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1.- RESUMEN DE TESIS. 

Este trabajo está enfocado hacia el mejoramiento del medio de cuttlvo, con una cepa mutante 
de Streptomyces kanamyceticus para la producción de kanamlclna "A". 

Como prlmer paso se seleccionó un medio de prodUcclón para kanamlclna entre Jos dlrerentes 
medio• quo fueron Identificados en la literatura. Esté se tomo como base para estudiar ol efecto 
de los componentes en el rendimiento de la producción del antibiótico. 

Se realizaron estudios Utillzando dlsenos experlmenlales multlfactorlales, varlando las 
concentraciones de los componentes del medio basal que se ha reportado que Uenen un efecto 
marcado en la producción do kanamicina, entre las que se incluyen: 

A. Fuentes de carbono (almidón y glucosa). 
B. Fuentes de nitrógeno (hartna de soya y de rralz). 
c. Sales Inorgánicas (fosfato de potasio, carbonato de calcio y 

sulfato de magnesio). 

Para efectos de la determinación de Ja concentración de kanamlcina "A" se empleó la técnica 
de valoración microbiológica para Ja cuantificación de antibióticos. 

Adicionalmente se estudiaron Jos efectos en la producción de kanamlclna "A" de otras nuevas 
fuentes de: 

A. Carbono (dextrina y sacarosa). 
B. Nitrógeno (hartna de camarón y nitrato de sodio). 
C. Aceites vegetales (girasol y mafz). 
D. Acido glutámlco 

~os resultados obtenidos, a partir de las diferentes combinaciones de componentes y 
concentraciones, permitieron conformar un medio de OJftivo mejorado para la producción del 
metabollto con rendimientos supertores a los alcanzados en el medio basal. 



2.- INTRODUCCIÓN. 

La explotacl6n de microorganismos para la producción de alimentos es una ceracterlsttca 
común de las civilizaciones antiguas. En el siglo XVI, por ejemplo, los exploradores 
espanoles descubr1eron el cuiuvo del alga verde-azul (Splrullna) entre las comunidades aztecas. 
(30) 

La palabra Blotecnologla ••tá formada por dos vocablos: Blo, que viene del verbo "blos" que 
slgnmca Vida y que llevo a la palabra blologla al pr1nclplo del siglo XIX, y Tecnologla que 
proviene del gr1ego '1ecnologla", que aparecl6 en 1956 en los textos franceses y significa "el 
e5tudlo de las técnicos de las herramientas, de las máquinas y de los materiales·. SI la blologla 
es una ciencia de la naturaleza, una ciencia del laboratorio, la Blotecnologla es en si una ciencia 
que uUllza la matona viVlente para degradar, sintetizar y producir los mater1ales en forma t.lcll y 
con buen rendimiento económico. Aprovecha las enzimas, libres o fijas, los microorganismos y 
las estructuras subcelulares acUvas (blocatallzadores) (26). 

Asl la Blotecnologla se caracteriza por su aspecto lnterdlsclpllnar1o y sistemático. 
Brevemente estamos en la enc.-ucijada de ciencias como la qulmlce, la bloqulmlca, la lngenlerfa 
enzlmillfca, la lngen!erla qulmlca o Industrial, la mlcroblologla, la lngenlerla genética, la 
lngenlerla mlcroblolOglca, las matemáticas, la lnfonmiltica, etc. (26). 

El desarrollo de la blotecnologla se basa en la viabllldad que proporciona disponer de métodos 
Viables para el mantenimiento de monocu!Hvos en grandes fermentadores. La obtencl6n de 
productos larmacéuUcos a partir de microorganismos fue contlderada Inconcebible en otras 
condiciones que no fueran las de cu!Hvos puros.(30) 

Gracias a esta ciencia, se han logrado progresos importantes en la agricullura, alimentos y en la 
medicina. Un ejemplo do esto, es que a mediados de 1991 en Estados Unidos estaban 
sometidos a revtslon reglamentarla mas de 130 productos ranmacéuUcos dsriVados de la 
biotecnologla destinados a combatir dolencias, que van desde la hemofilia hasta el SIDA y 
desde la anemia h3"ta la leucemia. 

En resumen la blotecnologla Uene numerosas aplicaciones tradlclonales y nuevas: 

a. Las Industrias agroalimentar1as 
b. Las Industrias qulmlcas y farmacéuticas 
c. La producción de alimentos con concentrados de protelnas 
d. La producción de alcoholes 
e. La Industria cosmética. 

Por lo tanto sl se quiere conseguir que una apllcaclOn amplia y juiciosa permita satisfacer los 
fines humanos y ambientales, los beneficios de la blotecnologla deben compartirse entre paises 
desarrollados y en desarrollo, gracias en parte a una sOllda cooperación entre clentfficos e 
investigadores. 



2.1 FACTORES IMPORTANTES EN UNA FERMENTACIÓN 

2.1.1 Fermentación. 

Incluye numerosas reacciones de ól<ido-reducclón, en la cuél compuestos orglmlcos usados 
como fUentes de carbono y energla acblan como aceptores o donadores de Iones hidrógeno. 

2.1.2 Proceao fermentativo. 

Los procesos blotecnológlcos generalmente llenen lugar en culflvos sumergidos. Esto Implica el 
crecimiento de organismos en una suspenslOn acuosa en tanques de cutttvo que se conocen 
como fermentadores. Las palabras '1ermentado(' y "fermentación" usadas en este contexto 
son, estrictamente hablando, términos erróneos. La fermentación es un tipo de catabolismo 
especrnco, que se renere a menudo a la degradación anaeróblca de la glucosa para dar etanol 
y écldo láctico. Ha adqulrldo, sin embargo, la consideración de una palabra aceptada de 
manera que la fermentación de etanol, por ejemplo se reftere a la producción de etanol. De 
manera am\loga, la palabra "fermentador"', se aplica para deocrlblr un tanque en el que se 
cul!lvan los microorganismos, mientras que los "productos de fermentación" se reneren a ros 
materlales acumulados en los culflvos, tales como alcoholes écldos, antibióticos y enzimas (1 O). 

En resumen Involucra el someter un microorganismo productor a una fermentación en un medio 
óptimo de cu:t!Vo sumergido agitado, sumergido no agitado o semlsólido, segtln sea el caso, 
con ciertos nutrientes para su crecimiento y reacciones metabólicas y bajo ciertas condiciones 
ambientales (pH, temperatura, etc.) con el fln de obtener productos de Interés Industria!. De una 
manera esqueméticamente se puede representar as!: 

MICROOROANISMOS ... NUTRl!!NTES + CONDtCIONes 
AAllllElolT AL.ES 

·~MICROORGANISMOS • C°'2+ + PRODUCTOS 

Por lo tanto para que un proceso fermentatiVo sea satlsfactorlo, hay algunas condiciones 
Importantes que hay que tomar en cuenta: 

1. Optimización del medio de cul!lvo. 
2. Condiciones ambientales adecuadas: pH, oxigeno, aireación y temperatura. 
3. Mejoramiento de cepas mejoradas de microorganismos. 
4. La adlclOn de sustancias qulmicas ar medio que sirven de precursor para la 

slntosls del metabolito deseado. 
5. OptlmlzaclOn de los métodos de recuperación del producto que estén en el medio de 

fermentación. 



Además debe considerarse las caracterlsticas flsicas y de operación del recipiente en donde se 
lleva a cabo - el fermentador - y las operaciones que se efecblan antes y después de la 
fennentaclón.(22) 

2.1.3 Metabollto primario y metabolllD secundarlo 

Cuando un microorganismo crece en un ambiente en el cual todos sus nutrientes esenciales 
están en exceso, estos nutrientes se transforman en los productos ftnales del metabollto 
energéHco, en calor, o bien en los compuestos requerldos para la producción y da Jugar a 
nuevas células. Estas dos categorlas de compuestos requerldos para el crecimiento se conocen 
como METABOLITO PRIMARIO. Los metabolltos prlmarlos son direccionales y un error en la 
bloslntesis es letal para la célula, cosa que no pasa con Jos metabolltos secundarlos. (16) 

Algunos motabolltos de este tipo son los aminoácidos, ácidos orgánicos, nucleóUdos, grasas, 
vitaminas, pollsacárldos y enzimas. Todos los metabolitos anterlores consU1uyen la blomasa 
celular. 

Un metabolito secundario se produce cuando la concentración de un sustrato llmltante del 
crecimiento va disminuyendo hasta aproximarse al valor Ks (constante que representa la 
aftnldad del organismo por el su.trato llmltante del crecimiento) del cultivo y, cuando esto 
ocurre, algunos cu111vos microbianos slntettzan y excretan compuestos conocidos como 
METABOLITOS SECUNDARIOS. Las sustancias que más han contrlbuldo a la Importancia 
comercial de los procesos microbianos lndustr1ales en Blotecnologla. (16} 

Algo muy Importante es que los metabolltos secundarlos son compuestos no esenciales para el 
crecimiento exponencial. Entre este tipo de metabolitos se encuentran los antibióticos que desde 
el punto de vista comercial son los más utilizados; entre los que se Incluyen: la penlclllna, los 
amlnoglucósldos, las cefalosporlnas, pollenos y tetracicllnas. Las toxinas y los alcaloides dan 
cuenta del resto de metnboll!os secundarlos. 



3.- FUNDAMENTACION 

3.1 POÚTICA DE FOMENTO 

La Industria rarmacéUUca establecida en el pals es dependiente del extenor por lo que respecta 
a tecnologla. Las empresa• del capital mayoritario obtiene la tecnologla directamente de sus 
casas ma!Jices y las del capital mayorttarlo nacional tienen problemas para la obtención do la 
misma. 

La mayor parte de los principios activos de los medicamentos que se utiíizan en nuestro pals 
son Importados, razón que se Incrementa el costo de producción. 

En promedio durante el penodo 82-83, la balanza comercia! de los prtnc!plos activos fue 
deficttarla por cerca de doscientos cincuenta millones de dólares. En contrasto las predicciones 
de la demanda do medicamentos prevela que la capacidad Instalada de la lnduslrla 
rannacéutica era suficiente para satisfacer los requerimientos hasta 1990 en la mayorla de 
las ramas rannacéuttcas. 

Con el fin de abatir las Importaciones, depender en menor medida del exterior y reducir costos 
de producción es Importante establecer una estrategia tecnológica propia para el desarrollo de 
principios acttvos a través de la conjugación de los recursos del pals en esle campo, y la 
vinculación enlre centros de Investigación y desarrofto con el sector productivo. 

En pr1nciplo el Gobierno Federal a través de la Secretarla de Comercio y Fomento Industrial, 
ronnulO el programa Integral de desarrollo de la lndU!ltrfa rannacéuttca 1984-1968. En dicho 
documento se establecla como uno de sus objetivos el contribuir al rortaleclmlonto de la 
Independencia económica del pals, Incrementando la producción nacional de materias primas y 
principios activos. 

Aol mismo comslderaba eslablecer una sólida estructura tecnológica que sirviera de base 
para el desarrollo de la Industria farmacéutica. 

La estrategia contemplaba !res vertJentes rundamentales: la orientación de producción de 
acuerdo con las necesidades nacionales, fortalecimiento do la participación de las empresas 
mexicanas en este sector y las adecuaciones al sistema do comercialización existente. 

