoglucOsidos se caracterizar, por 

presentar un anillo aminociclohexanol o aminociclitol y se 

clasifican en funcion de la estructura qulmica que presentan. Se 

han establecido cuatro clases: los monoaminocic:litoles, los que 

contienen actinamina, los que contienen estreptidina o bluesidina 

y los que contienen 2-deoxiestreptamina; estos áltimos son 

subdivididos de acuerdo a la posicionen la que e~tAn los 

substituyentes <en los carbonos, 4', 5', 4'/5' y 4'/6'). De 

acuerdo a esta clasificacion, las gentamicinas han sido incluidas 

en el grupo de antibióticos aminoglucOsidos con 2-

deoxiestreptamina 4,6-disubstituida C7, 73,. 83). 

Las g.entamicinas se caracterizan por poseer dos azdcares 

poco comunes, un monosacArido metil-glucosido denominado metil­

garosamina, el cual estk unido al hidroxilo del carbono 6 de la 

deoxiestreptamina formando una union glucosldica; el otro es una 

piranosa denominada purpurosamina, que también forma una union 

glucosi.dic:a con el carbono 4 del anillo aminoc:ic:litol CFig. 1). 

Al ser sometidas a metanolisis CHCl-metanol>, las subunidades de 

las gentamicinas se separan formando dos tipos de 

pseudodisacAridos, la garamina <garosamina-deoxiestreptamina> y 

la gentamina (purpurosamina-deoxiestreptamina> (1, 73) . 
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·En cuanto a la estructura de las gentamicinas c1 • c1a Y c2 , 

la diferencia principal radica en el contenido de grupos metilo: 

la gentamicina C1a contiene dos. grupos N-metil, un grupo 

secundario C-metil y un grupo terciario C-metil; la gentamicina 

C2 difiere de la C1a en que posee un grupo N-metil menos y la c2 

en que no posee un grupo secundario C-metil; las gentamic-inas c1 

y C2 son iscmeros con polaridades identicas (1). 

Ademas de las gentamicinas se han purifica.do una serie de 

poseudotrisacaridos ·estructuralmente relacionados; los cuales son 

producidos por el mismo microorganismó; algunos son 

intermediarios 'I otros pudieran ser productos menores o 

modificaciones d·e otras rutas biosinteticas y presentan tambiéon 

actividad a.ntibictica. (29, 39, 64, 83, 86, 87). 

En cuanto a sus propiedades fisicoqulmica.s, se ha 

establecido que son compuestos basicos, solubles en agua, 

ligeramente solubles en metanol, e insolubles en etanol; forman 

crista.les prismáticos coloridos dextrorrotatorios, salvo la 

gentamicina X cuyos cristales son amorfos; algunos compuestos son 

estereoiscmeros del mismo grupo. Los pesos moleculares de las 

gentamicinas C1, C2 y C1a son de 477, 463 y 449 respectivamente, 

en la forma de sal corno sulfato de gentamicina. Todos estos 

compuestos son polares y sus polaridades son muy semejantes 

( 1 , 29, 43, 83, 86 > • 
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BIOSINTESIS DE GENTAMICINA 

Bioslntesis del Anillo Aminociclitol 

El aminociclitol 2-deoxiestreptamina (2-DOS) es una unidad 

estructural comñn en muchos antibióticas aminoglucosidos de gran 

importancia cllnica; sin embargo, es poco el .conocimientri que se 

tiene sobre su bioslntesis y menor añn el que se tiene sobre las 

enzimas implicadas en ella. 

Los primeros estudios encaminados hacia el conocimiento de 

esta ruta biosintetica fueron realizados por Reinhart (73) quien 

bas~ndose en estudios de in~orporaciOn de glucosa radioactiva 

( { 13C-6}> en el aminociclitol de neomicina, propuso dos posibles 

·rutas para la .bioslntesis de la deoxiestreptamina <Fig. 2>. La 

primera ruta irivoluc~a una oxidaciOn y una aminaciOn inicial en 

el carbono-3 del anillo aminociclitol <el cual deriva del carbono 

5 de glucosa), seguida de otra oxidaciOn y aminaciOn en el 

carbono 1 del mismo (el cual deriva del carbono 1 de glucosa>, la 

segunda alternativa (Fig. 2), presenta una secuencia invertida 

·donde primero tiene lugar una oxidaciOn y aminacibn en el carbono 

1 del anillo, seguida de la oxidacion y aminacibn en el carbono 

3. 

En estudios posteriores efectuados por Chen y Cols. (15> 

con extractos libres de celulas de M. gu~gu~ea y s. í~adiae 

(idiotrofos del 2-DOS), sugirieron que deoxi-inososa (2-deoxi-
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F I G U R A 2 

RUTA BIOSINTETICA DE 2-DEOXIESTREPTAMINA 

·A PARTIR DE GLUCOSA PROPUESTA POR REINHART 

1 ) 
2) 
3) 
4) 

1) 
2) 

a) 
b) 

ªNH2 ~H 

. ' ~ 
HO 

OH 
X~H,áOH 

NH2 3 
~~H2_. ~Hz 

O-.;. 'OH•• 
HO HO . ,, 

OH OH 
(b) 

Ruta alterna: 
1 

·~-CH20H ªOH ~. NH2 
OH~ OH X•·~ 

2 

NH2 NH2 

• 
HO HO HO 

OH OH· 
(a) 

Oxidación en el carbono 
Ami nación en el carbono 
Oxidación en el carbono 
Ami nación en el carbono 

Ruta alterna: 
Oxidac.ión y ami nación en 
Oxidación y ami nación en 

Glucosa 
2-Deoxiestreptamina 
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scillo-inososa> y deoxi-inosamina ( 2-deoxi-scillo-inosamina> 

podian ser 2 de los precursores d~ la biosintesis del 2-DOS; 

Kase (35) demostrb la existencia de uno de estos inter~ediarios, 

el del 2-deoxi-scillo-inosamina (DOI> en una mutante de M • 

.a.a.g.a.mi.en.5ü.a Cidiotrofa de 2-DOS> productora de sagamicina. Sus 

resultados también sugerlan la existencia de un intermediario 

entre éste y la deoxiestreptamina en este microorganismo 

concordando con la ruta propuesta por Reinhart (Fi9. 2). Por otro 

lado, Chen y cols. (15) encontraron tambien que los grupos amino 

involucrados en la slntesis de esta molecula derivan posiblemente 

de glutamina. 

En estudios mas recientes, Suzukake y cols. (80) han 

demostrado, en extractos de células. de s. 1cadia.e (productor de 

neomicina>, 

responsables 

la existen~ia de tres reacciones enzima.ticas 

de la slntesis de la deoxiestreptamina a partir de 

deoxiinososa, las cuales hablan sido incluidas en la ruta 

biosintética propuesta para la sintesis del mismo. Ademas, 

comprobaron que el a.tomo de carbono correspondiente al carbono 5 

de la glucosa es el primero en s~r oxidado y aminado y el 

correspondiente al carbono 1 de la glucosa, es el que pasa por la 

segunda oxidaciOn y aminaciOn para formar el aminociclitol. 

Estos mismos autores han demostrado qu~ el primer paso en ésta 

ruta corresponde a una reacción de dehidrogenación, precedida por 

una oxidación de glucosa, lo cual da origen a la deoxi-inososa 

<Fig. 3), y que las reacciones precedentes son catalizadas por 
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aminotransferasas que utilizan glutamina como donador del grupo 

amino. Pasos subsecuentes incluyen la aminaciOn de deoxi­

inososa, que da como pr~ducto deoxi-inosamina <DOI>; la 

desaminacion de la deoxiestreptamina da lu_gar a 1~ formaciOn de 

aminodeoxi-inososa, intermediario que es posiblemente originado 

por la oxidacicn de DOI y el cual puede finalmente, ser 

transformado por aminaciOn de 2-deoxiestreptamina. 

Por otro lado, purificaron la aminotransferasa demostrando 

que se trata de una sola enzima de 130,000 daltones, la cual 

convierte deoxi-inosamina a deoxiestreptamina y ademas cataliza 

la aminación de deoxi-inososa y la desaminacicn de la 2-

deoxiestreptamina ".in ~.i±.~.0 11 ; se piensa que pudiera tratarse de 

una a.-cetoac ido-ami notransf e rasa ya que .presenta una al ta 

actividad de-aminotransfer.encia de glutamina a piruvato. Tambien 

se obtuvieron parcialmente purificada la actividad de la enzima 

deoxi-inosamina dehidrogenasa, implicada en la oxidaciOn­

aminacion de la deoxi-inosamina <Reacc. II y III); ellos sugieren 

que esta enzima puede estar acoplada a transaminasas (2+ 3+ 4> 

involucradas en las reacciones I y III, aunque esta~ ñltimas no 

pudieron ser purificadas. Estos sitemas requieren de NAD+, 

fosfato de piridoxal y glutamina para su actividad, lo cual 

sugiere que otro tipo de eventos no pueden estar involucrados 

durante la slntesis (por ejemplo, fosforilacion u otros>. 
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Biosintesis de las Gentamicinas 

Los primeros investigadores que propusieron la secuencia de 

la. ruta. de biosintesis de gentamicina fueron Testa y Tilley en. 

1976 (82>, mediante estudios de bioconversiOn en sistemas de 

células en reposo y analizando cromato~raficamente los productos. 

Demostraron que los compuestos menores que se producian durante 

la. fermentacibn de este a.ntibibtico <A, A1 , A2 , B, x2 , G-418, JI-

20A y JI-20B> podla.n ser convertidos a. las genta.micina.s por una. 

mutante de M. J2U..t.J2U..t.aa "inca.paz de producirla, ya que acumula 

paromamina. Posteriormente, estudios realizados por Kase (36) y 

Odakura (59), utilizando este mismo tipo ~e sistemas con mutantes 

de M. 12u..t.12u..t.aa y M. 5.agamianaia capaces de acumular diferentes 

interm·ediarios de la vla biosintetica de gentamicina y sagamicina 

respectivamente, propusieron algunas modificaciones sobre la 

secuet1cia 

mecanismos 

y enzima~ involucradas, a.si como a. 

que regulan la bioslntesis de 

gentamicina.s. 

elucidar algunos 

este grupo de 

Una vez que se ha for-mado el anillo aminocicl.itol, la 

bioslntesis de genta.micina se inicia con la condensacion de D­

glucosamina a. esta molecula, dando lugar a la forma.cien del 

disacarido denominado paromamina. (Fig. 3); la incorpora.cien 

posterior de una molecula. de D-xilosa a. este compuesto da. origen 

a. la. gentamicina. A, siendo en este paso en el que se intégran las 

subúnidades basica.s que da.ran origen a las genta.micinas. 

Estudios efectuados con glucosa. radioactiva han mostrado que la. 
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glucosa.mina. 

proviene de 

utiliza.da durante la sintesis del 

la glucosa, a. traves de una 

a.ntibiotico 

de 

tra.nsamidación de la glutamina durante la conversion de fructosa-

6-fosfato a glucosamina-6-fosfato, cata.liza.da por la enzima L-

9lutamina-D-fructosa-6-fosfato aminotransferasa. También se ha. 

demostrado que la D-xilosa deriva de la vla. de las pentosas <o 

hexosa monofosfata> (73). Ya integrado este compuesta es c­

metilado en la posiciOn del carbono 4 11 y una epimerasa invierte 

su configuraciOn, lo cual d.a lugar a la conversiOn de gentamicina 

A a gentamicina X. A partir de este intermediaria la via de 

bioslntesis prosigue por dos rutas; la primera conduce a la 

sintesis del antibiOtico JI-20A, por una reacciOn de amino­

substituciOn en el carbono 6'; posteriormente una dehidroxilaciOn 

en los carbonos 3' y 4' convierte este compuesto en gentamicina 

Cla, el .Primero de los componentes activos del complejo de 

gentamicina. En situaciones experimentales algunas mutantes de 

N. ll!.l.t..ll.U.t.ii.a metilan este meta.bolita en el carbono 6' <N­

metilaciOn>, dando como producto final sagami~ina en muy baja 

proporciOn, ante lo cual se ha determinado que las vias de 

biosintesis que conducen a la fcrmaciOn de gentamicina y 

sagamicina son iguales (36, 59). 

