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1.- RESUMEN DE TESIS.

Este frabajo esta enfocado haclia el mejoramiento del medio de cultive, con una cepa mutante
de Streptomyces kanamyceticus para la produccién de kanamicina "A".

Como primer paso se selecciond urt medlo de produccién para kanamicina entre los diferentes
medios que fueron identificados en [a fiteratura. Esté se tom6 como base para estudiar el efecto
de fos componentes en el rendimiento de la preduccién del antibiético.

Se reallzaron estudios utlizando disefos experimentales multifactoriales, variando las
concentraciones de los componentes del medio basal que se ha reportado que tienen un efecto
marcado en la produccién do kanamicina, entre las que se incluyen:

A.  Fuentes de carbono {almfdén Y glucosa).

B. Fuentes de nilrGgeno (harina de soya y de nralz).

C. Sales inorgénicas (fosfato de potasio, carbonato de calcio y
sulfato de magnesio).

Para efectos de la determinacién de la concenfracién de kanamicina "A” se emple6 fa técnica
de valeracién microbioidgica para fa cuantificacién de antibiéticos.

Adiclonalmente se estudiaron los efectos en la produccidn de kanamicina "A" de otras nuevas
fuentes de:

A. Carbono (dextrina y sacarosa).

B. Nitrdgeno (harina de camarén y nitrato de sadio).
C. Aceltes vegetales (girasol y malz}.

D. Acido ghitsmico

tos resultados cbtenidos, a partir de las diferentes combinacicnes de componentes y
concentracionss, permitieron conformar un medio de cultivo mejorado para la produccién del
matabotlito con rendimientos superiores a los alcanzados cn el madio basal,



2.- INTRODUCCION.

La explotacién de microorganismos para a produccién de alimentos es una caracter(stica
comuin de las civilizaclones antiguas. En al siglo XVI, por ejemplo, los exploradores
espafioles descubrieron el cultivo det alga verde-azul (Spirulina) entre las comunidades aztecas.
(30)

L.a palabra Blotecnologla esta formada por dos vocablos: Bio, que viene del verbo "bios” que
significa vida y qus llevd a la palabra blologla a! principlo de! sigio XIX, y Tecnologla que
proviena del griego "tecnoiogfa”, que aparecidé en 1956 en los textos franceses y significa "ef
estudio de las técnicas de las herramientas, de fas méquinas y de los materiales”. Si la biofogla
a3 una clencia da la naturaleza, una ¢lencia del laboratorio, la Biotecnologla es en sf una clencia
que utlliza la materia viviente para degradar, sintetizar y producir los materiales en forma factl y
con buen rendimiento econémico. Aprovecha las enzimas, libres o fijas, los microorganismos y
las estructuras subcelulares activas (blocatalizadores) (26).

Asl l1a Blotecnologia se caracteriza por su aspecto Interdisciplinario y sistematico,
Brevements estamos en la encrucijada de clenclas como la quimica, Ia bloqufmica, fa ingenleria
enzimética, la ingenieria quimica ¢ Industral, Ia microbiologla, la ingenierla genética, la
ingenierfa microblolégica, las matemdticas, la informética, etc. (26).

El desarrollo de Ia biotecnologla se basa en Ia viabilidad que proporciona disponer de métodos
viables para el mantenimiento de monocultives en grandes fermentadores. La obfencién de
productos farmacéuticos a partir de microorganismos fue considerada inconcebible en otras
condiclones que no fueranias de cultives puros.(30)

Gracias a esta clencia, se han fogrado progresos importantes en la agricullura, alimentos y enta
medicina. Un ejemplo de esto, es que a mediados de 1891 en Estados Unidos estaban
sometidos a revision reglamentaria mas de 130 productos farmacéuticos derivados de la
biotecnologia destinados a combatir dolencias, que van desde la hemofilia hasta ¢! SIDA y
desde la anemia hasta la leucemia.

En resumen I3 blotecnologla ttene numercsas aplicaciones tradiclonales y nuevas;

Las industrias agroalimentarias

L.as industrias quimicas y farmacéuticas

La produccién de alimentos con concentrados de protelnas
La produccién de alcoholes

La industria cosmética.

paoTe

Por lo tante si se qulere conseguir que una aplicacldon amplfa y juiclosa parmita satisfacer los
fines humanos y amblentales, los beneficios de |a biotecnologia deben compartirse entre palses
desarrollados y en desarrollo, gracias en parte a una sélida cooperacién entre clertificos e
investigadores.