Como lnslrumento de polltica se establecla que el esquema de desarrollo tecnológico serla 
orientado hacia la Investigación basJca, la asimilación y adaptación tecnológicas para la 
producción de fannoqulmlcos prioritarios y el acoplo y dll\Jsión do Información sobre nuevos 
desarrollos tecnológicos a nivel mundial. 

Se presta especial atención al desarrollo de tecnologla aplicada, apoyando programas 
específicos para la producción de fannoqulmlcos prioritarios, asl como respaldando las 



labores de desarrollo tecnológico, de centros de Investigación públicos y privados mediante la 
apertura de programas de financiamiento preferencial, riesgo compartido y subvenciones. 

Por último, se estableclan algunas medidas de protección para los principios activos al 
mantenerse el requisito de permiso previo a la lmportaclOn, otorgándose solo cuando no 
ex!sHese taMcación nacional o se demostrara que ésta era 1nsunc1ente, los aranceles se 
mantendrlan bajos para no presionar los costos de producción. 

En especial, estas medidas de tomento son más agre91vas para aquellos productos 
tarmacéUticos que se consideran prlorttarlos dentro de la estrategia de desarrollo de la Industria 
tarmacéUtica. t:ntre ellos, de los derivados de la terrnentaclOn como productos Intermedios se 
cahlloga la kanamlclna.(21) 

3.2 ASPECTOS DE MERCADO 

La demanda en el mercado mundial do kanamlclna, so estimó alrededor de quinientos millones 
de dólares para el ano de 1978. Ex!sten cuando menos diez empresas que producen este 
principio activo por terrnentaclOn sumergida y se encuentran en Europa y Asia. 

La tecnologla ompleada es un proceso convencional de fermentación sumergida patentada 
desde hace mas de diez anos en Japón, que se considera ahora del dominio público. 

Para el mercado mexicano se estima el consumo de kanamlclna en poco menos de diez 
toneladas, que representan ventas por alrededor de dos millones de dólares anuales. Este 
hecho hace lncosteable la Instalación de plantas de fermentación de origen extranjero, por los 
altos costos de sobretacturaclón de materias primas y de Inversión en acHvos njos de 
lmportaclOn. 

La producción do kanamlclna es básicamente obtenida por una sola empresa que adquiere del 
exterior extractos crudos contaminados de Isómeros que somete a un proceso de purtncaclOn. 

Ante las condiciones de apertura comercial, se hace Indispensable para garantizar la 
compelltlvldad del producto nacional, que la empresa se Integre en forma vertical con el ftn de 
abatir costos y eliminar su dependencia con el extertor.(21) 



4.- GENERALIDADES SOBRE LA KANAMICINA 

Los antibióticos son substancias producidas por microorganismos que tienen el poder de Inhibir 
o de destruir a otros microorganismos. su Interés económico der1Va de la utlllzaclón médica 
para luchar contra enfennedades Infecciosas. Se trata de aubstanclas e""eclftcas, que pueden 
Interferir directamente en la proliferación del huésped y su caracterlstica esencial es la toxicidad 
relativa. So distinguen varios tipos de antibióticos según su estructura qulmica y sus diferentes 
mecanismos de acción. Por ejemplo: 

A. Penicilinas. Actüan en la pared celular. 
B. Artliblóticos polipeptrdlcos, actúan a nivel de la membrana. 
C. Antibióticos amlnoglucósldos, macrolfdlcos, tetraclcllnas, y olros antibióticos co1110 el 

clorafonlcol; Interfieren en la slntesis de proternas.(26) 

El género Slreptomyces agrupa a una gran parte de los microorganismos productores de 
antlblótlcos. 

4.1 KAHAMICINA Y SU IMPORTANCIA CÚNJCA 

La kanamlclna es un antiblótlco descubierto en Japon, por Hamao Umazawa en 1956, desde 
entonces el antibiótico ha sido empleado como agente terapéutico de amplio espectro para 
enfennedades de origen bacteriano como lo es la tuberculosis y, en especial, en infecciones 
causadas por microorganismos resistentes del aparato genitourinario, respiratorio, dlgestiVo y de 
la piel. Comúnmente, la kanamlclna se emplea en ronna de sUfrato de kanamlclna conlra 
Infecciones causadas por bacilos gram (·), Infecciones pulmonares por especies del grupo 
~ !!!!!!• en Infecciones por Staphyfococus aereus, en endocarditis bacteriana y en el 
tratamiento de gonorrea. (1,6) 

La Kanamicina •• un antibiótico del grupo denominado "AMINOGLUCOSIDO" al cual 
perlenecen también la ESTREPTOMICINA, NEOMICINA Y GENTAMICINA. Su efecto es muy 
similar a la eslreptomicina. Se trata de un complejo en donde el componente mayor es la 
kanamlclna "A", ademas contiene las kanamlclnas ·e· y ·c·. 

4.3 ASPECTOS CÚNICOS 

CONCENTRACIÓN MAl<IMA EN SANGRE : 
CONCENTRACIÓN MÁXIMA EN ORINA : 
TOXICIDAD: 

20-30 mglml. (vía Intramuscular) 
mas de 250 mg/ml. 
Evitar admlnlslrar sobredosis (más 
de !5g). 
Puede provocar dano renal y puede 
causar sordera (6). 



:.' 

4.4 ¿QUIEN LA PRODUCE? 

La lmnamlclna es producida por un microorganismo procarióHco habltllnte del suelo 
denominado Streptomyces kanamycetk:us, perteneciente al grupo de los ACTYNOMYCETOS. 
Estos microorganismos son gram postttvos que Henden a crecer lentamente formando 
nlamentos ramlftcados. En algunos géneros, los ftlamentos se fragmentan rápidamente durante 
el crecimiento y originan células pleomór11cas de aspecto semejante a las mlcobactMas. El 
crecimiento fllamentoso da lugar a la formación de colonias con micelios. Por otra parte, ciertos 
acHnomlcetos suelen ser patógenos.(1) 

Las caracterfsHcas que permiten c1as1ncar a Jos acHnomycetos entre las bacterias son: 

A. Carecen de membrana nuclear (son procariotes). 
6. Olmemlones semejante• al de las bacterias. 
c. Paredes celulares parecidas a las bacterias (acido muramlco y ácido dlamlnopirimldlco). 
D. La Inhibición de su crecimiento se lleva a cabo por agentes antlmlcroblanos. 
E. No son sensibles a los antlblóUcos pollénlcos de Intensa acción fungicida. 
F. Las formas móvfles poseen ftagelos slmllares a los de las bacterias. 
G. e~sten formas aerobias, anaerobias y qUlmloautótrofas. 

4.5 MECANISMO DE ACCIÓN 

Los antlblOUcos amlnoglucósldos aeblan sobre la slntesls de protelnas en Jos rtbosomas de las 
bactertas. Se liga a los ribosomas de los microorganismos sensibles, causando muerte celular al 
producir cambios g~néUcos, aberrantes en las células. La resistencia en la kanamlclna sucede 
cuando las células no captan dlcho antlblóUco o se modifica genéticamente el sttlo al cual sa une 
la kanamlclna en los rlbosomas de las células, permlUendo as!, que contJnOa la slntesls normal 
de las protelnas.(8) 
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4.8 ESTRUCTURA DE LA KANAMICINA 

La estructura de la kanamlclna rue tttulada en el Chemlcal Abstract bajo el 11lulo de D -
DEOXIESTREPTAMINA, 0-3-amlno-3-deox-6-0-glucopyranosyl-{1~)-0-{6-amlno-<kleoxy-6-D­
glUcopyranosy1-(1-4)}-2-deoxy. (9) 

FIG. 1 ESTRUCTURA DE KANAM!CINA. 

,;_Ami1111-<1:-11cn.'t~1~111ct1!'c } 
(R = Nll,, R' = Olll CH,~ 
Ncosa111inc C r_o\ 
lR=R'=Nll,) H~ 
G1uco!':unine R'O 

(R = 011, R' = Nll,) 

Dcoxystrcpl;,minc NH1 
O OH· 

Km10~i1111inc 

Kan;unycin A 

K:m:un~·cin R 

Kat1i1mycin C 

OH 

R R' 

NH, OH' 

NH, NH, 

OH NH 1 
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Ncanúne 

(R = R' = NH,). 

Paromamine 

(R = Oll, R' = N~,) 

Kano.c;aminiüo­
Jcoxystrcplaminc 



4.7 ESTUDIOS REALIZADOS SOBRE KANAMICINA 

Las especies de streptomyces fillR requieren de algunos mln.erales especlflcos para su 
c;aclmlento y ac!Mdadoo metabólicas, actuando como coofactores bloqulmlcos que ayudan a 
las enzimas Involucradas en la slntesls de los antibióticos amlnoglucosldos. 

El requerimiento de varias sales como magnesio, calcio, fosfato, sodio, dependen del tipo de 
microorganismo, asf como de la naturaleza del medio. 

Un conslderabla número de estudios e Investigaciones se han realizado acerca del crecimiento 
de microorganismos en la bloslntesls de antibióticos, pero hay pocos sobre los requerimientos 
de sales lnorgénlcas y nutrientes orgénlcos sobre ACTYNOMICETOS, en medios complejos 
para producción lnduslrfal. 

Basak y Majumdar (1975) describen los efectos de las sales Inorgánicas y el papel que juegan 
las enzimas: fosfatasa alcalina, kanamlclna acetil transferasa y kanamlclna acetil 
amlnohldrolasa, por estar directamente Involucradas en la slntesls de kanamlclna. Estos autores 
explican que el fosfato Inorgánico, dependiendo de su concentración, Inhibe la enzima foslatasa 
mientras que el calcio y el magnesio estimulan a la enzima aumentando la producción de 
kanamlclna. El efecto del nitrógeno lnorgénlco, que también ha sido estudiado, reporta una 
drástica dlsmlnucl6n de la producción de kanamlclna al Incorporar al medio de cultiVo cloruro de 
amonio y nitrato de amonio al 0.1 %. (3). Hotta y Okaml (1976) reportan que el magnesio a una 
concentración de 5 a 20 M estimula, slgnlncattvamente, la producción de kanamlclna debido al 
Incremento en la actividad de fonnacl6n de las de enzimas promoviendo la slntesls de 
kanamlclna (11 ). Basak (1978) menciona en un estudio que la glucosa mina Incrementa 
notablemente la slntesls de la enzima fosfatasa alcallna, estimulando asf el aumento de 
kanamlclna. (3,9) 

También las fuentes de carbono y nitrógeno juegan un papel muy Importante para el 
crecimiento del mlcroorgani.mo. E!lasak y Majumdar (1973) analizaron diferentes fuentes de 
carbono observándose un efecto mayor sobre la producción de kanamlclna con dextrina, 
almidón soluble y 0-í)alactosa. También describen en su trabajo que el uso de alcoholes corno 
sorbltol, butano! e lnosltol provocan una producción de kanamlclna muy baja. Como fUentes de 
nitrógeno, especlalmente como precursores. anallzan el erecto de los amlnoécldos como L­
ácldo glutámlco, DL- alanlna, L-hlstidlna, provocando una slntesls de 570 mcg /mi. Además 
encontraron que no hay una relación directa entre el crecimiento del microorganismo y la 
slntesls del antibiótico. Los filamentos del crecimiento, tienden a crear altas viscosidades en el 
caldo de producclOn, Impidiendo la transferencia de oxigeno. El valor de pH juega un papel 
Importante para la slntesls de kanamlclna, porque si el pH del medio de producción se acldlflca, 
entonces la slntesls de kanamlclna disminuye; recomendando un pH Optimo de B.O ya que todos 
los amlnogluc6sldos son más acttvos en medio alcalino.(5) 

Umezawa et al.(1957) estudiaron las fuentes de carbono para la producción de kanamlclna en 
un medio complejo y reportaron que la glucosa, maltosa, dextrina, almld6n, lactosa y sacarosa 
son las mejores fUentes de carbono para Streptomyces kanamyceticus; aunque con la 
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desventaja de una represión catabólica por parte de la glucosa, que ocasiona una dlsmlnuclón 
drástica sobre el rendimiento. Analizando lo anterior se puede entender con mayor claridad la 
Importancia que tiene la concentración de los componentes de un modio de producción par 
fennentaclón, siendo un factor prtmordlal; porque, en algunos casos. aunque se tengan las 
nutrtentes más Importantes para un microorganismo productor sino se cuenta con las 
concentraciones ópUmas se pueden Inhibir O esttmular la producción del metaboltto secundarlo. 