En la segunda ruta, la gentamicina x 2 es convertida en el 

antibiótico G-418; esta reacción se lleva a cabo por acci~n de 

una metilasa, la cual introduce un metilo en el carbono 6' de la 

gentamicina <C-metilaciOn> y una epimerasa invierte 
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posteriórmente su configuraciOn; este compuesto forma a su vez 

al antibiOtico JI-20B por amino-substituciOn del carbono 6'; 

las reacciones de 6-amino-substitución involucradas en la 

conversión de gentamicina x2 al antibiótico JI-20A y del 

antibiotico G-418 al antibiótico JI-20B, son catalizadas por una 

sola enzima. Una segunda 3', 4' dehidroxilación, efectuada 

probablemente por la misma enzima que da origen a la formación de 

gentamicina C1a, convierte al antibiotico JI-20B en gentamicina 

c2a y, este es epimerizada dando cama resultado la formación de 

gentamicina c2 , segundo metabalita activa del complejo; se ha 

demostrado que este paso es reversible. La dltima reacción que 

ocurre conduce a la convet"sion de gentamicina c2 a gentamicina 

Cl, por acciOn de una metilasa la cual introduce un grupo metilo 

en el cat"bono 6 1 de la mol~cula <N-metilaciOn>, dando a~t origen 

al tercer componente de este antibiOtico. Estas reacciones de 

6'-N-metilación tambien son catalizadas por. una sola enzima 

(36,40). 

Los gt"upos metilo utilizados dut"ante las reacciones de c­

metilacion y N-metilacion durante la slntesis de gentamicina, 

provienen del aminoAcido metionina; esto ha sido demostrado por 

Lee y Daniels (39, 64) mediante experimentos de incorporación 

utilizando metionina radioactiva ci 3c-metil-metionina y ~H~metil­

metionina>. 

Se ha observado que el cobalto estimula la slntesis del 

antibiotico cuando es adicionado al medio de fermentacibn; 

estudios posteriores sobre el mecanismo de este ion mostraron que 
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esto se debia a una activaciOn de los pasos de c-metilaciOn 

durante la transforma.cien de gentamicina A a x2 (en C-4") y de 

gentamicina X2 a G-418 <en el C-6') (89, 82>;· los pasos 

dependientes de cobalto son los involucrados en las reacciones de 

C-metilacion y no a.si en las reacciones de N-metilacicn (20, 59). 

Regulacicn de la Biosintesis de Gentamicina 

La biosintesis de los antibicticos y otros meta.bolitas 

secundarios esta sujeta generalmente a regula.cien ne~ativa por 
1 

factores nutricionales, como son la fuente de carbono, de 

nitrOgeno y los fosfatos principalmente. Se ha demostraqo que la 

sintesis de estos tiene lugar cuando la velocidad especifica de 

crecimiento baja y, que este descenso es provocado por un 

desbalance de nutrientes al limitarse estas fuentes (20, 51). 

Los mecanismos regula.torios que se manifiestan incluyen la 

represiOn catabOlica por fuente de carbono~ por fuente de 

nitrcgeno, por fosfatos y por sulfatos, ademas de la induccicn y 

la retrorregulacicn. Pueden operar sobre las enzimas 

involucradas en el metabolismo secundario, ya sea sobre su 

actividad o a nivel de su formac.iOn (17, 20, 46, 53). 

Se han propuesto dos modelos para explicar el mecanismo 

molecular de acciOn de estos nutrientes sobre la slntesis del 

meta.bolito asl como el nivel al que tiene lugar. El primero 
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sugiere que se lleva a cabo por medio de efectores, los cuales 

serian moleculas de bajo peso molecular y capaces de actuar como 

correpresores o inhibidores, reprimiendo la formación o 

inhibiendo la accion de las sintetasas de los antibioticos; este 

efector puede ser depletado antes de que ocurra la slntesis del 

antibiotico. El segundo modelo postula la existencia de un 

inductor o activador sintetizado por el microorganismo productor, 

el cual debe estar presente para que pueda iniciarse la sintesis 

(54 > • 

Aunque es poco el conocimiento de las bases moleculares de 

estos mecanismos regulatorios, este podrla ser extremadamente 

ñtil para incrementar los rendimientos en la produccion de los 

antibioticos, mediante vias directas que favorezcan la obtencion 

de cepas altamente productoras, por medio de la remocion 

selectiva de los puntos criticas en las vlas biosinteticas de 

estos metabolitos. 

La regulaciOn de la bioslntesis de. gentamicina ha sido muy 

poco estudiada, al igual que la de otros antibiOticos; sin 

embargo, existen reportes en los cuales es evidente que los 

factores nutricionales regulan fuertemente el metabolismo 

secundario; de ahl que sea muy posible que la slntesis de este 

antibiotico tambien sea regulada a traves de estos mecanismos. 
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Retrorregulac:icn 

Una de las c:ausas por las cuales se obstaculiza la 

produccion de los metabolitos secundarios durante las 

fermentaciones es porque estos son capaces de suprimir su propia 

bioslntesis; este fenomeno a~nque poco conocido en el metabolismo 

secundario, ha sido reportado para el caso de varios antibiOticos 

( 20, 51 , 53) • 

Estos idiolitos, de la misma forma que los metabolitos 

primarios son capaces de retrorregular su propia bioslntesis, ya 

sea inhibiendo o reprimiendo a las sintetasas~ involucradas en 

ello (20) • 

Por otro lado, algunos metabolitos primarios que son 

precursores de antibioticos o que son productos finales de vlas 

biosinteticas ramificadas, en los cuales una de las 

ramificaciones c·onduce a la formacicn del antibiOtico, también 

estan sujetas a este tipo de regulac:ion y son capaces de 

suprimir la formación del metabolito secundario (4, 22). Tambien 

se ha mostrado que la concentracion de antibiotico capaz de 

inhibir o reprimir a una cepa productora en particular, es 

generalmente simil~r a la que es capaz de producir el mismo 

microorganismo (53). 

Ejemplos espec:lficos de este tipo de eventos regulatorios se 

han estudiado en los antibicticos c:loranfenicol, aurodox, 

cicloheximida, estafilomicina, ristomicina, puromicina, 

fungicidina candihexina, acido micofenolico y eritromicina (51, 
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78). Estos antibioticos son capaces de suprimir, ya sea los 

ültimos pasos involucrados en su sintesis o incluso, la formaciOn 

de precursores derivados del metabolismo primario <Tabla 2). 

Analogos estructurales de estos antibioticos, que no poseen 

actividad antimicrobiana, provocan el mismo efecto. Se piensa 

que en el caso de la sintesis de estafilomicina, ocurre 

retrorregulaciOn por ejercer su acción a nivel de la formación 

del inductor del antibiOtico, porque pequeñas cantidades de éste 

sólo inhiben la formación del metabolito cuando es adicionado 

durante la fase de crecimiento. Otro ejemplo interesante es 

sobre la produccion de cefamicinas por Stregtom~ces .clsv~ligerus, 

donde la regulaciOn es ejercida por los aminoAcidos lisina y 

treonina, los cuales son capaces de inhibir concertadamente a la 

aspartoquina~a (primera enzima de la via que les da origen) y al 

mismo tiempo, restringen la formaciOn del precursor del 

antibiOtico, el a•aminoadipato. Al ser derregulada esta enzima 

por mutagénesis, la producción de cefamicina fue incrementada de 

6 a 8 veces (4). 

Trabajos relacionados con- este fenómeno regulatorio que 

involucren la bioslntesis de gentamicina no han sido reportados; 

sin embargo, cabe la posibilidad de que el microorganismo 

productor este sujeto a este mecanismo, dados los bajos 

rendimientos en su producción a nivel industrial. 
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TABLA 2. ANTIBIOTICOS CUYA BIOSINTESIS ES RETRORREGULADA POR EL 

PRODUCTO FINAL. 

ANTIBIOTICO 

Cloranfenicol 

Cic:loheximida 

A. mic:ofenol ico 

Aurodox 

Penicilina 

R i stom i c·i na 

Virginiamicina <Estafil~~icina) 

Puromicina 

Fungicidina 

Candihexina 

Eritromic:ina 

Adaptada de Martin 19 80 ·e 53).. 

MICROORGANISMO PRODUCTOR 

S1e~g1gm~~~a sp. 3022a 
.Sie.egiDm:tc.e.f.i ~.en.ez!.l.al.a.e 

Si.r:.aQi.am~cas s.r:.isa!.ls 
' 

eani.c.1111!.!.m .5i.a1.an1·:f..a.r:.l.!.m 

Si.r:..aQi.am~.c..a.5 s.a1dinian.5is 

Penicillium che~sogenum 

frog;c·t i nom~ces f ruct ifge1 
var • .r:.i.5i.cm~.cini 
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RegulaciOn CatabOlica por Fosfatos 

El fosfato inorganico es uno de los efectores regulatorios 

importantes en la formaciOn de metabolitos secundarios (52). La 

influencia de este nutriente en l'a producciOn de antibiOticos se 

conoce desde hace muchos affos. De hecho, su presencia en los 

medios de fermentaciOn es crucial, 

nutricionales se ha demostrado que 

pues a través de estudios 

altas concentraciones de 

.fosfato inorgAnico inhiben y/o reprimen la formación de muchos 

antibiaticos y por otro lado, estimulan el crecimiento 

vegetativo, durante el cual es virtualmente consumido (Tabla 3). 

Los metabolito~ ~ujetos a este tipo de control se sintetizan 

ünicamente en concentraciones de fosfato inorganico subOptimas 

para el crecimiento del microorganismo; se ha determinado que 

concentraclories en el rango de 0.3 a 300 mM permiten buen 

crecimiento, pero concentraciones mayores de 10 mM suprimen la 

sintesis. 

Aunque el mecanismo molecular del efecto de fosfato es a~n 

desconocido, el mecanismo enzimAtico ha sido sugerido para la 

bioslntesis de cefalosporina, estreptomicina, candicidina, 

tetraciclina y tilosina (48, 61); para explicarlo han sido 

sugeridos los siguientes modelos: 

i) El fosfato favorece el metabolismo primario; esto ·es cierto 

tomando. en cuenta su papel en los procesos metabólicos 

celulares, pero una vez que se ha consumido cambia el 
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TABLA 3. REGULACION CATABOLICA POR FOSFATOS EN LA BIOSINTESIS 

DE ANTIBIOTICOS. 

Antibiotico Microorganismo 
Productor 

Cefamicina s. La~~am~u~ana 

Cefalosporina c . .a~~amcnium 

Estreptomicina s. g~iaaua 

Neomicina. s. ie.a~i.aa 

Ti losina s. i~.a~i.aa 

Candicidina S • g~i.5.aU.5. 

Tetraciclina. 

Mecanismo 
de accion 

InhibiciOn 

Supresion 

InhibiciOn 

Represion 

Supresion 

SupresiOn 

Supresion 

Supresion 

Represion 

Represion 

Represion 

SupresiOn 

SupresiOn 

Supresion 

Represion 

Represion 

RepresiOn 

*<alcaloide) meta.bolito secundario tambien. 
Adaptada de Demain 1982 (20). 
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Sitio de Accion 

Expandasa 
Ciclasa 

Expanda.sa. 

Estreptomicina 
fosfa.ta.sa. 

Amidino transfera.sa. 

Neomicina fosfatasa. 

TDP-glucosa 4,6 de­
hidr-ata.sa. 