21 FACTORES IMPORTANTES EN UNA FERMENTACION

2.1.4 Fermentacién.

Incluye numerosas raacclones de dxido-reducclén, en [a cusl compuestos orgénicos usados
como fuentes de carbono y energla actian como aceptores o denadores de lones hidrégeno.

2.1.2 Proceso fermentativo.

Los procesos hiotecnoldglcos generalmente tienen lugar en cultivos sumergldos, Esto implica et
crecimiento de crganismos en una suspensitn acuosa en tangues de cuttivo que se conocen
como fermentadores. Las palabras “fermentador” y “fermentaci6n” usadas en este contexto
son, estrictamente hablando, términos errdnecs. La fermentaclén es un tipo de catabolismo
especifico, que se refiere a menudo a |a degradacion anaerébica de la glucosa para dar etanol
y 4cido lactico. Ha adquirido, sim embargo, la consideracién de una palabra aceptada de
manera que la fermentacion de etanol, por ejemplo se reflere a la producclén de etanol. De
manera andloga, |a palabra "fermentador”, se aplica para describle un tenque en el que se
cuttivan les microorganismos, mientras que los "productos de fermentaclén” se refieren a los
matesiales acumutados en (os cultivos, tales como alcoholes &cidos, antibléticos y enzimas (10).

En resumen involucra ef someter un microorganismo productor a una fermentacién en un medio
optimo de cu'tivo sumergido agitado, sumergido no agitado o semisdlido, segun sea el caso,
con cierfos nutrientes para su crecimlento y reacciones metabtlicas y bajo clertas condiciones
amblentales (pH, temperatura, efc.) con ei fin de obtener productos de Interés indysirial. De una
manera esquematicamente se puede representar as:

MICROORGANISMOS ¢+ NUTRIENTES + CONDICIONES .
ANBIENTALES

* Feamentacin, MICROORGANISHOS  + COs¢ + PRODUCTOS

Por lo tanto para que un proceso fermentative sea satisfactorio, hay algunas condiciones
Importantes que hay que tomar en cuenta;

Qptimizacién de! medio de cultivo.

Condiciones ambientaies adecuadas: pH, oxigeno, alreacién y temperatura.

Mejoramiento de cepas mejaradas de microorganismos.

La adicion de sustancias quimicas al medio que sirven de precursor para la

sintesis del metabolito deseado.

Optimizacién de los métodos de recuperacién del producto que estén en el medio de
fermentacién.

hall o> B o

»



Ademas deba considerarse las caracter(sticas fisicas y de operzcién del racipiente en donds se
lleva a cabo - el fermentador - y las operaciones que se efectlan antes y después de la
fermentacion.(22)

2.1.3 Metabolito primario y metabolito secundario

Cuando un microorganismo crece en un amblente en el cual todos sus nutrientes esenclales
estén en exceso, estos nuirientes se fransforman en los productos finales del metabalito
energetico, en calor, o blen en los compuestos requeridos para la producclon y da lugar a
nuevas células. Estas dos categorfas de compuestos requeridos para el crecimiento se conocen
como METABOLITO PRIMARIO. Los metabolitos primarios son direccionales y un error en la
blosintesis es letal para la célula, cosa que no pasa con los metabolitos secundarios. (16)

Algunos metabolites de este tipo son los aminoacides, 4cidos orgéni ledtidos, grasas,
vitaminas, polisacaridos y enzimas. Todos los metabomos ameriores consh"myen la blomasa
celular.

Un metabolito secundario se produce cuando la concentracién de un sustrato limitante de!
crechniento  va disminuyendo hasta aproximarse al valor Ks (constante que representa is
afinidad del organiamo por el sustrato limitante de! crecimiento) del cuftive y, cuando esto
ocurre, algunos cultivos microblanos sintetizan y excretan compuestos conocidos como
METABOLITOS SECUNDARIOCS, Las sustancias que mas han contribuido a la Importancia
comercial de los procesos microblanos fndustriales en Biotecnologfa. (16)

Algo muy importante es que los metabolltos larios son compuestos no esenclales para el
crecimiento exponencial. Enfre este tipo de metabolitos se encuentran los antibiéticos que desde
el punto de vista comercial son los maa utllizados; entre los que se Incluyen: {a peniclina, los
aminoglucésides, las cefalosporinas, polienos y tetraciclinas. Las toxinas y los aicaloides dan
cuenta del resto de metaboltos secundarios.