El estudio de la slntesl• de antibióticos usualmente Involucra la bQsqueda de un medio óptimo 
pare la producción. La manera ml\s usual es haciendo un estudio slsteml\Uco de compattbllldad 
de un namero largo de ruentes de carbono, nitrógeno y Iones metallcos (sales lnorganlcas), para 
la formación del compuesto de Interés. 

u FUENTES NUTRICIONALES IMPORTANTES PARA Streptomvcea kanamycellcua 

La deslgnaclOn do un medio de cultivo para el crecimiento de Streptomyces kanamycettcus y la 
producción de kanamlclna •A", es un paso clave que asegura el éxito del proceso de 
fermentación, ya que los nutrientes del medio deben de cumplir con los requerimientos 
elementales que suministren la energla apropiada para el crecimiento celular y slntesls del 
antibiótico. Por tal motivo es necesario estudiar el efecto de los componentes del medio de 
cuttlvo para la produccló~ de kanamlclna.(28) 

En términos generales la kanamlclna se produce preferentemente en medio con fuentes de: 

4.8.1 Nitrógeno orgánico.· Suministra al microorganismo, péptidos amlnoflcldos necesarios 
para su crecimiento. Entre las materias primas que sirven :orno fuente de nitrógeno están. 

1. extracto de carne 
2. Harina de soya 
3. Peptona de ca..,lna 
4. Extracto de levadura 
5. Ucor de cocimiento de marz (CSL) 
6. Acldo gluh1mlco 

4.8.2 Car1>ono.- Este constituye la fuente energética del microorganismo. Las fuentes de 
carbono que pueden ser utilizadas preferentemente son: 

1. Almidón 
2. Oextrlna 
3. Glucosa 
4. Sacarosa 
5. Maltosa 
6. Lactosa 
7. Glicerol 



.t.8.3 sa1es minerales Estlmulan el creclmelnto, Interviniendo en los procesos enzlméticos 
como coofactores, entre los mAs conocidos para la prodUccl6n de kanamlctna es!An: 

1. Sulfato de magnesio 
2. Fosfato de potasio 
3. Carbonato de calcio 
4. Cloruro de sodio 
5. Cloruro de potasio (8,14,15) 
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5.· PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Uno de los problemas al que nos enfrentamos en la prodUccl6n de antlbl6Ucos es el no contar 
con un medio óptimo de cullivo que asegure el éxito del proceso de fermenlaciOn, ya que los 
nutrientes del medio deben cumpllr con los requerimientos elementales que sumlnlslren la 
energla apropiada para el crecimiento de Slreptomyces kanemvceticua y la alnteola do 
kanamlclna. 

Es necesario, optimizar el medio de culllvo de Slreptomvces kanamvcettcua para la producd® 
de kanamlcina. En donde se estudien los componentes del medio de producción de 
KANAMICINA que pudiera afectar a la misma. 

Por lal mollvo, se plantea una sene de experimentos en los cuales sa toma como base el medio 
de producción basal, al cuél se le haran modiHcaclones en las concentraciones de algunos 
componentes. 

Asl mismo, sa estudlaran otras materias primas de bajo costo que Incrementen la prodUcc16n de 
kanamlclna. 

Para este estudio, se cfisenan experimentos multlfactorlales que pennlten encontrar 
r.lpldamente las concentraciones óptimas de los componentes y de otras materias primas para 
obtener el mllx1mo rendimiento en la prodUcclOn del molabollto. 

El disefto multifactorlal se basl! en arreglos ortogonales para experlmen!os mUltlfactorlales 
l\'acclonados. se reallZlln experimentos a 3 o 2 niveles para conocer el efeclo cua:lrattco y 
lineal de las diferentes variaciones en la producclOn de kanamlclna sobre la 1rrnuencla en la 
concenlraclOn de las fUentus de carbono y nitrógeno, prtnclpalmente 
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5.1 OBJETIVOS 

OBJETNO GENERAL 

Obtener un medio de cultlvo mejorado para la producción de lamamlclna partiendo de un medio 
basal. 

OBJETNOS ESPECÍFICOS 

Analizar el efecto de diferentes fUentes do carbono y nitrógeno sobre el rendimiento de 
producción de kanarr.lclna. 

Obtener un medio de cu!Uvo con nUlllentes de bajo costo y fl\cll de adqulrtr. 

5.2 HIPÓTESIS 

La kanamtclna es un antibiótico amlnoglucósldo, producido por Streptomyces kanamvceticus. 
La producción del mismo, como cualquier otro metabollto secundarlo, se encuentra afectado 
por la presencia y concentración de algunos componentes del medio de cu!Uvo. 

A partir de las diferentes combinaciones de tos componentes y concentraciones de un medio 
basal y con una cepa mutante de Streptomyces kanamyceticus permltlr el mejoramiento de un 
medio de cultivo para la prodUcclón de kanamlctna, con rendimientos superiores a tos 
alcanzados en el medio basal. 
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6.- MATERIAL Y MÉTODOS 

8.1 MICROORGANISMOS 

Cepa mutante de Streptomvces kanamyceticus aislada en los Laboratorios Nacionales de 
Fomento Industrial LANFI. (Flg. 2) 

Cepa de Staphy!ococus aureus ATCC-ó538-P, utilizada como mlcroorganl!lmo de prueba para 
la cuantificación de kanamlcina. 

FlG.2 
DESMROLLO DE LA CEPA 

MEJORADA Ulll.IZAOA EN MECHO VEME 
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8.2 MEDIOS DE CULTIVO 

8.2.1 Medio de conservación -Yeme. 

COMl'ONENTl!8 ... - 4.00 
Ex!radodolevadura 4.00 
Eldraclo do malla 10.00 ,_, 

20.00 
El medio se ajusta a un pH de 7.2-7.4 y se somete a estertllZaclOn a 121'C por 20 mln. Con 
este medio se preparan 1ubos de agar Inclinados para mantener la cepa mutante de 
streptomyces. kanamycetlcus. 

8.2.2 Medio de lnóculo PYG. 

COMPONENTES a/I 
p~-- 5.00 
Extracto de levadfn 5.00 
Glucosa 10.00 
N.Zami'm 1.00 
CIOIU1>dosodlo 5.00 

El medio se ajusta a un pH de 7.0 y se somete a estertUzación a 121º e por 20 mln. 

8.2.3 Medio de producción baaal. 

COMPOllENTES ... -· 20.00 - 5.00 
Harina do--- 12.00 
Llcof de cocllrielta malz ICSL \ 3.00 
SUfato do----~ 0.50 
CIOIU1>desodlo 3.00 
CIOIU1> do ~~ 0.50 
Coibonalo de calclo 3.00 
f0$fa:l0 mono Wsico de ........... a.. 1.00 

Se ajustan a un pH entre 7.2 y 7.4, se someten a estenllzación a 121ºC por20 mln. 

B.2.4 Medio No. para anUbl6tlcoa marca r1erck o Blóxon. 

6.00 
3.00 
1.50 
1.0 

15.00 
4.00 
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11.2.S Preparación del preculUvo (lnóc:ulo) 

Una vez esterilizado el medio PYG es JnocUlado con la cepa mutante de Streptomycee 
kanamyceHcus. Se Introduce a una Incubadora marca New Brunswtck a 29'C y 300 r.p.m. 
durante 48 hrs. (Flg. 3). 

8.3 FERMENTACIÓN A NIVEL MATRAZ (PRODUCCIÓN) 

Se Inocula el precullfvo con el 5% de volumen del medio de producción y se Incuban a 29'C, 
con una agitación de 400 r.p.m. por siete dlas (168 hrs). (Flg. 4). 

8.4 PRETRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE LOS MEDIOS DE PRODUCCIÓN PARA 
LA CUANTIFICACION DE KAHAMICINA 

De cada muestra se toma 1 mi. del caldo de fermentación en un tubo para centrifuga, se 
agrega 1 mi. de hidróxido de sodio 0.1 N, y se agita en un vortex a alta velocidad por 1 minuto. 
Se centrttuga a 4500 r.p.m., por 20 mln. Con ayuda de una pipeta pasteur se separa el 
sobrenadante de los sólidos sedimentados. Se determina la concentración de kanamlcina en el 
sobrenadante del caldo de fermentación por el método de valoración mlcroblológlca. (Flg. 5). 

8.5 DETERMINACIÓN DE LA POTENCIA DE KANAMICINA. 

8.5.1 Material. 

- Papel analltico en clrculos de 0.6 mm. de dlametro Watrnan AA. 

- Cajas petrl de vidrio 20x100 mm. 

- Solución salina 0.85% de cloruro de sodio. 

- Solución patrón de kanamlclna 1 mg/ml. 

- Soluciones dilUfdas tipo de kanamlclna: 

T1= 6.4 mcg/ml. 
T2= B.O mcg/ml. 
T3= 1 o.o mcg/ml. 
T4= 12.5 mcg/ml. 
T5= 15.6 mcg/ml. 

•• 
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8.5.2 Método. 

8.5.2.1 Conservación de stap!tylococcu• aureus, 

El microorganismo de prueba se conserva en tubos de agar Inclinado con 10 mi. de medio No 
11 para antibióticos; que se conserva a una temperatura de 4'C hasta utilizarlos. 

IU.2.2 Preparación ele la suspensión del microorganismo de prueba. 

Los cullfvos se resiembran cada 28 dlas y se Incuban a 32'C por 24 hrs. Una vez crecido el 
organismo, se prepara una suspensión; se lava con 3 mi. se soluclón salina estéril, que 
posteriormente se diluye hasta 60 mi. Con esta suspensron se prepara la capa siembra de ras 
placas de prueba. Esta suspensión se conserva en refrigeración durante una semana. 