TDP-micarosa sinte­
tasa 

Macrocin 0-metil­
transfera.sa 

dTDP-glucosa-4,6 
dehidratasa 

dTDP-micarosa. sin­
tetasa 

Macrocin metilasa 

Valina dehidrogenasa 

Metil-malonil-CoA 
carboxitr-ansfer-asa 

Propionil CoA carbo­
xi lasa 

p-aminobenzoato sin­
tetasa 

Anhidrotetraciclina 
oxigenasa 

Chanoclavina c:iclasa 



metabolismo primario y se derreprime el metabolismo 

secundario. Por otro lado, si durante la fermentacion, una 

vez que se ha iniciado la sintesis, este es adicionado, el 

metabolismo 

metabolismo 

candicidina, 

cambia restituyendose los 

primario Cclortetraciclina, 

ristomicina, tetracir.lina, 

nistatina y levorina). 

procesos del 

viomicina, 

vancomicina, 

ii> El fosfato actda a t.raves de cambiar las vlas catabOlicas de 

los carbohidratos. Esta hipOtesis sugiere 

incrementarse la c6ncentraci0n de fosfatos en 

que al 

el medio 

decrementa la actividad de la via hexosa-monofosfato y esto 

favorece la glicOlisis; la supresiOn de la slntesis puede ser 

causada por limitacion de precursores provenientes de HMP o 

por NADP~ Cclortetraciclina, tetraciclina, penicilina>. 

iii> Limita la slntesis de los inductores de las vlas 

biosintéticas de los antibiOticos, los cuales son estructuras 

no relacionadas con los del antibiOtico en cuestiOn y tampoco 

son precursores o activa.dores; esto ocurre a trav~s de 

disminuir la actividad de la vla que le da origen. 

iv) Inhibe la formacion de precursores del antibiOtico, ya sean 

metabolitos primarios o secundarios. 

V) inhibe o 

bioslntesis 

reprime las fosfatasas necesarias 

del antibiOt~co, sobre todo en 
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biosinteticas en las cuales se encuentran involucrados pasos 

de fosforilaciOn y desfosforilaciOn e independientemente de 

que el producto final presente o no grupos fosfatos en su 

molecula <estreptomicina>. 

vi) Por deprivaciOn de las celulas de los metales esenciales, 

porque el fosfato inorganico forma precipitados con calcio, 

magnesio, fierro y otros metales. 

En cuanto al efector de estos mecanismos, la mayor parte de 

evidencias sugieren que pudiera tratarse de adenosin trifosfato 

<o carga energética adenilada). Sin embargo, otras moléculas no 

pueden ser excluidas, entre las que pudieran estar los 

nucleOtidos ciclicos como el AMPc, los polifosfatos, los 

nucleOtidos altamente fosforilados, e incluso ATP y la carga 

energética adenila. 

Es muy probable que fosfatos 11 g~r:. 2~ 11 o tal vez algdn otro 

ortofosfato, actuen por diferentes mecanismos en la supresion de 

la sintesis de los diversos antibioticos y que estos mecanismos 

sean mediados por un efector com~n (adenosin trifosfato, carga 

energética adenilada, etc •• > capaz de c~ntrolar la expresion de 

los genes involucrados en la produccion del antibiotico. 

Asimismo, es posible que el efecto regulatorio se lleve a cabo en 

dos niveles, inhibiendo rapidamente la actividad de las 

sintetasas y al mismo tiempo reprimiendo la formación "Jie: ni:nl..C.". 

Algunos de estos mecanismos y sus posibles efectores se han 
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observado en la sintesis de e.ntibiOticos peptidicos, 

aminoglucOsidos y macrOlidos polienicos (20, 54). 

En cuanto a la sintesis de gentamicina sOlo existe un 

reporte en el cual se utilizo MicccmcncáPDCa ecb.incápcca 

e.chin.cs.JJ.cca para determinar el efecto de fosfato sobre la 

producciOn del antibiOtico en presencia de agentes "atrapadores" 

(tierra de Kanuma> los cuales regulan la concentraciOn de este en 

el medio de fermentacion. Se mostrO que el fosfato afectaba la 

slntesis, ya que en presencia de estos agentes la concentraciOn 

de antibibtico alcanzad• es 6 veces mayor que en -el control 

(aumenta de 3 a 18 ~9/ml> (61). Estudios preliminares en este 

laboratorio han mostrado la existencia de dicho efecto en la 

biostr,tesis de gentamicina utilizando M. 1:u.1.cpuce.a. 

Regulacibn Catabblica por Fuente de Nitrogeno 

. 
La produccion de muchos meta.bolitas de interes industrial 

tambien es afectada por la presencia y concentraciern de las 

fuentes de nitrOgeno en los medios de fermentaciOn. 

fenOmeno, denominado regulacion catabólica por fuente 

Este 

de 

nitrbgeno, es el mecanismo por el cual se_ regula la utiliza.cien 

de este tipo de nutrientes y generalmente es provocada por 

sustratos fAcilmente metabolizables, como las sales de amonio y 

algunos amino!cidos (53). Este tipo de regulaciOn no solo est! 

limitado a la familia de los antibiOticos que contienen nitrógeno 

en su estructura, o que lo involucran durante sus reacciones 
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TABLA 4. REGULACION CATABOLICA POR NITROGENO EN LA BIOSINTESIS 

DE LOS ANTIBIOTICOS. 

ANTIBIOTICO 

Cefamicina 

Cefalosporina 

Tilosina 

Leuc:omic:ina 

Patulina 

Penicilina 

Ac:tinomic:ina 

MICROORGANISMO PRODUCTOR 

Sieegia~eeiicillium 
kii.a.5.aiaen.5i.5 

eenicillium ueiic.ae 

Adaptada de Demain 1982 (20). 
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SITIO DE ACCION 

Ciclasa 
Expandasa 

Cic:lasa 
Expandasa 

Valina dehidroge­
nasa 

Valina dehidroge­
nasa 

m-Hidrcxibencil 
alcohol-dehidroge­
nasa 

Glutamino-sintetasa 

Kinurenina-fcrmami­
dasa II 



biosinteticas (como las transaminaciones> sino que tambien se 

presenta en varios· grupos que no lo involucran directamente 

<Tabla 4) (61). 

Se cree que es posible que el efecto que ejercen el amonio y 

algunos de sus productos sobre la sintesis de los antibiOticos se 

lleve a cabo por los mismos mecanismos involucrados en el control 

del metabolismo nitrogenado general. Se ha reportado que en 

algunas vlas metabOlicas: las del catabolismo de purinas, 

histidina, transporte de urea, arginina y sintesis de nitrato 

reductasa, entre otros (30), la enzima 9lutamino sintetasa juega 

el papel principal en el mecanismo de control y la glutamina es 

el efector de dicho fenomeno, la cual indirectamente puede 

afectar la formaciOn de las enzimas que son reguladas de esta 

manera, a nivel de transcripciOn, para lo que se han propuesto 

varios mecanismos (55). 

La evidencia no es concluyente, asi se ha mostrado que·cepas 

mutantes de S. ~ia~uiis~~u~ carentes de glutamino sintetasa 

permanecen susceptibles al efecto del amonio durante la 

produccicn del antibibtico cefamicina, mientras que se observo 

que se presento un cambio muy marcada en cuanto a la regulacion 

nitrogenada de la slntesis de la ureasa ocurrida durante el 

metabolismo primario. También han demostrado que los productos 

inmediatos de la asimilacibn de nitrOgeno, como son glutamina y 

alanina, asl como las enzimas que median esta asimilaciOn, no se 
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encuentran involucradas en la regulacibn y ~ue tsta esta 

regulada por una vla diferente a la descrita para enterobacterias 

y hongos (21). En.estudios realizados sobre· el efecto de fuentes 

nitrogenadas sobre la bioslntesis de eritromicina en S er:~ir:a~5 

tampoco se ha encontrado una relacibn entre glutamino 

sintetasa/glutamina y la slntesis del antibibtico; aparentemente, 

esta regulacibn es ejercida por otra vla. Por otro lado, en la 

bioslntesis de penicilina por P. cbr:~5.csa.n~m , existe una 

correlacibn en cuanto al efecto del a.monio sobre la actividad de 

glutamino sintetasa y la. produccicn del antibictico (76>. Se ha 

observa.do que estos efectos pueden suprimir··· o estimular la 

slntesis de los antibioticos (30). 

En cuanto a los efectos negativos, estos pueden ser 

provocados por un solo aminoacido e incidir sobre la produccion 

del antibiotico, como los casos de lisina, triptofano y valina en 

la slntesis de penicilina (54) candicidina (54) y tilosina (61) 

respectivamente. En otros casos el efecto se lleva a cabo sobre 

la slntesis de sus intermediarios < a-aminoadlpico, para-amino-

benzoico y a-~etoAcidos). Tambitn pueden afectar el transporte 

de precursores como el caso de la slntesis de cefalsoporina por 

~a~hal.csQh.c~ium ac~am.c.nium, donde cistelna inhibe la entrada de 

metionina, pero estimula la forma.cien del antibiOtico (57 > • 

Ademas pueden ocurrir efectos media.dos por los mecanismos d• la 

regula.cien nitrogenada general ( 3) ' en los que altas 

concentraciones de amonio suprimen la sintesis del metabolito si 
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están presentes al inicio de la fermentaciOn, por ejemplo en la 

slntesis de la cefalosporina por s. clu~alise~u5. Esto no ocurre 

si la adiciOn se lleva a cabo una vez iniciada la slntesis del 

metabolito, aparentemente porque el iOn reprime la formaciOn de 

las sintetasas <expandasa> que se derreprime al bajar los niveles 

del mismo (54>. 

Aunque la mayor parte de la informaciOn se refiere a efectos 

negativos ejercidos por amonio, existen algunos reportes donde se 

mues·tra que este iOn en al tas concentraciones tambien es capaz de· 

afectar positivamente la sintesis de estos metabolitos (30, 33, 

81>; sin embargo, se desconocen las bases de esta estimulaciOn. 

Se ha observado que en la slntesis de gentamicina cuando 

están presentes en los medios de fermentaciOn las sales 

inorgánicas de amonio (hasta 150 mM>, los nitratos y algunos 

aminoacidos son capaces de estimular la producciOn especifica. del 

antibictico. Se cree que los efectores de dicha estimulacicn son 

los aminoacidos glutamico y glutamina, ya que ambos estimulan la 

slntesis 2 y 6 veces, respectivamente, en relaciOn al efecto que 

se observa con amonio. Evidencias obtenidas posteriormente han 

sugerido que pudiera tratarse de una activacion más que de 

cualquier otro fenomeno <induccion>, ya que estos aminoácidos son 

los principales donadores de los grupos amino durante la 

formaciOn de glucosamina y de 2-deoxiestreptamina, intermediarios 

de la bioslntesis de gentamicina (80). Sin embargo, se desconoce 
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adn si existe alguna relacion entre las enzimas involucradas en 

la asimilaci~n de amonio y el efecto estimulatorio de amonio, 

glutamico y glutamina. 

RegulaciOn Catabolica por Fuente de Carbono 

Otro de los mecanismos que gobiernan el metabolismo 

secundario en los microorganismos, es la regulaciOn catabOlica 

por fuente de carbono. Desde el punto de vista industrial juega 

un papel muy importante ya que la produccion de muchos de estos 

metabolitos esta sujeta a este tipo de control. Las fuentes de 

carbono utilizadas en las fermentaciones, ejercen gran. influencia 

durante la misma, ya que estas son capaces hasta de suprimir 

totalmente la slntesis de estos compuestos (17, 19, 32, 53). 

Este mecanismo tambi~n esta invoiucrado en la bioslntesis de 

un gran n~mero de antibiOticos; esta bien establecido que la 

bioslntesis de estos idiolitos es inhibida o reprimida por 

fuentes de carbono facilmente metabolizables, como la glucosa, 

citratos, glicerol y otros (17, 20, 32, 46, 53). 