3.- FUNDAMENTACION

31 POLITICA DE FOMENTO

La industria farmaceutica establecida en el pals es dependiente del exterior por lo que respecta
a tecnologfa. Las empresas del capital mayoritario obtiene la tecnologia directamente de sus
casas matrices y las dei capital mayoritario nacional tienen problemas para fa obtencién de la
misma,

La mayor parte de los principios aclivos de los medicamentos que se utifizan en nuestro pals
son importados, razén que se incrementa el costo de produccion,

En promedio durante e! pericdto 82-83, la balanza comercial de los princlplos activos fue
deficitaria por cerca de doscientos cincuenta miiones de délares. En confraste las predicciones
de la demanda de medicamentos prevela que ja capacidad instalada de la industria
farmacéutica era suficlente para satisfacer los requerimientos hasta 1880 en (a mayorfa de
las ramas fanmacéuticas.

Con el fin de abatir fas importaciones, depender en menor medida del exterior y reducir costos
de produccin es importante establecer una estrategia tecnolbgica propia para el desarrollo de
principios activos a travas de la conjugacin de ios recursos del pals en este campo, y la
vinculacidn entre centres de investigacién y desarroflo con el sector productivo.

En principio el Gobiemo Federal a fravés de la Secretaria da Comercio y Fomento industrial,
formul6 el programa integral de desamroilo de la industifa farmacéutica 1864-1988, En dicho
documento se establecia como uno de sus objetivos el contribuir al fortalecimiento de la
independencia econémica del pals, Incrementando fa preduccion nacienal de materias primasy
principios activos.

Asl mismo consideraba establecer una sélida estructura tecnoldgica que sirviera de base
para el desarrolio de I indusiria farmacéutica.

La estralegia contemplaba fres vertientes fundamentales: Ja oflentacidn de producclon de
acuerdo con las necesidades nacionales, fortalecimiento de la participacién de las empresas
mexicanas en este sector y las adecuaciones al sistema de comercializacion existente.

Como Instrumento de politica se eslablecla que el esquema de dasamollo tecnoidgico serla
otientado hacia la investigacion bésica, fa asimilacién y adaptacién tecnolégicas para fa
produccitn de farmoquimicos prioritarlos y el acopio y difusién de informacién sobre nuevos
desarrollos tecnolégicos a nivel mundial.

Se presta especial atencién al desamollo de tecnologla aplicada, apoyando programas
especlficos para la produccidn de farmoquimicos prionitarios, asl como respaldando las



labores de desarrollo tecnoldgico, de centros de investigacién pablicos y privados mediante la
apertura de programas de financiamiento preferencial, fesgo compartido y subvenciones.

Por Ultimo, se establecfan algunas medidas de protecclén para los principios actives al
mantenarse el requistto de permiso previo a la Importacién, otorgandose solo cuande no
existiese fabricacion nacional © se demostrara que ésta era insuficlente, los aranceles se
mantendrfan bajos para no presionar los costos de produccién.

En aspeclal, estas medidas de fomento son mds agresivas para aquellos productos
farmacéuticos que se consideran priorttarios dentro de la estrategia de desarrollo de la industria
farmacéutica. Entre ellos, de los derivados de Ia fermentaclon como productos Intermedios se
cataloga la kanamlcina.(21)

3.2 ASPECTOS DE MERCADO

L.a demanda en el mercade mundial de kanamicina, se astimé alrededor de quinientos millones
da délares para el aflo de 1978. Existen cuando menos diez empresas que producen este
principio activo per fermentacién sumergida y se encueniran en Europa y Asla,

La tecnologla empleada es un proceso convenclonal de fermentacion sumergida patentada
desde hace mas de diez aftos en Japén, que se considera ahora del dominio pablico,

Para el mercado mexicano se estima el consumo de kanamicina en poco menos de diez
toneladas, que representan ventas por alrededor de dos millones de délares anuales. Este
hecho hace Incosteable la Instalacién de plantas de fermentaclén de origen extranjero, por los
altos costos de sobrefacturacién de materias primas y de Inversién en activos fjos de
Importacién.

La produccién de kanamicina es bésicamente obtenida per una sola empresa que adquiere del
exterlor extractos crudos comtaminados de 1sémeros que somete a un proceso de purificacln.