8.5.2.3 Preparación de la solución patrón y soluclones de referencia. 

Se prepara una soluclOn patron de kanamlclna a una concentraclOn de 1 mg/ml.; esta soluclón 
se mantiene sin alleraclón a 4'C por un mes, después de esle tiempo no se deber usar. La 
preparación de las soluciones T1, T2, T3, T4 y T5 se realiza como sigue: 

A. Se toman 10 mi. de la soluclOn patrOn de kanamlclna y se aroran 100 mi. con agua 
destilada y recién esterilizada. 

B. De esta soluclOn se toman: 

6.40 mi. para T1 
8.00 mi. para T2 

10.00 mi. para T3 
12.50 mi. para T4 
15.61 mi. para T5 

Cada una se afora a 100 mi. con agua destilada y recién eaterlllzada. 

8.5.2.4 Preparación de la• placa• 

Las placas se preparan con una capa base de 11 mi. de medio No 11 para antibióticos, que se 
agregan a cajas petri estériles, una vez solldlncada se aplica sobre ella una capa semilla da 4 
mi. de medio No 11, prevtamente Inoculado con 15% vlv de la suspensión de Stapf!y!ococcus 
~ ATCC~538-P que se distribuye unrrormemente sobre la superncle. 

Una vez solidificadas, se colocan 6 papeles filtro circulares en forma radial sobre las placas (Flg. 
6). Alternadamente se res aplica 25 mlcroiltros de muestra problema ó soruclón diluida T3. 
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FIG 6. PREPARACION DE PlACAS 



En la elaboración de la curva estándar se utilizan 8 cajas, 2 para cada solución diluida tipo, 
excepto para la soluciOn media T3, con la cual se llenan tres circulas de cada caja, otros tres 
con T1, T2, T4, O T5. Ce esta manera hay 24 zonas de lnhlblciOn, 8 para cada una de las 
soluciones de referencia.(punto 11.2) 

Estas placas se Incuban entre J2 y J5'C por 16-24 hrs, se miden los dlémetros de las zonas de 
lnhlblclOn desarrollada sobre el mec11o. (Flg. 8) 

8.5.2.5 Curva do callbraclón 

La curva de callbración se construye con los promedios de cada una de las 4 serles formadas 
por placa, I011 J dlémetros de las zonas de Inhibición de cada una de las soluciones de 
referencia (T1, T2 ,T4 ,T5), también se promedien los 12 dlémetros de las zonas de lnhlblclón 
de la solucton TJ, correspondiente a las 4 sertes y el promedio ob1enldo es la base para la 
corrección. 

Con los diametros corregidos de las zonas de Inhibición y las concentraciones del antibiótico 
respectivo, en mcg/ml., se traza la curva tipo en papel mllimétrlco. anotándose en el eje de las 
abclsas los diámetros de las zonas de Inhibición de la solución dtiulda T3 y las concentraciones 
conocidas del antibiótico, en las ordenedes. 

La curva tipo se traza a través de estos puntos o bien se unen los puntos correspondientes a las 
zonas de Inhibición de diámetro más alto y més bajo obtenidas por medio de las siguientes 
ecuaciones: 

Je +2d + c- a Ja+ 2b +e-e 
A= B= -----

5 

donde: 

A = Es el diámetro calculado en mllrmetros, para la zona de lnhihlctOn de la solución diluida de 
mayor concentración (T5). 

B = Es el diámetro calculado en mlllmetros, para la zona de lnhlbfcfOn de la soluclOn diluida de 
menor concentración (T1). 

c = es el diámetro promedio en millmetros de las zonas de lnhiblclOn de la solución diluida de 
concentración media (TJ). 

a,b,d,e = Son los diflmetros promedio corregidos en milímetros de las zonas de inhibición de las 
soluciones diluidas T1, T2, T4 y T5. 
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6.5.2.6 Oetennlnaclón de la concentración de kanamlclna en las muestras problema 
(detennlnaclón gráfica). 

Para determinar la potencia de las muestras, se promedian los diámetros de las 3 zonas de 
inhlblciOn de la placa y se Interpolan en la cuNa standard, se leen las concsntreciones 
correspondientes a los diámetros de las zonas de inhlblciOn. 

Los resultados se expresan como mg de kanamlcina por litro de caldo de fermentaciOn.(27). 

En el apéndice se muestra un ejemplo de la determinación de kanamicina asl como la 
elaboraciOn de la CUNa standar. 

6.6 DETERl\llNACIÓN DE CRECIMIENTO CELULAR 

8.8.1 Peso Seco. 

Las muestras del caldo de fermentaclOn se nitran al vacio utilizando papel Whatrnan No 42 
previamente nevado a peso constante por 5 hrs a 90 +.. SºC. Después, el papel con el micelio ya 
llltrado, es secado por 24 hrs. a 90 +.. SºC Transcurrido ese Uempo, son llevados a un 
desecador por una hora y pesados en una balanza analltlca. 

6.8.2 Ensayo microscópico. 

Con ayuda de una microplpeta con boquilla estértl se toman 50 mlcrolltros de muestra, se 
colocan sobre un portaobjetos y se obseNa en un microscopio óptico estudiando 
cualitativamente el desarrono y crecimiento del microorganismo. 

6.8.3 Detennlnaclón de pH. 

En un potenciómetro, marca Comlng el pH se mide directamente a las muestras del medio de 
producclOn. 

8.8.4 Determinación de <12úcares ll!duetores 

Soluciones: % 
A Sulfato de cobre pentahldratado 6.93 

B C4H4 KNa05.4H20 • 
+ 

Hidróxido de sodio 

3.46 

1.00 



e Yoduro de potasio 30.00 
+ 

0.3 mi. Hidróxido de sodio 1N 
o 2.38 mi. de Acido suHllrtco CONC. 2.38 

E Solución de almidón 1.00 

• Tartrato de sodio y potasio tetrahldrelado 

1. A 1 mi. de muestre completa de caldo de fermentación se agregan 0.5 mi. de acldo 
clorflfdrico 6N y se completa el volumen a 5.5 mi. con agua destilada. Se hldroliza a 120' 
por 15 minutos. Se deja enl'rlar y se agregan 0.5 mi. de hidróxido de potasio 6N (para 
neutralizar la reacción). 

2. Se realiza la curva patrón del mismo modo con 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 y 2.0 mi. de una solución 
stock de 30 gil de deXIJfna. 

3. En un matraz de 250 mi. se adicionan 20 mi. de agua destilada con 1 O mi. de la solución 
A, más 10 mi. de la sofuclón B y piedras de ebullición. Se agragan las muestras 
previamente hldrollzadas y se calientan a ebulDclón por 3 mln, se deja enl'rlar y se agregan 
entonces 1 O mi. de la solución e y 1 o mi. de I• solución D. 

4. Las muestras se titulan con tiosulfato de sodio 0.1 N, agregando 2 mi. de la solución de 
almidón después de un ligero viraje. Seguir titulando cuidadosamente hasta el vire de un 
tono azul Intenso. 

5. La determinación de azúcares, se realiza por medio de un regresión lineal cuya ecuación 
fa determina las concentraciones conocidas de la deXIJfna y la canudad de Uosulfllto que 
se utilizó en la tHllaclón. 

6. Los resultados se expresan en gramos por litro. 



7.- RESULTADOS. 

7.1 ADAPTACIÓN DE LA TÉCNICA DE VALORACIÓN MICROBIOLOGfA DE 
KANAMICINA. 

Para la cuantincación de kanamiclna de los expertmentos realizados en este trabajo se eligió el 
método convencional de cilindro placa reportado en la USP XX. 

Este mélodo se modJnco y se adaptó debido a que por la complejidad del medio de culttvo se 
dillcultaba la dil\Jslón del antiblóttco y la toma de muestras por Ja alta viscosidad. 

En esta prtmera parte de el trabajo se analizaron cualltattvamente los puntos que se 
mencionan brevemente a conttnuacJOn: 

7.1.1 Tipo do reaervor!o (para la cuantincaclón del antiblóttco). 
Para este am!íisls se utilizaron muestras de caldos de fenmentaclón de streptomyces 
kanamycettcus y soluciones de kanamlcina de referencia de la S.S.A. 

Penlclllndnos. (Ver Determinación de la Potencia de Kanamlcina). 
Se sigue el mismo método, pero en vez de cfrculos de papel nitro se usan penlclllndros, los 
cuales se estertllzan y se colocan con ayuda de un colocador de penlcilindros sanltizado, sobre 
la placa con base siembra, se agregan a cada uno, con ayuda de una pipeta estér1J las 
soluciones problema y la solución de referencia T3. Incubar a 37ºC por 24 hrs. y analizar los 
resultados. 

Poctto&. 
Hacer una suspensión de medio Nº 11 para antiblóttcos con el 1% de la suspensión del genmen 
de prueba. vaciar 21 mi. a cada caja pelr1 y dejar solldlncar. Hacer pocltos con un lubo estértl 
especial y agregar en cada poclto las muestras problema y la muestra de referencia (T3). 
Incubar a 32'C por 24 hrs. y analizar los resultados obtenidos. 

Los resultados se presentan en la tabla 1. 

TABlA1 
EFECTMDAO DE TRES TIPOS DIFERENTES DE RESERVORIO PARA LA DETERMINACIÓN 

DE t<ANMOCINA .. A", 

TIPO DE RESERVORIO RESULTADOS 
PEMCfLINOROS 1. Lot Mloe do lnNblc~ son emocfolypoco 

nJUdocl, dlk:Ultnndo kl detitrmtnaclOn d9 
Kanamlcin.•A•. 

2. otnclJ monlpuiod6n. 

CIRCULOS DE PAPEL FlL TRO 1. Halos de lnhlbklón clofos 
2. F6cl su manlpolaclón 

ORIACIO SOBRE AGAR 1. Mttodo c'*la!M> 
2.PoeoC!C9ClsoDMl!icuonttnc:ef 
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7.1.2 Factores que afeclan el halo de Inhibición. 

Mlcroorganlomo de prueba. 
Se probaron cepas nuevas del microorganismo do prueba (Staphylococcus aumus) ATCC-
6538P. 

Denoklad de el<lmbra. 
El microorganismo de prueba se mantiene en agar Inclinado que ha sido Inoculado con 24 hr.I 
de anHclpaclOn (Ver OetermlnaclOn de la Potencia de Kanamlclna). Se hacen suspensiones del 
germen de prueba ajustlndolas hasta obtener un 20, 25, 30, 35,y 40% do transmltancla, a una 
longlbJd de onda de 580 nm. Se hacen valoraciones microbiológicas con la solución patrón T3. 

Eope90r de medio ba$e. 
se renere a la capa de agar que estl en la base de la caja petr1 y que sirve como apoyo para la 
capa de agar siembra Inoculado con la suspensión del microorganismo rle prueba. Según el 
mélodo convencional deben de ser 21, pero por la cantidad do muestras analizadas se gastaba 
mucho medio No 11 para antibióticos. Asl que en vez de 21 mi. se agregaron 11 mi., 
observéndose que no hay ningún efeclo en el tamano del halo de Inhibición. 