La regulaciOn catabOlica por fuente de carbono es un 

mecanismo en el cual la slntesis o la actividad de algunas 

enzimas catabOlicas es reprimida o inhibida por el producto del 

catabolismo· de fuentes de carbono que son rapidamente utilizables 

o bien por la molecula "~e~ se" <6, 45). 
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Los· compuestos que ejercen represiOn generalmente son 

mejores fuentes de carbono que las que no la ejercen. Sin 

embargo, la represi~n catab~lica ocurre cuando un compuesto se 

metaboliza tan rápido que el nivel de catabolitos es mayor que el 

necesario para la sintesis; en estas condiciones las celulas 

utilizan la fuente de carbono más para crecer que para producir 

el metabolito. Esto se observa en medios que contienen glucosa 

ademas de otra fuente de carbono, donde la glucosa es utilizada 

primero sin producciOn del metabolito; una vez agotada esta, la 

fuente no represiva es utilizada para la sintesis del metabolito 

secundario <19, 45, 52). 

La glucosa es usualmente una excelente fuente de carbono 

para el crecimiento de los microorganismos productores de 

antibiOticos,. pero su uso puede no ser recomendable porque 

interfiere con la biostntesis del mismo. Esta interferencia con 

la producciOn del antibiOtico fue inicialmente observada durante 

la fermentaciOn de penicilina -en 1947 y fue original~ente 

denominada como "efecto glucosa". Sin embargo, posteriormente se 

observo que este es un fenbmeno com~n en la produccibn de muchos 

metabolitos secundarios y se le nombro regulacibn catabOlica, 

dada su similaridad a los fenOmenos que se presentan durante el 

metabolismo primario <17, 19). 

Mas adelante se encentro que este efecto también es ejercido 

por otros carbohidratos que son metabolizados 

cuales son capaces, al igual que glucosa, 

36 

rapidamente, los 

de suprimir la 



sintesis, mientras que las fuentes que son lentamente utilizadas 

incrementan los rendimientos especificas (19, 32). 

De la misma forma, se ha encontrado que existe una relaciOn 

inversamente proporcional entre la concentracion de la fuente de 

carbono supresiva y la slntesis del antibiOticc; un ejemple de 

ello es la slntesis de cefalcspcrina por s. cla~ulig~eu5 <el cual 

no es capaz de crecer en glucosa>; este micrccrganismc utiliza 

glicerol y/o maltosa para crecer y producir el antibiOtico, sin 

embargo, a medida que se incrementa su ccncentraciOn en el medio 

de fermentaciOn, se suprime la slntesis especifica del metabclito 

(2), 

Aunque· han sido muy amplios los estudios 

clarificar los mecanismos moleculares de 

realizados para 

la regulaciOn 

catabólica, en su maycrla estos efectos supresivcs aan no han 

sido bien caracterizados. Los resultados tan solo han mostrado 

que tanto la represiOn como la inhibiciOn catabOlica estAn 

involucrados en la regulaciOn del metabolismo secundario y en 

algunos casos sOlo se ha logrado determinar el sitio de acciOn y 

el mecanismo regulatorio que ejerce la fuente de carbonbo sobre 

la slntesis de algñn producto en particular <Tabla 5). 

A pesar de que el mecanismo molecular que gobierna la 

utilizaciOn de azñcares y la producciOn de antibiOticos se 

desconoce, se piensa que este fenOmeno pudjera ser similar al 

descrito por Magasanik durante la utilzaciOn secuencial de dos 
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TABLA 5. METABOLITOS SECUNDARIOS CUYA PRODUCCIONES SUPRIMIDA 

POR GLUCOSA. 

METABOLITO·SECUNDARIO 

Acido giberelico 
Aurantinina* 
Bacitracina 
Benzodiazepina (alcaloides) 
Butirasina 
Candidina 
Candihexina 
Cefamicina* 
Cefem 
Cloranfenical 
Equinomicina. 
Enniatina 
Ergat (alcaloide) 
Eritromicina 
Estreptotricinas 

Fartimicina 
Indalmicina 
Istamicina 
Kasugamicina 
Mitomicina 
Neoviridagriseina 
Novcbiocina** 
Prodigiosina 
Ra.cemomicina.s 
Siomicina. 
Tetra.e i e 1 i na 
Tilasina. 
Violaceina 

* Es suprimido por glicerql. ** Es suprimido por citratos. 

Adaptada de Martin 1980 (53) .• 

· 3 .. 8 

MICROORGANISMO PRODUCTOR 

Eusaeium mcnili1ceme 
Bs~illY3 sYesniinYa 
Bscillus licbeni1cemis 
eenicillium c~clcQium 
Bacillus ciecul.ans 
Sieagicm~cas ~ieidg±la~us 
Sieagicm~cas ~ieidc±l.a~us 
S.teag.tcm~cas .. l.aci.amdi.u~.ans 
Sieagicm~cas cl.a~ulisaeus 
Sie.e.12.icm~ces sp. 
Siea.s:iicm~c.e.s .e.cbini.aius 
Eusaeium sambuci~um 
,1~~1~~9~ QMeQueaa 
~1~~~1am~~~3 ~~~ih~~~~ 
SieeQicm~ces l.a~.e.ndulae 
Sie.e..s:iicm~cas albi~c±l.a~us 
Micecmcncsgce.a sp. 
Sieagicm~cas seisaus 
Siea.s:iicm~c.e.s ianiimaei.e.nsis 
SieaQicm~c.e.s k.asusaansis 
Sie.e..s:iicm~c.e.s ~.e.eiicillaius 
Sie.e..s:iicm~c.e.s seis.e.c~iei~us 
Siee.s:iicm~c.e.s ni~.e.us 
Seeeaiia m.aecesc.e.ns 
SieaQicm~cas eac.e.mccbecmcsanus 
SieeQicm~c.e.s sic~aansis 
Sie.e.gicm~c.e.s aueac±aci.e.ns 
Siee~icm~ces ±eadia.e. 
thecmcbaciaeium ~iclacaum 



diferentes fuentes de carbono por enterobacterias, las cuales 

resultan en un patrón de crecimiento diauxico (32, 64). 

Magasanik (44> ha estudiado los efectos que ejerce la 

glucosa en el metabolismo de la lactosa en cepas inducibles de 

Es~ha~i~hia ~QLi y ha encontrado que ésta provoca tres tipos de 

efectos principalmente: 

a) Exclusión del Inductor: la glucosa "~a~ 5a" interfi~re con la 

entrada del inductor a las celulas donde el nivel de permeasa 

es bajo; este efecto es reversible y se logra aumentando el 

nivel de la permeasa mediante una preinducciOn, ·o bien 

incrementando la concentracion del inductor. 

b) Represión Transitoria: La glucosa reprime transitoria pero 

fuertemen~e a la a -galactosidasa cuando se adiciona a las 

celulas crecidas en otra fuente de carbono, donde, la magnitud 

y duración del efecto es independiente de la concentración. 

Este tipo de fenómeno puede ser ejercido por otros compuestos 

ademAs de glucosa y es provocado por la molécula "g~~ §~", por 

lo cual se advierte que sus efectores son diferentes a otros 

tipos de represiOn. Se desconoce la causa de la liberación de 

las c~lulas a la represión transitoria; sin embargo, se 

efectüa al mismo tiempo en todas ellas y aün pueden ser 

sensibles al efecto mediante otros compuestos. 

e) Represión Catabólica: La glucosa reprime d~hil pero 

permanentemente la formacion de la s-galactosidasa durante el 
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crecimiento balanceado del microorganismo. Este efecto de 

glucosa no refleja interferencia con el inductor y en mutantes 

constitutivas la slntesis de la enzima es tambien reprimida 

por el carbohidrato. El mismo efecto represivo tambien se 

puede observar en presencia de acido glucónico y glucosa-6-

fosfato. Las enzimas que catabolizan dichos compuestos son 

reprimidas por algun producto del catabolismo de estos o bien 

por un compuesto cuya concentración depende de estos 

productos; lo cual puede ser debida a que las vlas catabólicas 

originan el mismo tipo de compuestos, por lo cual el 

metabolismo de un compuesto con carbono puede causar represi6n 

en enzimas degradativas de otros compuestas. Se desconoce 

cual es el efector de la represión catabólica y si existe un 

efector especifica para la represión del sistema lactosa. 

El mecanismo por el cual los az~cares ejercen un efecto 

inhibitorio sobre la actividad de las sintetasas de estos metabo­

litos pe~manece adn desconocido; sin embargo, en los estudios 

realizados por Demain y Cols. (18a> en sistemas de c~lulas en 

reposo, para la slntesis de antibioticos t3-lactamicos utilizando 

c. a~~~mcnium, se ha mostrado que este efecto esta directamente 

relacionado con las enzimas ~reexistentes y que no se requiere de 

la slntesis de protelnas 11 ~.e. n.c~.c. 11 • Lo mismo se ha observado en 

la slntesis de neomicina y sisomicina, aunque en estos casos a~n 

no se ha podido determinar si pudiera tratarse de represibn, y~ 

que los experimentos fueron largos y no se utilizaron inhibidores 
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TABLA 6. REGULACION CATABOLICA POij CARBONO EN.LA BIOSINTESIS DE 
ANTIBIOTICOS 

Antibiotico 

Actinomicina 

Neomicina 

Puromicina 

Kana.micina 

Estreptomi­
cina. 

Microorganismo 
Productor 

s.L 8.n.t.i.bii::i.t.i.i:JJ..5 

s.L Í~i!.Ll.i.a.e. 

s .... a.lb.c.n.ig~r: 

.s... k.an.am::,¿c..e.J:.ic..u..5 

Cefalospori- t ... .ac.~.e.mi::i.ni.u.m 
na 

Cefa.losporina. a.._ ~hr:~~c.g~n.~m 
c. 

Fuente de 
Carbono 
Represiva 

Glucosa 

Glucosa, 
glicerol 

Glucosa, 
glicerol 

Glucosa, 
glicerol 

Glucosa 

Glucosa. 

Glucosa, Ma-
nasa, Fruc-
tosa., Malto-
sa., Lactosa. 

Glucosa,. 
Galactosa, 
Dextrinas, 
Manosa. 

Glucosa, 
Maltosa, 
Sacarosa. 

Glucosa, 
Maltosa, 
Glicerol 

Cef ami c i na. SL la~iamd~~a.n~ Glucosa., 
Glicerol 

Penicilina. 

Adaptada de Demain 1982. (.20} 

Glucosa, 
Gl.icerol 

Glucosa, 
Saca.rosa, 
Fructosa, 
Galactosa 

Glucosa, 
Sacarosa, 
·Fructosa. 
Galactosa 
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Mecanismo Sitio de 
de accion Accion 

Represion Fenoxa.zinona. 
sinteta.sa. 

Represicin Hidroxikinure-
nina.sa. 

Represion Kinurenina 
formamidasa 
II 

Re pres ion Triptofano 
pirrolasa 

Represion Fosfatasa 

Represion 0-demetil-
puromicina 
-metil-
transfera.sa 

Represion N-ac i l ka.na.-
micina-ami-
do.-hidrola.sa. 

Represion 'Mannosido­
estreptomi­
cina.sa 

Represion Cefalosporina 
c-acetil-hi­
drolasa 

Represion Expandasa 

Represion a-aminoadipil­
cisteinil-va­
lina sinteta­
sa (ACV> 

Represion Expa.ndasa 

Represion cx-a.minodipi 1-
cisteini 1-va­
lina.-sinteta­
sa. CACV> 

Represion Isopenicili­
na N-sintetasa. 



de slntesis de protelnas (32). 

Por otro lado, también se ha demostrado la existencia de 

represiOn de las sintetasas del metabolismo secundario (Tabla 6). 

Ejemplos de ello se muestran para la slntesis de la enzima a -D­

manosidasa, que convierte el compuesto manosido-estreptomicina en 

estreptomicina en s. g~iae~a; es reprimida por glucosa (18); o 

bien la cefalosporina-C-acetilhidrolasa de C. a~~~mQni~m, 

involucrada en la conversiOn de cefalosporina C a 

diacetilcefalosporina C durante la slntesis de cefalosporina, la 

cual es reprimida por maltosa y sacarosa ademAs de glucosa (3). 