Ante las condiclones de apertura comerclal, se hace Indispensable para garantizar Ja
competitividad del producte naclonal, que la empresa se integre en forma vertical con el fin de
abatir costos y eliminar su dependencia con el exterlor.(21)



4~ GENERALIDADES SOBRE LA KANAMICINA

Los antibibticos son substancias producidas por microargamsmos que tienen el poder de inhibir
0 de destrulr a olros microorganismos. Su interés econémico deriva de la utiizacion médica
para [uchar contra enfermedades infecciosas. Se frata de substancias agpecificas, que pueden
interferir diractamente an la proliferacién del hudsped y su caracterlstica esencial as |a toxicidad
relativa. Se distinguen varios tipos de antibiéticos segln su estructura quimica y sus diferentes
mecanismos de accién. Por ajamplo;

A. Penicilinas. Actian en la pared celular.

B. Antibisticos polipeptidicos, actiian a nivel de 1a membrana.

C. Antbisticos aminoglucésidos, macrolldicos, tetracictinas, y ofros antibiéticos como el
clorafanicol; interfiaren en la sintesia de protefnas.(26)

El género Streplomyces agrupa a una gran parte de los Inicrootganismos productores de
antbléticos.

41 KANAMICINA Y SU IMPORTANCIA cLINICA

La kanamicina es un antibidtice descublerto en Japon, por Hamao Umazawa en 1956, desde
entonces el antibiético ha sido empleado como agente terapéutico de amplio espectro para
enfermedades de origen bacteriane como lo es {a tuberculosis y, en especial, en infecciones
causadas por microorganismos resistentes def aparato genitourinario, respiratorio, digaestivo y de
Ia plel. Comunmente, la kanamicina ee emplea en forma de suifato de kanamiclna contra
infecciones causadas por bacilos gram {-), infecciones pulmonares por especies del grupo
Klebsiella spp, en infecciones por Staphylococus aereus, en endocarditis bacteriana y en el
tratamiento de gonorrea. (1,6}

La Kanamicina es un antibidtico del grupo denomittado "AMINCGLUCOSIDO" al cual
pertenecen también la ESTREPTOMICINA, NEOMICINA Y GENTAMICINA. Su efecto es muy
similar a la estreptomicina. Se trata de un complejo en donde el componente mayor es la
kanatnicina "A", adem4s contiene las kanamiclnas "B" y "C".

4.3 ASPECTOS CLINICOS

CONCENTRACION MAXIMA EN SANGRE ; 20-30 mg/ml. (vla intramuscutar)

CONCENTRACION MAXIMA EN CRINA :  mas de 250 mg/ml.

TOXICIDAD : Evitar administrar sobredosis (mas
de 15 g).
Puede provocar dafio renal y puede
causar sordera {6).



44 (QUIEN LA PRODUCE?

La kanamicina es producide por un microorganismo procaridtico habitante del suelo
denominado Streplomyces kanamyceticus, perteneciente al grupo de los ACTYNOMYCETOS.
Estos microorganismos son gram posfivos que tenden a crecer lentaments formando
flamentos ramificados. En algunos géneras, fos flamentos se fragmentan rapidamente durante
el crecimiento y originan células pleoméricas de aspecto semejante a las micobacterias. El
cracimiente filamentoso da lugar a la formacifn de colonias con micelics. Por otra parte, clertos
aclinomicetos suelan ser patdgenos.(1)

Las caracterfsticas que permiten ciasificar a jos acinomycetos entre ias bacterias son:

Carecen da membrana nuclear (son procariotes).

Dimenslones semejantes al de las bacterias.

Paredes celulares parecidas a las bacterias (dcldo muramico y 4cido diaminopirimidico).
La Innibicién de su crecimiento se leva a cabe por agentes antimicrobianos.

Mo sor sensibles a log antibléticos pollénicos de ntensa acclén fungicida.

Las formas méviles poseen fiagelos similares a los da {as bacteriaa.

Existen formas aeroblas, anaersblas y quimioautdtrafas.

oMmMpom>

4.5 MECANISMO DE ACCION

Los antibistices aminogtucésidos actian sobre ta sintesls de protelrias en jos ribosomas de fas
bacterias. Seliga alos ribosomas de jos microorganiamos sensibles, cavaando muerte celular at
produck cambios genéticos, aberantes en fas células. La resistencia en la kanamicing sucede
cuando fas células no captan diche antibidtico o 5o modifica genéticamente ei sitio ai cual se une
{a kanamicina en los rdbosomas de las células, permitiendo asf, que continde Ia sintesls normat
de las proteinas.{8)



4.6 ESTRUCTURA DE LA KANAMICINA

La estructura de la kanamicina fue tulada en el Chemical Abstract bajo el titulo de D -

DEOXIESTREPTAMINA, 0-3-amino-3-deox-8-D-glucopyranosyl{{—6)-0-{6-amino-6-deoxy-6-D-
glucopyranosyl - (1—4)-2-deoxy. (8)

FIG. 1 ESTRUCTURA DE KANAMICINA.