Volumen requerido en Jos meclloo de papel flltro. 
Agregar a 6 clrculos de papel nitro esterilizados 15 micro litros de T3 con ayuda de una micro 
pipeta con punta estértl. Hacer los mismos pasos, pero con volúmenes de 20, 25, y 30 
mlcrolltros, dando un total de 24 clrculos do papel n11ro. Las muestras problema se analizan de 
Igual manera. La canudad requerida óptima se observa directamente en los clrculos de papel 
ftltro, es decir que no quede tan húmedo que se derrame sobre la superncle, donde se colocan 
Jos clrculos (base de vldrto sanltlzado), ni tan seco que no permita la dlfushln del antibiótico (por 
la baja concentración). Asl el volumen requertdo seré aquél que deje el papel húmedo 
completamente.(tabla 2) 

Tiempo de prodlfua!ón. 
se someten 2 cajas petr1 que contienen los clrculos de papel ftllro listas para Incubarse. a una 
Temperatura de 4•c por 1hr. otras por 2 hrs, y por últlmo a 3hrs, después de ese tiempo se 
colocan las cajas en la estufa de Incubación. Observar el efecto en el dlémetro del halo de 
Inhibición. 

Preanállols de las mueotraa de Jos caldoo de fermenlaClón. 
Se prueban concentraciones de 1.0 N, 0.5 N y 0.1 N de hidróxido de sodio con el mismo 
método que en el tratamiento de las muestras. El efecto se observa en el dlémetro del halo de 
Inhibición, (~la 2). 

EfeclD de la ooluclón reguladora. 
Preparar las soluciones de la curva estandar o patrOn como en la Técnica de Determinación de 
Kanamlclna (con agua destilada y eslertllzada). 



Praparar las mismas soluciones pero en lugar de agua usar solución amortiguadora de fosfatos 
0.1 N (18.73G de K2HP4 y 0.523g de KH2P04) en 1 lt. agua destilada y ajustar con hidróxido de 
potasio a pH = 8.0. 

La solución reguladora de fosfatos tiene un efecto negativo sobre la dl!Uslón del antibiótico 
afectando directamente el !amano del halo de Inhibición, por lo que se recomienda usar agua 
destilada y estenllzeda para evitar Interferencias. 

En la tabla 2, se muestra un resumen de las condiciones mas adecuadas para la cuantlncaclón 
de kanamlclna por valoración mlcroblológlce que se obtuvieron en este &studlo 

TABLA.2. 

CONDICIONES MAS ADECUADAS PARA LA TÉCNICA 

METODO ELEGIDO SEGUN •~ NICA RESERVORIO SOBRE PAPEL FILTRO 
VOLUMEN tECESNUO De MUESlRA Y OE REFERENCl.J. 2!5 tlJCRO LITROS 
PARA UNA COMPLETA DIFUSiON SOBRE l!:L N3Alt. 
TEMPERATURA DE INCU6AClON RECOMENDAOO 3PC 

PRETRATAAIENTO RECOMENDADO EN LOS CALOOS DE TAATAMENTOCONHIDROXIOOOE SODI00.1 N 
FERMENTACION. 
SOLVENTE llT1UZADO rnrro EN MUESTRAS DE !GUA DESK>NIZAOA Y ESTERR.. 
FERME.NTAClÓN Y UUESTRA.S DE REFERENCIA Y CURVA 
TIPO 

De acuerdo con las observaciones realizadas en cuanto al !amano, forma y nltldez del halo de 
Inhibición los efectos que se consideran más Importantes y que so deben tomar en cuenta para 
la valoración mlcroblológlca en placa son los siguientes: 

1. Microorganismo de prueba 
2. Densidad de siembro 
3. Espesor del medio base 
4. Volumen especlnco de estandar y muestra problema 
5. Tiempo de predlfuslón 
6. Efecto de la solución reguladora 

7.2 ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS COMPONENTES DEL MEDIO DE CULTNO PARA 
LA PRODUCCIÓN DE KANAMICINA 

Una vez que ya se contaba con un método para la cuantificación de kanamlclna, se procedió al 
estudio de mejoramiento del medio de cultivo. 

Pnmeramente se probaron seis medios de producción (tabla 3) que según la literatura (14) son 
productores de k•namlclna. Estos medios se sometieron a fenmentac!ón a una temperatura T= 
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29ºC, un pH = 7.0-7.2 una velocidad de agttaclOn de 300 r.p.m., en un tiempo de 168 h!S. de 
los cuales solo los medios 11, IV y V permitieron ldentincar kanamlclna por la presencia de halos 
de lnlllblclOn de crecimiento de Staphy!ococus aureus, como se muestra en la tabla 4. 

MEDIOI 

TABl.A3. 

MEDfOS CE PRODUCCIÓN RECOMENDADOS SEGÚN LA LITERATURA. 

MEDIO 11 MEDIO 111 
%(plv) %(p/v) 

TABl..A• 

MEDIOS PRODUCTORES DE KANANICINA 

MEDIOS De PRODUCCIÓN PROOUCCtóN DE KANANICIMA 

1 SiO 

" + 
~ SiO 

" +++ 
V + 
111 SiO 

1.00 
0.60 
1.00 
0.30 

%(plv) 

1.00 
1.20 
o.so 
O.DO 
0.30 
0.10 
020 

En la tabla se puede observar que el medio IV fUe el que produjo mi\s kanamlclna 
cualitatiVamente bajo éstas condiciones de temperatura y agitación mencionadas en el primer 
párrafo, tomándose éste como "medio basal". 



TW 5. c:<MJSICIOI< DI KIDIOS AllALIUOOS 

1 
~lllTIS 1 

" 1 
1 o s leili 

1 ll 111 !V V! V!! Vlll 11 11 ___ 1 

1 
A.ALK!Dlll< 1 to.o 10.0 to.o 10.0 10.0 to.o to.o to.o 20.0 20.0 20.0 
B. GLUCOSA 1 2.s 2.s 2.S 2.5 s.o s.o s.o s.o 2,5 2.s · 2.S 
C.HARIHASOYAI 6.0 6.0 t2.0 t2.0 6.0 6,0 t2.0 t2.0 6.0 6.0 12.0 
O.CSL 1 l.S 3.0 l.5 3.D 1.5 3.0 t.5 3.0 t.S 3.0 t.S 
l.llgS04 t l.3 t.3 5.0 5.0 5.0 s.o 1.3 l.3 1.3 l.3 5.o· 
f,!2HJ'O< 1 1.0 !.O s.o 5.0 5.0 5,0 l.O (.0 5.0 5.0 1.0 
G. CACOl 1 o.s 2.S 0.5 2.s 2.5 0.5 2.5 0.5 0,5 2.5 0,5 

KiCI 1 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 
m 1 J.O 3.0 J.O J.O J.O J.O 3.0 J.O J,O J.O 3.0 ____ 1 

Los tedios se aforan a 100 11 con agua desllneralizada y se esterlllun 
'CLS" Licor de coel1let1to de aalz 

TAl!l.A 6. 01500 r Rl&ILTAOOS oa. EFECTO DI LOS COOQIPTl5 on KiDJO BASAL 
PARA LA PROOOX!lll' DI !AllAlllC!HA 

DlSDIO Lt6 

1 1 mrus DI LOS IACTORIS 1 
1 ----1 1 
1 1 1 

111 1111 llV IV IV! 

·20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 
2,S. 5.0 . 5.0. 5.0 5.0 

t2.0 6.0 6.0 12:0 12.0· 
3.0 t.S 3.0 ·t.s 3.0 
s.o 5.0 s.o l.3 . ·1.3 
l.O 1.0 t.O s.o s.o 
2.5 2.5 o.s 2.5 0.5 
3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 
3,0 3.0 J.O 3.0 3.0 

RiSULTADDS 

1 . 1 
IFAcroRIS IALH!Dlll' GLUCOSA HARIHA 01 cst llgS04 IOIPO< caa>3 laltlC,llAI UHAll!ClKAll«<S. DI llI/lfOOACllll' i 
1 ¡ SlYA 1 llc/IJ l 1 , ____ ¡ 

1 1 1 
KIDIOS 1 1 l 1 
l 1 t t t l 1 1 
ll 1 2 t t 2 1 ¡¡ 120 1 
lll 1 t 2 2 t 1 23.B 72 1 
!V 1 2 2 2 2 1 1 
V 1 t 2 2 2 1 
VI 1 2 2 2 l 1 6.J t68 
Vll 1 1 1 1 2 1 26.36 120 
Vlll 1 2 1 1 t 1 
11 1 1 1 2 1 1 
1 1 2 t 2 ·2 1 
ll l 1 2 ·1 .. 1 l. 
lll 1 2 2 1 2 1. 20 120 
llll 1 ·I 2 1 2 · 1. 1 
llY 1 2 2. 1 1 .1 1 
IV 1 1 1 2 2 ·¡ .23,8 l 168 
IV! 2 1 2 1 1 I· 

l•nnc•sz11Hsssz:sss:ss:s=isasss11:i::n:russ:i::1:1::111111s:Hu:;izn=uuus~1ssn~~•11~:ras~ss"1u11~11n:11ss1:sssz~,¡11r::ususl 
• Resultados obtenidos de 16 aatraces por duplicado 



Con el lln de observar el erecto de cada uno de los componentes del medio basal en un ttempo 
mas corto se disefto un experimento multifactortal uttllzando Arreglos Ortogonales (ver anexo). 
Con base en un número de componentes del medio de culUvo se decld!O por un arreglo 
orlogonal L 16 2 (tabla 6). Este diseno es para factores con dos niveles, es decir, dos 
concenlraclonas diferentes de un mismo componente del medio (efecto lineal). As!, con bll9e en 
el dl!leno se prepararon 16 medios de prod\Jccion cuyas concentraciones se pueden oMervar en 
la tabla 5. De acuerdo a la tabla 6, se puede observar que de los 16 medios solamente se 
deteet6 lmnamlclna en 11, 111, VI, V11, XII y XV. 

Se calcularon loS efecto• de cada uno de los factores y componentes (ver anexo), siendo los 
retlAbldos loS que se muestran a contlnuaciOn: 

TABl.A7, 

EFECTO DE LOS COMPONENTES DE~ MEDIO BASAi. 

921 
6.78 ..... 
3.32 
1.711 
O.BI 
0.18 

...... 
24.14 
21.29 

6.29 
2.ftl 
O.IW 

Los resU!adOs se obselvan en la ngura 7A y 78 y !linio el almidón como la glucosa, el licor de 
coelmlentO ele malz, el SUifato de magnesio y el rosrato de pofa8lo presentan un erecto negaUVo 
al aumentar la concentmclón de laa mismas. Mientras que tanto la harina de soya como el 
carbonato de caldo prooontan un efecto positivo al aumentar su concentmclOn en el medio de 
etitiVo. 
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T.3 EFECTO DEL FOSFATO 

e1 siguiente experimento se planteo con base en el anterior, es decir, se realizo otro.diseno 
multifactorla\ con los cuatro prlmeros componentes que tuvieron un efecto mAs marcado como 
son la harina de soya, licor de cocimiento de malz, carbonato de calcio y fosfato de potasio 
sobre la producción de kanamlclna del experimento ll. Este esb.Jdlo consiste en un diseno 
experimental con tres niveles de concentraclOn para cada componente con el objeto de 
detennlnar si el efecto es cuadrático O lineal. 

Las concentraciones de los demés componentes se mantionen constantes. Para este estudio se 
utmzo un c1seÑo A.o. L19(3 4¡. 

TABlAQ. 

NIVELES DE CONCENTRAC10N UTILIZADAS EN LOS CUATRO COllPONENTES 
CON EFECTOS MAS MARCADOS SOBRE LA DE KANAMlCINA. 