El mismo .efecto ha sido encontrado para la fermentación de 

puromicina, en la cual la 0-demetil-puromicina metil-transferasa, 

enzima final en la bioslntesis de puromicina, es reprimida por 

glucosa en s .. alQQnig~~ (67>. En s. aniiQiQii~~~, la slntesis de 

actinomitina también es suprimida por este metabolito al reprimir 

la formaciOn de la fenoxasinona-sintetasa (23). 

Los nucleOtidos ciclicos juegan un papel importante como 

reguladores en diferentes procesos metabOlicos,. tales como la 

regulación de la slntesis de enzimas catabolicas inducibles 

por AMPc (adenosina 3'-5'-monofosfato clclica). Cuando el 

microorganismo es depletado de glucosa se ha observado que se 

presenta un incremento de estos nucleOtidos; esto fue descrito 

por vez primera· en Deg~ibs~1§e1Ym ligYi~fs~i§na y en Escherichia 

ccli y ha sido establecido para bacterias gram-negativas (62). Se 

encentro que este fenOmeno involucra la formaciOn de un complejo 

42 



entre AMPc y una proteina receptora del mismo (CRP o CAP>, el 

cual se une al sitio.promotor de un operón; esta unión estimula 

la iniciación de la transcripción por una RNA polimerasa. Cuando 

la glucosa esta presente inhibe la adenilato-ciclasa, enzima que 

convierte ATP a AMPc, esto disminuye la concentración de AMPc e 

inhibe la transcripción por RNA polimerasa de operones sujetos a 

este control (28, 32, 62). 

Estos nucleOtidos y CRP han sido reportados en levaduras y 

en el hongo MDnas~us RU~RU~aus; en el genero aa~illu~ el fenómeno 

parecer ser independiente de AMPc (19). Estos compuestos no han 

sido descrito tampoco como reguladores en los procesos 

metabólicos de microorganismos gram-pasitivas como los 

Actinomicetos (19, 32). Se piensa que pudieran ser otra tipo de 

compuestos fasforilados los efectores en este tipa de 

microorganismos; sin embargo, existe un reparte en el que se ha 

mostrado la presencia de AMPc en Sieapicm~cas, es en el caso del 

productor de turimicina, un antibiOtico macrblido producido por 

cepas de Sieapicm~caa bisec~cc~icMa <24, 25, 26, 27, 28>. Ge~sh y 

cols. (24> han demostrada que los nucleatidos clclicos, 

especialmente AMPc y GMPc estan involucrados en la regulaciOn del 

metabolismo <primario y secundario) y el desarrollo del 

microorganismo; estos inhiben la germinación pero estimulan el 

crecimiento, etapa en la ·Cual se encuentran en altas 

concentraciones. Previamente a la slntesis del antibiótico se 

presenta ~n rapida descenso del nucleOtido, lo cual pudiera 
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representar una seKal para el cambio metabolico, esta delimita el 

metabolismo primario del secundario. La producción de este 

metabolito estA sujeta a inhibición por fosfatos, efecto que 

puede ser revertido por la adición de AMPc y fluoruro de sodio 

<efector de la adenilil-ciclasa) (27). El metabolismo primario y 

secundario pudieran ser controladas por algdn tipa de regulaciOn 

en el cual el AMPc juega u.n papel importante (28). 

La biosintesis de prodigiosina, pigmento con caracteristicas 

antibióticas producido por Saeeaiia ma~~as~ans, es reprimido por 

glucosa. 

de la 

Se ha encontrado que este efecto es revertido por medio 

adición de un inhibidor de la AMPc-fosfodiesterasa 

Cteofilina> y que el posterior incremento en la slntesis del 

metabolito es debido a un aumento de la concentraciOn celular de 

AMPc (11); se trata de un metabolito secundario donde el efecto 

represivo es revertido por un inhibidor implicado en la presencia 

de este nucleotido, hecho que es relevante para este tipo de 

metabolitos. 

La formacion de la N-acil-kanamicina-amidohidrolasa, dltima 

enzima involucrada en la biosintesis de kanamicina en s. 

kanami~~ii~~s, ademas de ser reprimidas por glucosa lo es por 

otros carbohidratos como fructosa, lactosa, manosa y maltosa que 

ejercen el mismo efecto. Tambb~n se ha encontrado que la 

represión ejercida por estos carbohidratos sobre esta enzima es 

revertida mediante la adición de AMPc (79). 
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Sin embargo, esto no resulta cierto para estudios reali2ados 

sobre la producción de nucleótidos clclicos en relaciOn a otros 

metabolitos coma candicidina (49, 50) y estreptomicina (72) en s. 

s~ia~~a y cefamicina (54> en s. la~lam~u~ana, por lo que los 

mecanismos moleculares que regulan la formaciOn de los 

antibióticos en estas especies debe ser diferente ar que se 

presenta en las enzimas catabOlicas de las enterobacterias, 

aunque esta posibilidad no puede ser excluida totalmente. En los 

hongos P. cbe~scgan~m y A. cbe~scgan~m productores de penicilina 

y cefalosporina C respectivamente, tampoco se ha demostrado que 

el AMPc esté involucrada en su regulaciOn catabOlica (53, 54). 

Por otro lado, Ochi (58) en sus estudios sobre determinaciOn 

morfologica y fisiológica en Sieagicm~cas sp, productor de 

formicina encontró que este proceso cuando se lleva a cabo, va 

acompañado ~rincipalmente de un incremento de guanosina 

tetrafosfato (ademAs de otros eventos); este nuclebtido, junto 

con otros factores, es requerido para que se lleve a cabo la 

d.iferenciacian, adem&s del inicio de la slntesis del antibiOtico. 

Mutantes que no sintetizan este compuesto san incapaces de 

difer~ncia~se, pero 

resultados tampoco son 

tampoco producen la formicina. 

concluyentes en cuanto 
~ 

a que 

Los 

este 

metabolito sea el efector molecular de los eventos involucrados 

en la regulaciOn del metabolismo secundario. 
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MATERIAL Y METODOS 

Microorganismos: 

El modelo biológico utilizado para el presente estudio fue 

el actinomiceto Mi~~amana~Ra~a RU~RU~aa NRRL-2958, cepa de tipo 

silvestre productora del antibiótico gentamicina (·50-60 µg ml- 1 >. 

Fue proporcionada por el Agricultural Research Service Culture 

Collection, Northen Regional Research Laboratory, Peoria, Ill, 

61604 U.S.A. 

La cepa sensible a gentamicina utilizada para las 

determinaciones de dicho antibibtico fue Bacilius subiilis ATCC-

6633, proporcionada por la American Type Culture Collection en 

Rockville, Md, 20852, U.S.A. 

Preservacion de las cepas 

6633 fueron conservadas en una solución de glicerol al 80% a 

-20° C, en viales con capacidad de 1.5 ml, conteniendo 1 ml de 

' 
suspensiOn de cada microorganismo. 

Medio de esporulacicn 

Para la esporulaciOn de Mic~amana~RC~a RU~RU~aa NRRL~2953 se 

utilizaron placas de medio sblido (69) conteniento: 
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Glucosa 

Almidón 

Extracto de levadura 

N-Z-Amina 

CaC03 

Bacto Agar 

1.0 % 

2.0 % 

0.5 % 

0.5 % 

0.1 % 

1.5% 

Las placas fueron inoculadas por estria y se incubaron a 

29 o C por 7 dlas, al t~rmino de los cuales se observa al 

microorganismo perfectamente esporulado. 

Medio de crecimiento del PreinOculo (I>: 

Este medio esta basado en el descrito para este genero por 

Weinstein y cols. (69), el cual consiste de: 

Extracto de carne 0.3 % 

Triptona 0.5 % 

Glucosa o. 1 % 

AlmidOn 2.4 % 

Extracto de levadura 0.5 % 

Caco3 0.4 % 

pH (CaC03 > 7.6 

Medios de crecimiento y producción de genta.micina <II, III>: 

El medio de crecimiento y produccibn de gentamicina 

utilizado, estA basado en el medio descrito por Carbajal 
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(84>, se trata de un medio quimicamente definido, especifico para 

la producciOn de antibiOticos aminoglucOsidos, el cual fue 

modificado en el laboratorio (II> y cuya formulaciOn es la 

siguiente: 

g/lt 

Glucosaf 10.00 

·(NH4 )2SO 4 10.00 

NaN03 2.00 

K2HP04 1.00 

NaCl 3.00 

M9S04 7H2o 0.20 

FeS04 7H20 0.03 

ZnS04 7H20 0.03 

MnS04 4H2o 0.01 

CoC12 6H2o 0.001 

CaC03 10.00 

pH (CaC03) 7.6 

*Puede ser substituida por otra fuente de carbono. 

Este medio se mantuvo a lo largo de todos los experimentos 

sin modificaciones, como control; solo se substituyo la fuente de 

carbono de acuerdo a los requerimientos para cada situacion 

experimental. 

También se utilizo para el crecimiento y la producciOn de 

gentamicina el medio descrito por Weinstein (69>, modificado en 

el Laboratorio <III): 
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Extracto de levadura 

N-Z-Amina 

Caco3 

pH (CaC03> 

0.5 % 

0.5 % 

0.4 % 

7.6 

En este medio se puede variar la fuente de carbono, pero 

solo fue utilizado para determinar el efecto de una substancia, 

se indicara el caso. 

Condiciones de crecimiento. 

Preinoculo: 

Se preparo una suspensiOn de esporas de M. ~~~~~~~a en 50 ml 

de .medio de cultivo I, contenido en matraces Erlenmeyer de 250 

ml, la cual fue incubada a 29°C con agitación rotatoria a 160 

rpm, durante 60 horas. 

Inoculo: 

Matraces Erlenmeyer, con capacidad de 250 ml conteniendo 50 

ml de medio de cultivo II (y/o III> fueron inoculados con 1.5 ml 
1 

del preinOculo (3%, aproximadamente 0.005 mg ml - de protelna a 

tiempo cero) e incubados a 29ºC con agitaciOn rotatoria a 160 rpm 

durante 192 horas. 

Las condiciones ~e crecimiento se rnantuvisron constantes en 

todas las situaciones experimentales. Cada experimento se 

realizo por triplicado y fue repetido por lo menos 2 veces. 
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En cada experimento se tomaron muestras cada 12 y/o 24 horas 

durante el proceso fermentativo; se les determino: la variación 

de pH, contenido de protelna como medida de crecimiento del 

microorganismo, la producción de gentamici·na y el consumo de la 

fuente de carbono; esto de a.cuerdo al objetivo de cada 

experimento. 

Estas determinaciones se efectuaron de la siguiente manera. 

Determinacion de pH 

La variaciOn de pH durante cada fermentaciOn efectuada, fue 

medi~a utilizando un potenciometro digital Beckman Modelo 3500, 

esto en cada muestra obtenida. 

DeterminaciOn del crecimiento 

Para medir el crecimiento del microorganismo durante la 

fermentacion se cuantifico la protelna del pseudomicelio de ca.da. 

muestra de la siguiente manera: 

Las muestras fueron centrifugadas a 8,000 rpm, durante 10 

min; se separaron el sobrenadante del paquete micelial, este 

dltimo fue resuspendido en 1 ml de una soluciOn de acido 

tricloroacetico 

Posteriormente 

durante 10 min, 

resuspendido en 

proporc i ona.l a 

0.6M y congelado durante 12 horas. 

fueron nuevamente centrifugados a. 8,000 rpm 

se descarto el sobrenadante y el precipitado fue 

una solución de NaOH 0.4N, en un volumen 

la cantidad de precipitado obtenido. De la 

suspension resultante se tomaron allcuota.s para determinar el 
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contenido de protelna. 

por Lowry y cols. (42). 