NIVEL1 
12.0 
0.5 
2.5 
o.o 

NJVEL2 
18.0 

1.0 
5.0 
OJ5 

NIVELS 
24.0 
1.0 
7.0 
1.0 

Ya preparados los medios se sometieron a fermentacion encontrándose los siguientes 
erectos (tabla 1 O). 

TASLA10 

EFECTO oe LOS PRINCIPALES PR.OOUCTOftES oe KANAMClNA. 

EFECTO• 
2.13 
'2.10 
0.117 
OJl2 

%EFECTO•• 
30.98 
30A1 
14.70 

en la ngura 8 se observa que hay un efecto cuadréttco, es decir hay un efecto potencial en la 
curvatura bajo 3 niveles. Se pudo connnnar que las concentraciones que se obtuvieron en el 
experimento 11 (MM1) tanto de har1na de soya (12.0 gil), carbonato de calcio (2.5 gil) y ficor de 
cocimiento de malz (0.5 gil), sus efectos son posltiVos. En el expertmento 11 la harina de soya 
tuvo un efecto posltiVo al aumentar la concentraclOn de 6 a 12 gil, pero en este experlmento al 
aumentar la concentración a 1 B y 24 gil, tuvo un efecto negativo, por lo que la concentración 
recomendada es de 12 gil (fig. B). 



FIG 8. EFECTO DE CUATRO COMPONENTES 
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En lo que al ncor de cocimiento de mafz se renere (CSL), en el experimento 11 tuvo un electo 
poslllVo eobre la proctuccion de kanamlclna, al disminuir la concentración de 3 g/I a 1.5 gil, en 
este experimento se bajo a 1.0 y 0.5 g/I, observando un electo pos!Hvo a 0.5 gil (ng. 8). 

El carbonato de calcio tuvo un efecto positivo sobre la producción de kanamlclna al aumentar 
su concentración de 0.5 gil a 2.5 gil. PJ observar este electo se aumenta la concentración a 5 y 
7.5 gn, pero el electo resultó negativo, asr que In concentración recomendada en este estudio 
esde2.6gA. 

Las concentraciones obtenidas hasta este momento coinciden con el experimento 11, m4s no 
sucede lo mismo con el !os!ato de potasio, ya que al ~disminuyendo su concentración de 1 a 5 
g/l lnlclalmente en el experimento 11 hasta quitarlo por completo del medio se observa un electo 
positivo eobre la prodUcclón de kanamlclna, como se puede observar en la ftgura 8. 

De este experimento se obtiene un nuevo medio mejorado 2 con la siguiente composición: 

COMPONENTES 

7.4 EFECTO DE LA GLUCOSA 

TABLA11 

MEDIO MEJORADO 2 

10.00 
2.50 
1.20 
3.00 
o.eo 

12.00 

º"" 2.00 
0.00 

De aste experimento, nace una nueva hipótesis, pues seglln la literatura (12,19), puede haber 
una competencia de aslmllaclón de nutrientes del mismo grupo, especlncamente almidón y 
glucosa, pues la producción no empieza hasta que el microorganismo ha aslmüado la glucosa, 
retrasando as1 la producción. 

Por otra parte se sabe que la glucosa favorece el crecimiento de Streptomyces, pero tiene el 
Inconveniente que baja el pH del caldo de producción durante la slntesls del antibiótico 
disminuyendo por lo tanto el rendimiento. 

Por dichos motivos se retiró la glucosa del medio, y se realizó un nuevo experimento 
obtenléndOSll un Incremento en la producción de 21.8 mgll a 31.2 mg/I (ftg11ra 9), la glucosa 
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tiene un efecto negativo porque al quitarla del medio, favorece la producclOn de kanamlcina. El 
nuevo medio mejorado 3 tiene la siguiente composiclOn: 

COMPONENTES 

TABLA.12. 

MEDIO MEJORADO!. 

MEOto MEJORADO 3 
(,.,..) 

10.00 
.25 

3.00 
0.00 

12.00 
1.00 
2.00 

7.5 ESTUDIO DE OTRAS FUENTES DE CARBONO Y NITRÓGENO 

Los experimentos anteriores permtt!eron el mejoramiento del medio de cutt!Vo que se tomo 
como base para Iniciar los estudios do producclOn do kanamlclna. 

Sin embargo, los rendimientos de producclOn aún eran muy bajos por lo que se decidlO probar 
otras fUentes de carbono y nitrógeno, componentes que presentaron Lm mayor erecto wbre la 
prodUcclOn. 

Con el fln de observar el efecto de diferentes fUentes de carbono y nltrOgeno, se diseno un 
estudio con base en un arreglo ortogonal L o(3 •). 

En los experimentos anteriores se habla obtenido una produccron baja (31.2 mgl1); fUe entonces 
cuando se empezaron a probar otras fUentes nutrlentes que fUeran de bajo costo pero 
Importantes para la produccron de lranamlclna A. estas fUentes son ras que a conunuac1on se 
descnben: 
r. FUeNTeS De CARBONO 

AlmldOn 
Oextrtna 
Sacarosa 

rr. FUeNTeS De NITROGENO 
Licor de cocimiento de malz 
Harina de camarOn 
Nitrato de sodio 

111. Acrcos GRASOS 
Girasol 
Malz 
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Los demés componentes no sufren cambio alguno pues permanecen sus concentraciones 
constantes como en el MM3: Sulfato de Magnesio, Cloruro de Sodio, Cloruro de Potasio, 
Harina de Soya, y Carbonato de Calcio. 

Empleando el diseno mencionado, se someUeron nueve medios de producclOn a fennentaclón 
cuya composición y concentraciones se describen el la tabla 13 

'"°""" 

TABL.A1t, 

CONPOSICION oe llCDIOS oe PROOUCCION PARA EC ESTUDIO oe OTRAS 
FUENTES DE CARBONO Y NITRÓGENO 

fUUm! .. 
"00 

m"" 
' 

"" HCWAAOH 

"'"" 
CAA""'° SlffACaTE 

"'-aAASOL 

"""'' H SOYA noo •OO uoo •OO noo uoo 
oe~• ""' 300 300 300 JOO JOO lOO JOO 
OJMPOHENJlf'-9 "" "" ""' ""' "" ""' ""' ""' ·~ "" " "" "" ·~ "" """ '"' '"' "" "" "" '"' '"' 

... .. 

0200 uoo 
300 JOO 

""' ""' "" "" '"' '"' 
Se siguió la misma metodologla (material y método) y, a lo largo del proceso de fermentación 
se fUeron obteniendo las concentraciones de kanamlclna, para obtener les concentraciones 
méxlmas de prodllcclón por medio. De los nueve medios someUdos a fermentaciones sólo tres 
obl!Nleron valores slgn1ncauvos: 

-

TAStAU. 

CONCENl'RACIÓN DE KANAMJCINA EN EC ESTUDIO 
DE OTRAS FUENTES. DE CARBONO Y NrTRÓGENO. 

MEDIOS CONCENTRACKJN NPJUMA KANAMiCINA • ,_ .. 
1 0.00 
1 m.oo 
• 0.00 
(\/ 270.00 
V 3'0.00 
VI 0.00 
111 ...., .. 
\111 0.00 
IX 0.00 

ll 



TABl.A10. 

EFECTO DE LOS COMPONENTES DEL ESTUDIO DE 
OTRAS FUENTES OE CARBONO Y NITRÓGENO 

COMPONENTES EFECTO• %EFECTO•• 

73.33 B.73 ,.._ .. 24.00 
0.00 0.00 

90.00 10.72 
190.00 22.62 

0.00 0.00 

163.30 19.44 
116.60 13.88 

En la ngura 10 se observan los resultados de este expertmento. Tanto el almidón como la 
dexlrlna, el licor de cocimiento do malz, la hartna de camarón, aceite de girasol y aceito de malz 
presentaron un efecto positivo sobre la producción de kanamlclna, destacando el efecto do la 
hartna de camarón, dextr1na y aceito de girasol. 

7.8 EFECTO DEL ÁCIDO GLUTÁMICO 

En esto expertmento se Intenta esb.Jdlar el efecto de un precursor con un amino ácido llamado 
ácido glutámlco sobre la producción de kanamlcina 'A", con dos concentraciones diferentes 
MMAYMMB. 

TABLA111. 

COMPOStclÓN DE MEDtos DE PROOUCCtóN. 
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Los resultados se muestran en la tabla 17. El MM3 tuvo la concentración mas alta. Este medio 
no tiene écldo glut!mlco; en cambio el MMA tiene 2 gil de écido glut!mico y el MMB tiene 4 gil, 
observéndose un efecto negativo sobre la producclOn de kanamlclna. 

TABIA17. 

CONCENTRACIÓN MÁXIMA OBTENIDA 

MEDIO CONCENTRACION MAXIMA DE KANAMICINA • 
lmo/ll 

1&13 28.!IO 

MMA 15.25 - 13.60 



CINETICA DE PRODUCCION MB 
------------~~~-

18 66 114 162 

AZUC.REDUC.(g!l) - 12.5 9.75 3.9 7.5 

pH -1- 6.05 6.66 7.03 7.51 

PESO SECO (g/I) ""*"" 8.07 12.14 12.13 10.45 

KANAMICINA (mg/1)*1 O --- o o 0.84 0.75 ---------- -----
TIErv PO:: 1 HORAS) 



CINETICA DE PRODUCCION MM3 

AZUC.REDUC 
pH 
PESO SECO 

KANAMICINA 

.(g/1) 

g/I) 
(mg/1)*10 

20~~~~~~~~~~~~~~~-

15 

10 

19 66 114 162 

- 16.35 2.9 3.7 

+ 6.05 7.46 7.76 

* 6.79 10 8.9 

-- o 2.7 2.9 --------

6.~5 J 
7.79 

3.12 ·---
TIEMPO •.HCRAS; 



CINETICA DE PRODUCCION MM4 

A 
p 
p 

WC.REDUC.(g/I) 
; 
ESO SECO (g/I) 

K,, ti.NAMICINA (mg/1)*10 

1+ 

10 

+ 

-
+-

""*" 
-+-

18 

9.76 
5.76 
8.1 

o 

66 114 162 

3.7 3.7 1.71 

7.51 7.47 7.97 
10.5 10.5 "11.46 

2.6 10 ~·ª~~ 
TIEMPO (HORAS) 



8.- DISCUSION DE RESUL T ADDS 

La determinación do Medio Mejorado para la producción de kanamlclna partió do la elección 
del medio basal con mayor producción de kanamlclna entre siete diferentes medios 
productores encontrados en la llterabJra (14), bajo ciertas condiciones de temperabJra y 
agitación 

Los medlae eo oometiaran a fermentación. El halo con mayor dlémetra, el cual ee 
directamente proporcional a la concentración de kanamlclna, se encontró en el Medio N (ver 
rabia 3 y 4), razón por la cual se selecciono como media basal para Iniciar su mejoramiento. 

La valoración mlcroblológlca se tomo como la més adecuada para la cuantlncaclón de 
kanamlclna porque es un método més exacto y adecuado a trabajos slsteméticos. Una 
reducción en la actividad microbiana pueden revelar cambios que na son detectados por 
métodos qulmlcos y asl la potencia o acit\lldad de los antlblOtlcos puede ser demostrada bajo 
condiciones apropiadas por medio del efecto Inhibitorio en los microorganismos. La 
cuantlncaclón de la kanamlclna, a partir de la fermentación de Jos medios de producción, 
requiere una adapraclOn que diera valares reales de la concentración del antibiótico a lo largo 
del osbJdlo. 

Durante el proceso de adapraclón de la técnica de valoración microbiológica de kanamlclna se 
delectaron algunos factores que lnnuyen en la de la cuant1ncaclón: 

a Tipo de reaervor1o. Los clrculos de papel filtro resultaron ser los més convenientes por los 
siguientes motivos: 

Fécll manipulación. 
- Facllldad para leer los halos do Inhibición. 

Se observan circulas de Inhibición claros y nltldos 
So obtienen mejores resultados connables. 
R.aplda adsorción y fllcll difusión. 

- l'écll estennzacion. 

b. Factores que afectan el halo de Inhibición. 
Volumen especlnco de muestra problema y srandard necesarios para empapar y no 
chorrear el papel nitro. 

- La temperatura de Incubación de las cajas pelr1 es Importante porque Incide en el tamano 
del halo de Inhibición sobre el que, posteriormente, se calcula la concentración de 
kanamlclna. 

- Reallzar un pretratamlento a las muestras problemas de las matraces de producción, con 
et nn de ellmlnar toda la blomasa y compuestos con pesos moleculares grandes del caldo 
de fermentación, disminuyendo asl la Interferencia para la valoraclOn microbiológica. 

Con este pretratamlento de las muestras se pretende extraer toda la kanamlclna presente 
en el media, tanta la que se encuentra lntra cama extracelular. 
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- Se encontró que la soluclón amortiguadora referida en la USF' XX, inada como dtsolvente 
para las soluciones requeridas con concentraciones conocidas (soluciones de referencia; 
TI, T2, T3, T4 y T5) afecta directamente el !amano del halo de Inhibición, caso que no 
oCUtre cuando se Utillza únicamente agua desttlada y esterilllada. Este fenómeno pudo 
ocoofr por alguna Interferencia en la dlfuslón del anttblóttco en la capa siembra. (tabla 2.) 

Los nutrfentes de un medio de culttvo para la producción de cualquJer metabouto deben cumplir 
con 103 requerimle~ elementeles que sumlnlolren la energía apropiada pera el crecimiento de 
Slreptomyces kanamvcattcus y as¡ la síntesis de kanamlclna. 

en este estudio se observa, con base en los resultados, que todos los componentes analizados 
presentan un efecto sobre la producción de kanamlclna. Este efecto depende de la 
concentración a la que se adiciona al medio. 

Asl ra harina de soya, er carbonato de calclo, el llcor de coclmlenlo do maíz (CSL) y 
atmldón Uenen un erecto más marcado sobre la producción de kanamlcina: la har1na de soya 
presenta mayor producción cuando se encuentra a una concentración de 12 gil, el carbonato de 
calcio cuando es de 2.5 gll, el almldón a 1 O gJI y el licor de cocimiento de malz a 1.5 gil, como 
se puede observar en la granea 5 

El efecto de una mayor producción de kanamlclna, marcado por el carbonalo de calclo se 
debe a que el Ión Ca++ esttmula la enzima fosfatasa alcallna, compuesto Importante para la 
sfntesls de kanamlcfna; mas aún, cuando está combinación con el sulfato de magnesio la 
aclMdad de la enzima aumenta (3). 

En el caso de la glucosa se observa que la producción de kanamlclna disminuye cuando es 
utilizada a 5 gJI y 2.5 gil, provocando una represión catabóllca. 

La glucosa, al ser una excelente fuente de carbono y de energla para el crecimiento de 
streptomvces kanamvcettcus, ejerce un Impacto negativo sobre la producción de kanamlc/na 
(9). Este •• llamado represión catabólica de la glucosa (30), debido al efecto repreaor que 
ejerce sobre el metaboltto secundarlo, suprimiendo la formación del anttblóttco, y provocan al 
perecer, la Inhibición de la sfntesls de las enzimas Implicadas en la fonnaclOn de anttblóttcos. 
(gnlftca 3 y 5). 

otro efecto de la glucosa reportado por Basak (5) es que provoca una acldés del medio de 
producción, afectando directamente la slntesls de kanamlclna. 

El fosfato de potasio provoca una disminución en la producción de kanamlclna y el quitarse del 
medio de producción, la concentración de kanamlcina aumenta. Este erecto puede 
expllcarse, seglln Basak y Majumdar (3), que el rosrato de potasio actoa como un lnhlb/dor 
enzlm;!Uco tal y como se observó en el experimento 111. 

El sulfato de magnesio lnfclalmente se uttllzó a una concentración de 0.5% en el medio 
basal (tabla 14) observandose que ar aumentar su concentración a 1.25% la producción de 
kanamicina también registró un Incremento. 
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Sin embargo, al aumentar la concentraclOn al 5%, el efecto en la producclOn de kanamlclna es 
negativo. este efecto es debido a que el magnesio, aparte de ser un factor esencial para la 
energfa metabOlica, puede acl!Jar como esUmulante o lnhlbldor de las enzima Involucradas en la 
slntesls de kanamlclna, dependiendo da su concentraclOn.(11) 

Hasta este momento, utilizando los componentes antes mencionados, se obtuvo una producclOn 
de 31.2 mg/1 en comparación con la de 8.4 mglf del medio basal (tabla 18). 

Adicionalmente, con el nn de conUnuar Incrementando la producclOn del anUblóUco se buscaron 
otras ruentes de carbono y nltrOgeno. 

Al utilizarse Ja hartna de camarón, se encontrO que a una concentraclOn de 1.5 gil, tuvo un 
afecto muy significativo en la producclOn de kanamlclna (gnlflca 4). Este componente conUene 
glucosamlna que actlla como un precursor. Incrementando la sfntes/s de las enzimas 
Involucradas en le slntesls de kanemlclne (3,9). 

La Dextrina resulto ser una excelente fuente de carbono para la formaclOn de kenamlclna, al 
agregarta al medio a una concentraclOn de 10 gil se obUene un Incremento en la producclOn 
(gn!ftca 4). 

Al comparar el efecto de la dextrina con el almldOn, se observa un efecto muy marcado por 
parte de la de>drtna. La sacarosa utilizada en los medios de producción no reporta slnlesls de 
kanamlclna. 

Como se observa en la tabla 13 se probaron tnmblén aceites de girasol y mafz como ruantes de 
carbono sobre la producclOn de kanamlclna. El aceite de girasol a una concentraclOn 8 gil 
resulta tener un erecto mas positivo para la slntesls del anUblOHco. (ftg. 1 O) 

El nltrOgeno lnorganlco Nitrato de Sodio provoco un efecto negativo en la producclOn de 
kanamlcln•, el cual segOn Bosak y Majumdar (3) es debido al gran efecto lnhlbltorto de la 
enzima fosratasa alcallna, Importante para la produccJOn de kanamlclna, areclllndo de esta 
manera la blosfntesls del anUblOUco. 

También se observo el efecto del amlnoacldo. glutamlco, que no es muy claro, se~n Basak y 
Majumdar (3), actaa como un precursor. pero en este estudio provoco una producclOn baja 
(15.25 mgll) en comparaclOn con el MM4 (148.4 mgll) y aOn con el MM1 (25.2 mgll) (ver tabla 
18). Le acldlncacJOn del medio que provoca el precursor puede ser responsable, también, de la 
baja producclOn. 

En sfntesls, la producclOn de kanamlclna, al Igual que cualquier otro metabolfto secundarto, se 
ve afectada por la composlclOn del medio y les concentreclOn de cada uno de sus 
componentes. La composlclOn del medio y las condiciones de cultlvo afectan fUertemente Ja 
producclOn de kanamlcJna. 
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Consecuentemente este estudio permitió detectar cuales son los componentes mas Importantes 
en la producción de kanamlclna bajo las condiciones ambientales establecidas que serviré como 
base para mejoramientos posteriores del medio de cullfvo hasta alcanzar rendimientos que 
sean económicamente interesantes. 

el anallsls de factores ambientales como pH, velocidad de agltac!On, temperatura, y la 
respuesta de los microorganismos sobre peao seco y azucares reductores permite el control 
total del proceso as1 como su escalamiento para su producción a nlvei piloto. es Importante 
tomar en cuenta estos parllmetros porque nos da una visión mas detallada de las reacciones 
metabólicas que estan directamente relacionadas con el rendimiento de kBnamlclna. 
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9.- CONCLUSIONES 

1. Se realizaron esrudlos multlractortales para observar el erecto en la producción de 
kanamlclna de los diferentes medios reportados. su anállsls por arreglos ortogonales 
permitió su rormulaclOn. 

2. Todos los componentes del medio basal ttenen un erecto sobre la producción de 
kanamlclna. Elilo efecto dependo de la concentración en que se encuentren. 

3. En el medio mejorado 1 (MM1), la harina de soya y el carbonato de calcio aumentaron la 
producción de kanamlclna cuando se encuentran a una concentración de 12 gil y 2.5 gil 
respectivamente (tabla 18). 

4. También los sólidos de cocimiento de malz presentan mayor efecto positivo sobre la 
producción kanamlclna cuando se encuentran a una concentración de 1.5 gil (tabla 18). 

5, El fosfato de potasio junto con la glucosa ejerce un efecto negativo sobre la producción de 
kanamlclna, por lo que al obtener el medio mejorado 3 se suprimieron estos componentes 
(tabla 19). 

6. La harina de camarón como fuente de nitrógeno lllvo un efecto positivo muy Importante con 
respecto al licor de cocimiento de malz. El nivel de kanamlclna más alta (148.4 gil) se 
alcanzo al uttllzar la harina de camaron a una concenlraclOn de 1.5 gn. La harina de 
camarón parece actuar como un precursor porque contiene g1ucosamina, compuesto 
esencial en la sfntesls de kanamlclna (tabla 18y19). 

7. Como fuente de carbono la dexlrlna presento mayor erecto positivo con respecto al almidón 
a una concentración de 1 o gil. 

8. El ácido glutlmlco no parece tener efecto slgnlftcatlvo sobre la producción de kanamlclna 

9. De los seis diferentes medios mejorados obtenidos para la producción de kanamlcina de la 
cepa mutante de streptomyces kanamyceticus ol medio mejorado 4 (MM4) fue el que lllvo 
mayor producción de kanamlclna (148.4 mg/I), en relación a la concentración Inicial del 
medio basal (8.4 mg/ml.). 

10. Las condiciones ambientales recomendadas para la producción de kanamicina producida 
por Streptomyces kanamyceticus son: pH entre 7.0 ~.O, temperalllra de 29'C, y velocidad 
de agttaclOn de 400 r.p.m. 

11. El objetivo general se cumplió ya que se oblllvo un medio mejorado para la producción de 
lranamlcina partiendo de un medio basal. 

12. Oe acuerdo a los resultados de los trabajos experimentales elaborados las mejores fuontes 
de nitrógeno para la slntesls de kanamlclna por streptomyces kanamyceticus son: La 
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harina de soya, harina de camarón, y licor de cocimiento de marz. De carbono son: dextrina 
y en menor grado el almidón. Y como salea mlnerarn: el carbonato de calcio. 