Para ello se utilizo el m~to~o descrito 

Este •étodo tiene como base la formaciOn de un complejo 

colorido entre el grupo fenOlico de la tirosina de las protelnas 

<o el grupo aromatice en el caso de triptofano, fenilalanina e 

histidina> y el acido fosfo-wolfano-molibdico <color oro> que 

oxida al grupo hidroxilo de la tirosina en condiciones 

alcalinas. Esto resulta en la formacicn de un color azul intenso 

que se puede medir a 595 nm de absorbancia. La concentracibn de 

protelna se determina por comparaciOn de una curva estándar de 

a.lb:O.mina. séirica. bovina; se realiza el siguiente cálculo: 

Estándar µ9 n.o. 595 problema 

Protelna <µg> = ---------------------- -----­
n.o.595 Estandar 

Las soluciones utilizadas son: 

SoluciOn A: 

SoluciOn de protelna.s 

SoluciOn de tartrato de 
sodio y potasio 1 % en agua destilada 

0.5% en agua destilada 

en una proporciOn de 10:0.1:0.1 <en el orden presentado> 

Solucion B: 

Reactive de Fclin-Cicaltea.u diluido en agua 1:3 (fencl:agua.>. 
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Las allcuotas de las muestras y del estandar son llevadas a 

un volumen final de 1 ml con agua destilada. Se les adicionan 5 

ml de la solucion A agitando rApidamente; se dejan reposar 

durante 10 min y se agregan 5 ml de la soluciOn B, se agita 

rapidamente y despues de dejar reaccionar la mezcla durante 30 

min se leen las muestras en un espectrofotOmetro a una D.O. de 

595 nm; contra un blanco que ha llevado el mismo tratamiento que 

las muestras. 

Determina.cien de Gentamicina 

La gentamicina fue cuantificada por medio de un método 

biologico utilizando la tecnica de difusiOn en agar, con is&ill~~ 

5Ubiili5 ATCC 6633 como microorganismo de prueba (91). 

La técnica de DifusiOn de Agar se basa en la mediciOn 

relativa de la respuesta del microorganismo al antibiOtico, 

comparada a la que presenta ante un estandar, observada como una 

zona clara de no crecimiento, en el cual el diametro de la zona 

de inhibicion es proporcional al logaritmo de la concentraciOn 

del antibiOtico (37>. 

Preparacion del microorganismo de prueba 

fta~ill~á a~~iiliá ATCC-6633 fue activado en un medio de 

cultivo sOlido el cual contiene: 
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Extracto de levadura 

Peptona. 

Glucosa 

Bacto Agar 

1% 

2% 

1% 

1.5% 

durante un lapso de 24 hs a 37°C, cada vez que se requeria para 

efectuar l~s determinaciones del antibiOtico. 

Una vez activados los microorganismos, fueron inoculados en 

matraces que contentan el mismo medio de cultivo, pero liquido e 

incubados por un lapso de 6 horas a 37°C con agitación rotatoria 

de 170 rpm, tiempo en el cual alcanzan una no 540 de 2. 

( 8 l : 

Para efectuar el bioensayo se preparo medio luria modificado 

Extracto de levadura 

Bacto triptona 

Cloruro de sodio 

Bacto Agar 

0.5 'lo 

1. o 'lo 

0.5 'lo 

1. o 'lo 

el cual una vez esterilizado se deja enfriar hasta que alcanza 

una temperatura de aprox. 40°C; momento en el cual se adiciona el 

microorganismo de prueba en una proporcion de 1:100 (v/v), se 

homogeniza. perfectamente y posteriormente se vierten 10 ml de 

esta suspensiOn en cada caja de Petri. Ya solidificado se colocan 

discos de papel Whatman tipo AA de 6 mm, impregnados con 50 µl 
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del sobrenadante de las muestras obtenidas. Se dejan difundir 

durante 1 hr a 4°C. Las placas se incuban por 36 hs a 29ºC, tras 

lo que se miden las zonas de inhibicion del crecimiento. Al 

mismo tiempo se corre una curva estAndar utilizando para ello una 

solucion de sulfato de gentamicina <Sig~a> con las siguientes 

concentraciones: 1, 5, 10, 25, 50, 75 y 100 µ9 ml 

La concentracion se calcula con la ecuacicn: 

Loge = m h + Logeo 

donde e corresponde a la concentracion de eritromicina, h al 

dlametro del halo de inhibicion observado, mal valor de la 

pendiente. de la recta y eo al valor de la ordenada al origen; el 

coeficiente de correlaciOn obtenido es de 0.998. 

Se cuantifico la producciOn volum~trica de 9entamicina en el 

medio de cultivo para cada situaciOn experimental y también se 

determinaron las producciones especificas del mismo, de la 

siguiente forma: 

Produccion especifica: 
~9 de antibictico ml -1 

mg de protelna ml - 1 

Pe= µ S. ant ibiot ico <mg protet na> - 1 
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Fuentes de carbono utilizadas: 

Las fuentes de carbono utilizadas fueron las siguientes: 

almidOn, Acido succ1nico, D(+) fructosa, D<+) galactosa, 

glicerol, D<+> glucosa, D(+) Lactosa, D(+) maltosa, manitol, D<+> 

manosa, saearosa y D(+) Xilosa; y un analogo de 11ucasa: 2-deoxi­

D-glucosa. 

En cada caso estas fueron disueltas en agua, en el mlnimo 

volumen posible y se rectifico que el valor de pH 

constante can el fin de evitar variaciones en 

permaneciera 

el medio de 

cultiva; donde la hubo, ~ste se ajusto a 7.5-7.6-can hidrOxido de 

sodio 1N. Se esterilizaran par separada y fueron adicionadas 

posteriormente al medio de cultivo, de la forma que se mencionara 

para cada condiciOn experimental. A las controles se les 

adiciono agua en la misma proparciOn, cuidando de no variar la 

concentracion de los dem&s nutrientes del medio de cultivo. 

D~terminaciOn de la concentraciOn de las fuentes de carbono. 

Para determinar la concentraciOn de las fuentes de carbono, 

esta se midiO enzim~ticamente con el reactivo de glucosa oxidasa 

GOD-Perid (Lakeside>, esta técnica se basa en el método descrito 

par Salomen y cal. (75). 

Este equipo consta de dos reactivos, una soluciOn estandar 

de glucosa (9.1 mg/ml) y un amortiguador de fosfatos (100 m_mol/1, 
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pH 7> en el cual se incluyen dos enzimas: la peroxidasa CPOD, 0.8 

U/ml) y la glucosa oxidasa (GOD, 10 U/ml>, ademAs de un crombgeno 

<ABTS=2.2'azino-di-C3-etil-benzotiazolina-acido sulfbnico-(6))-

sal diamcnica>. La enzima glucosa oxidasa reacciona con la 

molecula de glucosa, oxigeno y agua formando acido glucOnico y 

perOxido; este ültimo reacciona con el cromOgeno, por acciOn de 

la enzima peroxidasa dando lugar a la formacicn del colorante mas 

agua; el producto de esta reacciones colorido (verde) y en 

funcion de la intensidad de este se puede determinar la 

concentraciOn de glucosa. Esto puede cuantificarse finalmente en 

un espectrofotOmetro a una n.o. de 595 nm. 

SOlo se determino la concentraciOn de: ~lmidOn, glucosa, 

manosa, maltosa y sacarosa en algunas situaciones experimentales 

y esto se lleve a cabo de la siguiente forma: se tomaron 

alicuotas no mayores de 100 µ1 de cada una de las muestras, se 

les adiciono 2.5 ml del reactivo de glucosa oxidasa y después de 

agitar se dejaron reaccionar durante 30 min, a temperatura 

ambiente; posteriormente fueron leidas. Al mismo tiempo, se 

corren un blanco cuyo contenido es agua mas el reactivo y las 

curvas estAndar correspondientes a cada carbohidrato utilizado 

con concentraciones crecientes de 1 a 100 µg/ml. Eh el caso de 

glucosa y manosa estas se determinaron directamente, pero 

maltosa, sacarosa y almidOn fueron hidrolizadas previamente; para 

ello se les adicionó 10 µl de HCl concentrado para obtener un pH 

de 1.5, posteriormente fueron hervidos durante 15 min en ba~o 
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maria, se les ajusto nuevamente el pH a 7 y de ahl se tomaron las 

allcuotas respectivas. Lo mismo se hizo para preparar las 

soluciones estandar de cada uno de estos carbohidratos. 

se efectuaron diluciones cuando era pertinente. 

Tambien 

Para calcular las concentraciones de estos carbohidratos se 

ajustaron las curvas por minimos cuadrados <con un coeficiente de 

correlaciOn de 0.999 y una ordenada al origen menor de 0.001), 

utilizando la ecuaciOn de la recta y= m X + b, para encontrar el 
y-b 

valor de "x" <x = --- ) ' mediante el cual se obtiene 1 a. 
m 

concentraciOn del problema.; donde X corresponde a. la 

concentraciOn del carbohidrato, -y al valor obtenido en D0595 del 

mismo, mal valor de la pendiente de la recta y, b al valor de la 

ordenada al origen. 

1. Efecto de diferentes fuentes de carbono en la formaciOn de 

gentamicina. 

(Selección de la fuente de carbono) 

El microorganismo fue crecido en presencia de las fuentes de 

carbono antes mencionadas utilizando para ello el medio de 

cultivo II, como previamente fue descrito; cada una de estas fue 

adicionada al tiempo cero de crecimiento en las siguientes 

concentraciones: 0.5, 1, 2 y 4%. Se utilizo como control al 

microorganismo crecido en ausentia de fuente de carbono. 

Se tomaron muestras cada 24 horas hasta las 192 horas y se 
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les determino: variacion de pH, crecimiento del microorganismo, 

consumo de la fuente de carbono y producción del antibiOtico, de 

la forma que previamente se ha seRalado. 

2. 

en 

Efecto de la glucosa en la producciOn especifica 

genta.mic i na. 

de 

Se creciO al microorganismo como se describió anteriormente, 

el medio de cultivo 

concentraciones de glucosa, 

1 , 1 • 5 , 2 , 2 . 5 , 3 y 5% • 

II suplementado con diferentes 

estas fueron: 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 

La adiciOn del carbohidrato se llevo a cabo al inicio de la 

fermentación cuidando no alterar los voldmenes del medio de 

cu.ltivo, los controles se mantuvieron constantes. Se tomaron 

muestras cada 24 horas hasta las 192 horas y a &stas se les 

determino la variacion de pH, el crecimiento del microorganismo y 

la produccion de antibiotico. 

3. Caracterizaci~n del efecto de glucosa en la producción de 

gentamicina 

El an&logo de glucosa 2-deoxi-D-glucosa y glucosa en 

concentraciones de 0.5, 1 y 2¾, fueron adicionadas al medio de 

cultivo II, al inicio de la fermentacion; el experimento se 

realizo de la forma previamente descrita utilizando como control 

al cultivo sin carbohidrato; de la misma manera, se tomaron 
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muestras para determinar pH, crecimiento del microorganismo y 

producciOn de gentamicina. 

Por otro lado, tanto el anAlogo de glucosa 2-deoxi-D-glucosa 

como glucosa en concentraciones de o, 0.5, 1 y 2%, ·fueron 

adicionados posteriormente al medio de cultivo III, de la manera 

descrita en el inciso anterior; llev&ndose a cabo el mismo 

experimento y determinando los mismos parAmetros. 

4. Ca.racterizaciOn del fenomeno 

a) Efecto de la glucosa adicionada a diferentes tiempos del 

crecimiento de Mi~~gmgngagg~& Q~~QU~~a en la producciOn de 

gentamicina. 

Glucosa en una concentraciOn de 4% fue adicionada a cultivos 

del microorganismo a diferentes tiempos de crecimiento. Las 

adiciones se efectuaron a las O, 24, 48 y 60 horas; se utilizo 

como control al microorganismo crecido en el medio de cultivo II, 

suplementado con una baja concentraciOn del carbohidrato (1%); de 

la misma manera, los cultivos a los que se les hizo la adiciOn 

contenian en un principio la misma concentraciOn de glucosa que 

el control, este con el objeto de permitir el crecimiento. 