3.00 3.00 3.00 3.00 
0.50 0.50 0.50 0.50 

12.00 12.00 12.00 12.00 12.00 12.00 
3.00 0.50 0.00 1.50 O.DO 1.50 
3.00 2.50 2.50 2.00 2.50 2.00 
1.00 1.00 1.00 

1.00 
8.00 

10.00 
2.00 

... 8.40 2!1.20 211!0 3120 148.«> 1".2!1 
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TABLA19 
CINÉTICA DE PROOUCCIÓN DE LOS SEIS MEDIOS OBTENIDOS 

MEDIO PNUU11ETROS TIEMPO DE FER MENTAC ION 
DETERMINADOS thr•' (hrs thrsl lhral 

1• •• "' 1•2 
loH 6.06 .... 7.03 7.01 
AZUCARES 12.M 9.7fi 3.90 7.50 
REDUCTORES lam 

MB PESO SECO !OJTI a.01 12.14 12.13 10.45 
CONCENTRACION O.DO o.oo 8.<0 7.48 
KANAM>CINA •-·" 

IDH 0.78 7.20 7.7'4 7.00 
AZUCARES 15.00 3.50 5.35 1.60 
REOUCTORES (Qff'> ,.,., PESO SECO fwTI 11.03 10.07 8.90 7.00 
CONCEtmV.clON O.DO 13.50 24.60 26.20 
KANAM!CINA •~" 

lnH 0.81 7.63 7!52 8.19 
AZUCARES 13.50 1.70 3.50 1.10 
REDUCTORES 1nm ,.,.. PESO SECO tam 8 .... 10.48 ..... 7.00 
CONCEtmV.ciON 0.00 21.80 21.50 18.20 

KANAMICH4 ·~ 

IDH 6.06 7.46 7.78 6.06 
AZUCARES 16.35 2.90 3.70 2.00 
REDUCTORES fa:n ,.,.. PESOSECOIG'll 6.75 10.00 8.90 7.75 
CONCENI"""""' o.oo 26.90 29.10 31.20 

KANAMICINA '""'"' ,___ 
·~ 6.76 7.61 7.47 7.97 
,\Z\.ICAAES Q.78 NIO 3.70 1.71 
REDUCTORES tam M,.. PESO SECO In/ti 8.10 10.50 NID 11..46 
CONCEtmV.ciON O.DO 26.DO 100.00 148.40 
KANAMICINA ,_,, 

IDH 6.'9 7.85 B.00 B.09 
AZUCMES 11.70 10.10 725 •. 60 
REDUCTORES la/O ,.,.. PESOSECOlall\ 1'4.70 10.00 NID 17.10 
CONCEtmV.clON 0.00 10 . .0 ,.~ 11.60 
KANAMICINA 
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FIG.11 
EFECTO DE LOS COMPONENTES PARA 

LA PRODUCCIÓN DE KANAMICINA 

o"-~~~-''--~~~-'-~~~~~~~~.c.L.~~~~,,__~~~-'~~~~..J 

HS CaC03 CSL ALMID Mg504 K2HP04 GLUC 



160 

140 

120 

100 

60 

60 

40 

20 

FIG. 12 
CONCENTRACIÓN MÁXIMA DE LOS MEDIOS DE 
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FIG.13 
EFECTO DE HARINA DE CAMARÓN 
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10.- RECOMENDACIONES 

- Estudiar el uso de más precUtSOres de kanamlclna. 

- Establecer un método de determlnaclOn de blomasa rapldo y preciso para poder determinar 
ol tiempo y condltlon"" de mayor productividad. 

- AnaflZar el efecto de la Velocidad de agitación sobre la producción de kanamlclna. 

- Reallzar mh estudios gen6ticos para la cepa de Streptomyces kanamycettcus. 

- Debido a que se utilizan materia prima no sintética (harina de camarón, llcor de cocimiento de 
maíz, harina de soya) es necesario un anallsls de proveedor para asr obtener 
especificaciones ffslcas, qufmlcas y bromatolOglcas de cada una. 
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11.· APÉNDICE 

11.1 ARREGLOS ORTOGONALES 

Un ARREGLO ORTOGONAL (AO) es una tracción de un experimento factortal completo, 98 
basa en una IBbla de enteros cuyos elementos de corumna (1,2,3) representan los nfVeles bajo, 
lnlennedlo y alto de cada factor de columna. Cada renglón del arreglo ortogonal representa una 
corrida, esto es un conjunto 09peclftco de nfVeles ractorlales por probar. Los hay de distintos 
tamanos, dependiendo del número de factores que se deseen estudiar en el experimento. 

Este método se utiliza con el ftn de maximizar u optimizar un producto o procesa y que sea 
lnallnslble a factores dlllclles de controlar o a variaciones externas. 

su principal caractertstlca de Interés practico es que cons!s!en del mlnlmo nomero de con1das 
experimentales capaz de no alfar factores principales del experimento. Ce hecho si se escogen 
cualesquiera dos columnas del arreglo, siempre 98 tendra un arreglo completo. Sin embargo, 
los efectos prlnclpales están afiados con Interacciones de dos factores. Seglln el Dr. Tag11chl, su 
experiencia en experimentación lndUstrlal le ha mostrado que las Interacciones de dos factores 
son raras, argumenta que no es necesario considerar expllcltamente lrrteracclones blfactorlales. 
Postula que es posible eliminar estas Interacciones especlftcando correctamerrle la respueslll y 
los factores de diseno o empleando un método de asignación de factor"" deslizantes para elegir 
los nfVeles d3 ros factores.(26) 

Un A. o. consiste de una malrlz cuyas columnas corr09ponderan a los factores del experimento 
y los renglones a las combinaciones de los ntveles de los factores namadas Tratamlerrlos. Los 
renglones daran lugar a las corridas experimentales. 

Anállala de la lnfonnaclón proveniente de un A. O. 

Paao1 
P2ra cada factor obtener el promedio de las observaciones correspondientes al mismo nivel. 

Paso2 
En el caso de un factor a dos niveles calcular el efecto del factor usando la fórmula: 

Efecto factor= Promedio nivel 2 ·Promedio nivel 1 

SI es un factor a 3 niveles calcular los efectos lineal y cuadn!tlco de la siguiente manera: 
Efecto lineal = Promedio nivel 3 • Promedio ntvel 1 

Efecto 
cuadrétlco 

Promedio (2) Promedio + Promedio 
Nivel 3 Nivel 2 Nivel 1 



Paso 3 
Realizar gráfica de los efectos calculados en el experimento. 

Paao4 
Calcular el % de cada factor 

EJEMPLO 

E,_ calculados del eJCperlmenlo 7.2 

UtillZando el procedimiento explicado en los párrafos slgulentee. 
OISEtilO: L1G(2)7 

Este diseno se refiere a 16 muestras problema, con 7 factores (componentes del medio), a dos 
nlvelee (dos concentraciones diferentes) 

1. Para sacar el promedio de cada factor se tomara como base el diseno arriba mencionado. 

CORRIDAS F A c T o R E s 
A • c D e F G 

1 1 1 1 1 1 1 1 
2 1 1 1 2 1 1 2 
3 1 1 2 1 2 2 1 

• 1 1 2 2 2 2 2 
5 1 2 1 1 2 2 2 
e 1 2 1 2 2 2 1 
7 1 2 2 1 1 1 2 

• 1 2 2 2 1 1 1 
9 2 1 1 1 1 2 1 
10 2 1 1 2 1 2 2 
11 2 1 2 1 2 1 1 
12 2 1 2 2 2 1 2 
13 2 2 1 1 2 1 2 

•• 2 2 , 2 2 1 1 
16 2 2 2 , , 2 2 
16 2 2 2 2 1 2 1 

Como ejemplo se analizará el factor "C" que corresponde a la harina de soya (tabla 5) del 
experimento 7 .2 

Paso 1 (tabla 6) 
1. Promedio factor ·c· (nivel 1) = 2.54 

2. Promedio factor "C" (nivel 2) = 11. 7 



Paao2 
Erecto factor " e• promedio - promedio 

nlVel 2 nlVel 1 

Efecto factor" C" = 11.75 2.54 

Erecto factor• e· 9.21 

Paao3 
Grallcar el erecto del nlVel 1 y el nlVel 2. 

Puo4 
Seguir el mismo procedimiento para todos los factores (A, B, D, E, F y G). 

Paso a 
Calcular el % de cada factor. 
Erecto A + Erecto B + Erecto e. Efecto G = 28 

% Erecto "C " = (efecto C)(100)/ 28 

% Erecto •e" = (9.21) (100)128 

% Erecto ·e • = 32.89 



11.2 MÉTODO CILINDRO PLACA 
EJEMPLO 

1. Cu!Ya •!andar de eulfalxl de lcanamlclna. 

--c......,.¡6n --e~·-

-a)T1 •8.49 
b)T2•9.00 
c)T3• 9.41 
d)T4•10.00 
e}T5•10.66 

T3 " 
ID.DO 9.DO 
9.50 9.DD 

ID.DO 9.DO 
9.DD 8.DO 

10.0D 9.DD 
10.00 8.00 

9.7& 8.83 

.0.34 

8.49 

T3 12 T3 T4 

9.DD 9.DO ID.DO 
9.00 9.DD 9.DO 10.00 
9.DO 9.DO 9.DD 10.00 

10.00 9.DD 10.0D 9.50 
9,0D 9.DD 9.00 9.DO .... 9.00 9.00 10.00 

9.~1 9.00 9.16 9.7~ 

D.00 D.25 

9.00 ID.DO 

A• 3(e) + 2(d) + (e) -(a)/5 
A- 3(10.66) + 2(10) + (9Al}-(8.49)15 
A=10.!IO 

B• 3(a) + 2(b) +(e) - (e)/5 
B• 3(8.49) + 2(9) + (9.41)-10.6615 
P.IM 

T3 T5 

ID.DO ID.DO 
9.00 ID.DO 
9.DO 11.DO 
9.DD ID.DO 

10.DD ..... 
9.00 ID.DO 

933 tD.M 

D.00 

ID.66 



MÉTODO CILINDRO PLACA 

2. Valoración mlcrobloi6glca da kanamlclna 

DATOS DE 
CURVA 
STO 
J¡,.10.58 
e-. 1.44 
XT•• 8.41 

T3 ,., T3 M2 T3 ... T3 ... 
9.tiO 8.00 9.00 8.00 9.00 8.00 9.00 8.00 
9.00 800 9.00 8.00 9.00 8.00 8.00 8.00 
9.00 8.00 9.00 8.00 9.00 9.00 9.00 8.00 
9.00 800 9.00 8.00 9.00 900 9.00 8.00 
9.00 8.00 9.00 8.00 9.00 9.00 9.00 8.00 
9.00 8.00 900 800 9.00 8.00 8.00 8.00 

.......... 9.20 8.00 9.00 8.08 9.25 8.00 6.75 8.00 

ComcQón D.16 0.<41 0.16 D.66 

-· 8.16 8.49 8.16 8.66 
-•do 
La concentración de kanamlclna se obtiene extrapolando los datos de cada muestra M1, M2, 
M3 y M4 (promedio corregido) en la grl!Hca de curve standar. 
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