Al efectuar las adiciones se procuro no alterar los 

volO.menes del 

concentraciOn 

medio de fermentaciOn, ademAs de cuidar 

final del carbohidrato correspondiera 
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<cuantificando el consumo de glucosa por el microorganismo a los 

diferentes tiempos del crecimiento). 

Se tomaron muestras cada 12 horas, salvo después de la 

adicion del carbohidrato, donde se efectuo cada 6 horas. Se 

determino tanto la producción de gentamicina como los cambios de 

pH y el crecimiento del microorganismo. 

b) Efecto de 2-deoxi-D-glucosa adicionada a diferentes tiempos 

del crecimiento de Mic~cmcncáQC~a Q~~Q~~aa en la produccion 

de ger1tamic i na. 

El analogo de glucosa 2-deoxi-D-glucosa, fue adicionado a 

cultivos de microorganismo a diferentes tiempos del crecimiento 

en una concentración de 1%; las adiciones se efectuaron a las o, 

24, 48 y 72 horas. 

Tanto el control como los cultivos a los que se les adiciono 

el analogo fu.eran suplementados previamente con glucosa 1% al 

tiempo cero; también con el objeto de permitir el crecimiento del 

microorganismo. El medio de cultivo utilizado fu.e el medio III y 

se tomaron las mismas precauciones que en el experimento 

anterior; lo mismo se llevo a cabo en cuanto a la obtencion de 

muestras y a las determinaciones efectuadas. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

1. Efecto de diferentes fuentes de carbono en la formacibn de 

gentamicina. 

En la grAfica 1 se puede observar que bajo la$ condiciones 

experimentales previamente mencionadas, Mi~~QmQnQaRQ~a RU~RU~ea 

NRRL-2953 crece y produce gentamicina. En bajas concentraciones 

de los carbohidratos el microorganismo empieza a. producir el 

antibibtico desde las 24 horas, esta produccibn es lineal 

aproximadamente hasta las 96 horas y, en altas concentraciones de 

carbohidrato hasta las 168 horas. 

En las graficas 1 y 2 se presentan los resultados 

correspondientes al efecto de almidbn, maltosa, manosa, glucosa y 

sacarosa, sobre el crecimiento del microorganismo y la produccibn 

del antibibtico; ~icccmanas~cca ~ue~ucea no fue capaz de crecer 

ni producir el metabolito en presencia de las otras fuentes de 

carbono probadas, las cuales fueron: fructosa, glicerol, xilosa, 

manitol, galactosa, lactosa yacido succlnico. Esto pudiera 

deberse a que posiblemente este microorganismo no posea el 

sistema enzimAtico para transportarlos, o bién, que simp·lemente 

no los metabolizO aunqµe sean transportados. 

En estas grAficas se puede advertir que en presencia de los 

carbohidratos almidOn, mal·tosa y sacarosa, se presenta un claro 

incremento tanto del crecimiento como de la sintesis del 
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metabolito, en funciOn de la concentraciOn de c~da sustrato; el 

mayor efecto se obtuvo con maltosa con una concentraciOn del 4%, 

donde se alcanza casi el doble de producciOn. Sin embargo, no 

sucede lo mismo cuando se utilizan los carbohidratos glucosa y 

manosa, donde a pesar de que se advierte un incremento en el 

crecimiento, no sucede lo mismo en cuanto a la slntesis del 

antibiotico, ya que se presenta una supresicn de la formacion del 

metabolito a medida que se incrementan las concentraciones de 

estos sustratos; ademas esta supresiones mayor con glucosa, 

donde a concentraciones muy elevadas (4%>, incluso se aprecia un 

retraso en el inicio de la slntesis, ya que ~sta da comienzo 

hasta las 48 horas de la fermentaciOn Cen .concentraciones 

superiores el desfasa.miento es a.O.n mayor>. En cuanto .al cambio 

del pH durante las fermentaciones, no se observaron variaciones 

considerables que de alguna manera pudieran interferir con la 

formaciOn de este meta.bolito o con el crecimiento del 

microorganismo. 

En la grafica 2 se muestran los valores maximos alcanzados a 

las 192 horas de fermentacicn de las condiciones ya descritas; en 

ella también se puede apreciar que los valores de pH al final de 

todas las fermentaciones son muy similares; lo cual muestra que 

este parametro no ocasiono interferencias en la slntesis de 

gentamicina en cuanto a los efectos provocados por la utiliza.cien 

de los diferentes sustratos probados. Asimismo, se advierte el 

incremento tanto de la producciOn del antibictico como del 
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crecimiento del microorganismo cu.ando se adicionan 

concentraciones mayores de sustrato, en los casos mencionados. 

Sin embargo, cu.ando se determina la sintesis especifica de este 

metabolito se puede observar una relacion inversamente 

proporcional entre el crecimiento y la produccion especifica del 

antibictico. Par otro lado, con glucosa y manosa se advierte 

ademas un descenso en la produ.ccicn volumetrica de este 

metabolito. 

Se observa también el consumo de dichos carbohidratos, donde 

los porcentajes fueron determinados en funciOn de la 

concentracibn inicial utilizada. En todos los casos e 

independientemente de la cantidad inicial, estos fueron 

consumidos casi en un 100%, salvo cuando se adiciono almidon al 

4%, donde se advierte que el microorganismo solo utilizo un 25% 

aproximadamente y manosa, la cual a medida que se incrementa su 

concentraci6n en el medio de cultivo, disminuye la eficiencia del 

microorganismo para utilizarla. 

Tal vez los efectos sean similares, cuando se comparan los 

resultados obtenidos con manosa y glucosa, porque manosa es u.n 

is6mero de glucosa; pero también pudiera deberse a que a medida 

que se incrementa su concentracion en el medio de fermentacicn 

del microorganismo este ya no es capaz de utilizarlo, pues a 

diferencia de manosa, glucosa es consumida casi en un 100%. 



Como se pudo obse~var, glucosa y manosa fueron capaces de 

provocar un efecto- supresivo, a diferencia de sacarosa, maltosa y 

almidón, las cuales ademas de permitir un buen crecimiento, 

también permiten la sintesis del antibiótico. Estos resultados 

son similares a los ya reportados, en, los que se muestra que las 

fuentes de carbono facilmente metabolizables (como glucosa) 

aunque son excelentes para el· crecimiento del microorganismo, 

ejercen efectos represivos o inhibitorios sobre las sintetasas 

del metab6lismo secundario; motivo por el cual durante la 

fermentacibn de estos metabolitos se utilizan fuentes mas 

complejas de carbono (como los disacAridos u oligosacAridos>, o 

bien, los cultivos son alimentados co11 bajas concentraciones del 

carbohidrato (53, 54). 

2. Efecto de diferentes concentraciones de glucosa sobre la 

produccibn especifica de gen'tamicina. 

En la grafica 3 se observa que el crecimiento del 

la microor-ganismo 

concentracibn 

sucediendo lo 

fue estimulado conforme se aumento 

de glucosa en el medio de cultivo hasta 1.5%, no 

mis~o a concentraciones superior-es (hasta 5%), 

donde ya .no se obser-van mayores incr-ementos. En cuanto a la 

producción ta.nto volumétrica como especifica del antibiótico se 

observa una supresiOn drastica a partir- de concentraciones 

mayor-es de 1% de este carbohidrato. 

En esta grafica se muestra claramente que la glucosa ejerce 
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un fuerte efecto 

aproximadamente un 

a.ntibiOtico, Esta 

concentraciones de 

supresivo que provoca. un descenso 

75% de la producciOn especifica 

a.ctiOn negativa se empieza a observar 

glucosa mayores de 1.5%; donde tambien 

de 

del 

era 

se 

advierte que. se presentan retrasos en el inicio de la. slntesis 

del metabolito; como previamente se mostro en la gráfica 1, 

a.demás de otros resul t,ados obtenidos que no son presentados aqui; 

e incluso en concentraciones superiores a. 5% la. supresiOn es 

total. 

3. Cara.cteriza.ciOn del efecto de D-9lucosa en la producciOn de 

9enta.micina. 

Con e 1 objeto de determ i na.r si D-91 ucosa 11 Jl!i.t. áe.!, mas que 

al9~n producto deriva.do de su metabolismo, era el responsa.ble de 

la supresiOn de la sintesis de gentarnicina, se adiciono un 

analo90 no metabolizable del mismo a los cultivos del 

microorganismo. 

El efecto de 2-deoxi-D-glucosa sobre el crecimiento del 

microorga.nismo y la. produccion del antibiotico se· puede observar 

en las Tablas 7 y 8. Mic~cmcnas~a~A ~ue~ueea fue crecida en el 

medio mlnimo II en concentraciones crecientes del análogo <O, 

0,5, 1 y 2%) utilizando como control las mismas concentraciones 

de glucosa en dicho medio, en la Tabla 7 se muestran los 

resultados; como era de esperarse y de acuerdo a los resultados 
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TABLA 7. EFECTO DE 2-DEOXI-D-GLUCOSA SOBRE EL CRECIMIENTO DE 

Mic~.cm.cn.c.5Q.Q~,a QU~ll!J~.e.a Y LA FORMACION DE GENTAMICINA. 

FUENTE DE 
CARBONO 

Glucosa. 

2-Deoxi-D-
G 1 ucosa. 

CONCENTRACION CRECIMIENTO 
DE LA F.C.* MAXIMO 

(%) 

o 

0.5 

1.0 

2.0 

o 

0.5 

1.0 

2.0 

-1 
mg rnl 

0.0053 

0.46 

0.653 

0.843 

0.0053 

0.023 

0.023 

0.023 

PRODUCCION PRODUCCION 
MAXIMA ESPECIFICA 

o 

35 

56 

48 

o 

o 

o 

o 

o 

76.09 

85.76 

56.94 

o 

o 

o 

o 

El microorganismo fue crecido en el medio de cultivo II, las 
condiciones de cultivo son las menciona.das en Materiales y Me­
todos. 

*F.C.= Fuente de ca.rbono. 
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TABLA 8. EFECTO DE 2~DEOXI-D-GLUCOSA SOBRE EL CRECIMIENTO DE 

tticr..cm.cn.csu:u:ir..a. J;Ú.1.r.sn1r.~.a Y LA FORMACION DE GENTAMICINA. 

---------------------------------------·~------------------------
FUENTE DE 

CARBONO 

Glucosa 

2-Deoxi-D­
Glucosa 

CONCENTRACION CRECIMIENTO 
DE LA ~.C.* MAXIMO 

(%) 

o 

0.5 

1.0 

2.0 

o 

0.5 

1.0 

2.0 

mg m1- 1 

0.244 

0.436 

0.512 

1.028 

0.244 

0.245 

0.255 

0.225 

PRODUCCION PRODUCCION 
MAXIMA ESPECIFICA 

µ 9 m 1 - 1 µ 9 <mg prot > - 1 

6.2 

37.5 

37.5 

34 

6.2 

o 

o 

o 

25.41 

86.01 

73.24 

33.07 

25.41 

o 

o 

o 

El microorganismo fue crecido en el medio de cultivo III, las 
condiciones de cultivo son las mencionadas en Materiales y Me­
todos. 

*F.C.= Fuente de carbono. 
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mostrados anteriormente, a 

concentraciOn del carbohidrato 

medida que 

aumenta el 

se incrementa 

crecimiento, 

la 

la 

sintesis del a.ntibiOtico también se incrementa pero hasta 1% y en 

2% se presenta una disminuciOn. Cuando se adiciona el analogo el 

crecimiento es minimo, comparado con el control y la producción 

es nula. También, para ambos casos, se llevo a cabo una 

fermentaciOn sin fuente de carbono, p~ra demostrar que el 

microorganismo no crece ni produce el antibiótico en ~stas 

condiciones y que ademas los componentes del medio tampoco 

interfieren en la observación de estos efectos, los resultados se 

pueden observar en esta tabla. 

Al present,arse una supresiOn en el crecimiento del 

microorganismo se muestra que efectivamente se estuvo trabajando 

con un ana~ogo no metabolizable, requisito necesario para 

efectuar dicho experimento; sin embargo, no se puede apreciar el 

efecto que tiene sobre la sintesis del antibiótico y tampoco 

permite concluir en cuanto a que sea o no la molecula de glucosa 

11 .QiU'! .5.e..11 el efector de dicho comportamiento; ante lo cual el 

microorganismo fue crecido bajo las mismas condiciones pero en el 

medio de cultivo III, que es un medio completo; los resultados se 

muestran en la Tabla 8. 

Se puede observar que aunque se trate de un medio completo 

al ser suplementado con glucosa se presenta el mismo efecto de 

supresión, pero a diferencia de los resultados mostrados en la 
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Tabla 7, el microorganismo crece y produce gentamicina en 

ausencia de dicho carbohidrato, pero en una. baja proporciOn. En 

presencia del an!logo se observa que aunque el microorganismo 

alcanza un leve crecimiento, no hay sintesis del antibiOtico. 

Esto pudiera sugerir que la molécula de glucosa 11 ,ll.fi.t. 5,a~ es el 

efector de la supresiOn observada. 

4. CaracterizaciOn del FenOmeno. 

a) Efecto de la adiciOn de glucosa a diferentes tiempos de la 

fermentaciOn, sobre la biosintesis de gentamicina en 

t1ic..c.c.mc.nc.aRc.t.a 12ut.12ut.~a • · 

Con el fin de visualizar el efecto que ejerce la glucosa 

sobre 1a· sintesis del antibibtico esta fue ad'icionada a 

diferentes horas del crecimiento, tomando en cuenta que la 

slntesi.s del metabolito es paralela al crecimiento. Los 

resultados se observan en la grafica 4. 

La D-glucosa en una concentraciOn final de 5% fue adicionada 

a los cultivos del microorganismos a las o, 24 y 60 horas de 

crecimiento; para ello se utilizo como control al microorganismo 

crecido en una baja concentraciOn del carbohidrato (1%), 

situacion en la cual no se presenta dicho efecto (gráfica 4-A). 

Los cultivos a los cuales se les adiciono glucosa, también 

estaban suplementados con la misma concentraciOn del sustrato, 

pues como se habla mencionado con anterioridad el microorganismo 
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no crece en ausencia de fuente de carbono; para ello se determinb 

la concentraciOn de glucosa antes de efectuar la adiciOn y se 

llevb a una concentración final de 5% al momento de llevarla a 

cabo. 

Cuando la glucosa fue adicionada al inicio del cultivo (O 

hsl y durante la fase de crecimiento (24 hs>, una vez que ha 

comenzado la sintesis se observo un fuerte retraso en la 

formaciOn del antibiOtico, lo mismo que cuando fue adicionada a 

las 60 horas, donde .este efecto puede apreciarse claramente. 

Tambi~n se puede observar que una vez que ha pasado el efecto de 

la adicicn de glucosa, se presenta un cambio en la pendiente con 

respecto a la del control, restableciéndose posteriormente y 

alcanzado finalmente los mismos titules de antibiOtico. 

En la. grAfica 4-B se presentan los niv~les de gentamicina 

alcanzados· en relaciOn al crecimiento observado; en ella se 

muestra que cuando la adiciOn de glucosa se realiza a las 60 

horas de fermentaciOn el efecto supresivo del carbohidrato sobre 

la sintesis del antibiOtico no es tan marcada como lo es al 

adicionarla a las 24 horas, en la que el crecimiento esta en 

plena fase exponencial. Finalmente, los niveles de gentamicina 

alcanzados al final de la fermentaciOn (192 horas> son muy 

similares en todos los casos, no asi el crecimiento. Cabe 

señalar que la adicibn de glucosa efectuada a las 60 horas tiene 

efecto sobre el crecimiento pues al adicionar nueva fuente de 

carbono cuando esta terminando la fase exponencial se vuelve a 

estimular el crecimiento, no asi la producciOn como se muestra al 
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comparar los resultados contra el control (sin adiciOn>. 

Cuando la adiciOn se realiza a las O horas se observa buen 

crecimiento comparado con el control, pero se presenta un mayor 

efecto supresivo de la glucosa sobre la sintesis del antibiótico. 

Un efecto similar sucede cuando esto se lleva a cabo a las 24 

horas de crecimiento. 

b) Efecto de la adiciOn de 2-deoxi-D-glucosa a diferentes tiempos 

de la fermentaciOn, sobre la biosintesis de gentamicina en 

Mic~cmcnc~~c~a ~~~~~c~a. 

Un ~fecto similar al anteriormente descrito se observa 

cuando en vez de adicionar glucosa a los diferentes tiempos de la 

lermentaciOn se adiciona él anAlogo en una concentraciOn de 1%, 

esto se llev~ a cabo a las o, 24, 48 y 72 horas, utilizando para 

ello el medio de cultivo III suplementado con 1% de glucosa, de 

la misma manera que se explicó en el inciso anterior y por las 

causas mencionadas. 

En estas condiciones de crecimiento ia producciOn del 

antibictico comienza a las 36 horas y es ligeramente menor que 

cuando se utiliza el medio de cuJtivo II, como se puede observar 

en la grAfica 5A. Cuando el anAlogo fue adicionado al inicio del 

cultivo CO hs>, se .advierte que se suprime totalmente la sintesis 

(Grafica 5Bl, de la misma manera qüe cuando se adiciona. a las 24 

horas. A las 48 horas, momento en el cual ha cómenzado la 
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producciOn de 9entamicina, la adiciOn del analogo tambien es 

capaz de suprimir la sintesis; sin embar90, se observa que se 

restablece nuevamente, aunque no alcanza los mismos titules que 

en el control. Cuando se adiciona el análogo alás 72 horas de 

la fermentacion, este no es capaz de afectar ni la slntesis ni el 

crecimiento. 

Es claro que la glucosa 11 nar:. ae. 11 provoca este efecto 

mientras no sea metabolizada, hasta que alc~nza una concentracion 

tal que permite la slntesis, porque este efecto se observa de la 

misma manera al utilizar el anAlogo, salvo que al ser no 

metabolizable interfiere permar1en·ternente cuando se adiciona a 

tiempos muy tempranos de la fermentacion, más na asi cuando es 

adicionado a tiempos posteriores donde incluso ya no tiene efecto 

(72 horas); ·1a posterior liberaciOn pudiera deberse a que utilizo 

la glucosa que se adiciono previamente. 

Los resultados obtenidos muestran que glucosa ejerce su 

efecto solo cuando es adicionada a los cultivos a edades 

tempranas, cuando se inicia la formaciOn de las sintetasas del 

metabolismo secundario; esto sugiere que el carbohidrato está 

.ejerciendo un efecto represor más que inhibitorio. La cinetica 

de este efecto es muy similar a la encontrada en Es.ch~~ichiA cali 

por Perlman y cols. en 1969 (65), donde la glucosa 11 ~~~ s~ 11 

provoca una represion transitoria en la slntesis de la enzima 

S -galac:tosidasa. 

78 



Magasanik (44) estudiando los efectos que ejerce la glucosa 

en el metabolismo de lactosa, encontró que esta ejerce 

principalmente tres tipos de efectos. En el primer caso 

denominado "Exclusión del inductor", la glucosa evita la entrada 

del inductor a la célula, esto implide la inducción del operón de 

la lactosa. El segundo caso "Represión Transitoria", reprime 

fuerte pero transitoriamente a la enzima a-9alactosidasa; cuando 

este control se termina la slntesis de enzima se restablece con 

la misma pendiente que en el control. En ~l tercer caso reprime 
. 

la formación de la enzima a~galactosidasa; d~bil pero de manera 

permanente; este efecto de glucosa no refleja interferencia can 

el inductor y en mutantes c6nstitutivas la slntesis de la enzima 

es tambien reprimida. por el carbohidrato. 

En los primeros das casos es la molécula de glucosa "l2~.I'.: á~ 11 

la que provoca este efecto. En el !ltimo, este efecto es 

provocado por al9&n producto derivado del catabolismo de la 

glucosa .. 

Resultados similares sabre la represión de las enzimas 

involucradas en la slntesis de otros metabolitos secundarios, por 

este carbohidrato, han sido reportados (Tabla 6) (20). Sin 

embargo, los mecanismos por los cuales la fuente de carbono 

afecta la slntesis de los metabolitos securidarios adn no se 

conocen. 
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CONCLUSIONES 

La regulacibn por fuente de carbono tiene un papel muy 

importante en la sintesis de muchos metabolitos secundarios como 

los antibioticos, que son de gran interés industrial. 

Dadas las cara.cteristicas de la gentamicina, su sintesis tan 

reducida y, las necesidades que de este antibiOtico se tienen 

actualmente en México, es de gran interés estudiar los mecanismos 

que .regulan su produccion, ya que este conocimiento aunado a 

mejoras geneticas y a manipulaciones de las condiciones de 

fermentaciOn, permitirin incrementar sus rendimientos~ 

En base a los resultados experimenta.le~ obtenidos hasta el 

momento se puede concluir que: 

a> Glucosa ejerce un efecto represivo en la sintesis del 

antibiotico gentamicina en Mi~~gmgng~pa~a pu~pu~aa NRRL 2958; 

inclusive en baja~ concentraciones <>1.5%) en los medios de 

cultivo logra suprimir la producciOn especifica de este 

metabalitaJ este efecto se presenta durante la fase de 

crecimiento del microorganismo, ya que las sintetasas del 

antibiotico estAn presentes desde el momento que se inicia el 

crecimiento. 

b) Un efecto supresivo similar se observa al adicionar un 

isomero de glucosa, que es roanesa, a la fermenta.cien de 

gentamicina. 
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e) Es la molécula de glu.cosa "Jle.r:. se" la qu.e provoca dicho 

efecto, ya que la adicion de 2-deoxi-D-glucosa, analogo no 

metabol iza.ble de este carbohidrato, a cultivos del 

microorganismo provoco el mismo efecto que glucosa. 

d> La posterior reanudaciOn de la sintesis del antibiótico, 

alcanzando la misma producciOn que el control, sugiere que se 

puede tratar de un fenOmeno similar al de Represión 

Transitoria. 

e) El responsable de la reanudación posterior de la sintesis 

pudiera ser algdn producto del catabolismo de glucosa o tal 

vez algdn otro metabolito que actue como indu~tor del sistema 

de formación de las sintetasas del antibiótica, el cual de 

alguna manera se "inactivaº en presencia de determinadas 

concentraciones de glucosa. 
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RECOMENDACIONES 

A pesar del tiempo transcurrido entre el descubrimiento de 

ios antibióticos, su industrializaciOn a gran escala y la 

selecciOn de mutantes hiperproductoras, el conocimiento que se ha 

adquirido sobre los mecanismos que regulan su producciOn, a la 

fecha, realmente ha. sido mu.y escaso ya. que estos programas de 

selecciOn han sido efectuados de u.na manera empirica. 

Se ha demostrado que durante los procesos de selecciOn de 

mutantes hiperpraductoras de algün meta.bolito, mu.chas veces, 

estos mecanismos regula.torios no son elimina.dos, de ahi que afln 

estas mutantes se vean afectadas por las fuentes nu.tricionales 

utilzadas para las fermentaciones industriales. 

-Esto muestra la importancia de caracterizar el fenomeno 

represivo que se ha observado en el microorganismo que se utilizo 

para el presente estudio. 

Para el lo: 

a> Es necesario comparar los resultados obtenidos con la cepa de 

tipo silvestre con la. cepa hiperprodu.ctora para determinar si 

el fenomeno también se presenta de la misma manera en esta 

ültima. 

b) Si éste fu.ese el caso, cabria la posibilidad de mejorar 

genéticamente al microorganismo hiperprodu.clor buscando 

mutantes insensibles a la represiOn c:atabOlic:a y de esta 

forma incrementar la produccicn. 
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