1= Anting ~b—=ileaxy ghicose

(R = Niiy, R' = O CH,R

0 Neamine
Neosamine C (R=R"=NH,).
(R=PR' =Nil) HO QH Paromamine
Glucosamine RO (R =0H, R'= NH,)
(R = Ol R' = NH,) ~ :
: Deoxystreplamine )y
OH
HOCH,
(o]
. i Kanosaminido -
Kianosamine ,
HO deoxystreptamine
(o], P
R R'

. Kanamycin A NH, OH
Kanamycin B NH, NH,
‘KmmmycinC " OH NH,

11



4.7 ESTUDIOS REALIZADOS SOBRE KANAMICINA

Las especies de Sireptomyces spp requieren de algunos minerales especificos para su
cracimlento y actividades metabdlicas, actuando como coofactores bioquimicos que ayudan a
las enzimas invelucradas en (a alntesis de los antibléticos aminoglucosidos.

El requerimiento de varias sales como magnesio, calcio, fosfato, sodio, dependen del tipo de
microorganismo, asl como de Ia naturaleza det medio.

Un considerable nomero de estudios e Investigaciones se han realizado acerca del crecimlento
de micreorganismos en la biosintesls de antibiéticos, pero hay pocos sobre los requerimientos
de salas Inorgdnicas y nutrientes organicos sobre ACTYNOMICETOS, en medios complejos
para producceién industrial.

Basak y Majumdar (1975) describen los efectos de las sales inorganicas y el papel que juegan
las enzimas: fosfatasa alcallna, kanamicina acetil fransferasa y kanamicina acetil
aminohidrolasa, por estar directamente involucradas enla sintesls de kanamicina. Estos autores
explican que el fosfato Inorganico, dependiendo de su concentraclén, inhibe la enzima fosfatasa
mientras que el calclo y el magnesio estimulan a la enzima aumentando la produccién de
kanamicina. El efecto del nitrégeno inorgdnico, que también ha sido estudiado, reporta una
drastica disminucién de la produccién de kanamicina alincorporar al medio de cuftivo cloruro de
amonto y nitrato de amonio al 0.1%. (3). Hotta y Okaml (1976) reportan que el magneslo a una
concentracién de 5 a 20 M estimula, significativamente, la produccion de kanamicina debido al
incremento en la actividad de formacién de las de enzimas promoviendo la sintesis de
kanamicina (11). Basak (1978) menciona en un estudio que la glucosamina incrementa
notablemente la sintesis de la enzima fosfatasa alcalina, estimulando asl el aumento de
kanamicina. (3,9)

También las fuentes de carbono y nirégeno juegan un papel muy impertante para el
crecimlento del microorgantsmo, Basak y Majumdar (1873) analizaron diferentes fuentes de
carbono observandose un efecto mayor sobre fa produccion de kanamicina con dextrina,
almidén soluble y D-galactosa. Tamblén deseriben en su trabajo que ef uso de alcoholes como
sorbitol, butanol e inosttol provocan una produccién de kanamicina muy baja. Como fuentes de
nitrégeno, especlalmenta como precursores, analizan el efecto de los aminoacldos como L-
acido glutdmico, DL- alanina, L-histidina, provocando una sintesis de 570 mcg /ml. Ademds
encontraron que no hay una refaclén directa entre el crecimiento do! microorganismo y fa
sintesis del antibiético. Los filamentos del crecimiento, tienden a crear altas viscosldades en el
caldo de produccion, Impldiendo la transferencla de oxigeno. El valor de pH |uega un papel
Importante para ia sirtesls de kanamicina, porque si el pH del medio de produccién se acidifica,
entonces [a sintesis de kanamicina disminuye; recomendando un pH éptimo de 8.0 ya que todos
los aminoglucdsldos sen mds activos en medio alcalino {5)

Umezawa et al.(1957) estudiaron las fuentes de carbono para la produccién de kanamicina en
un medio complejo y reportaron que fa glucoea, maltosa, dexirina, almidén, lactosa y sacarosa
son [as mejores fuentes de carbono para Streptomyces kanamyceticus; aunque con fa



desventala de una represidn catabdlica por parte de {a glucosa, que ocasiona una disminuciin
drastica sobre ef rendimtento. Analizando fo anterior se puede entender con mayor claridad {a
importancia que tene la concentracion de los componentes de un medio de produccion por
fermentacidn, slendo un factor primordial, porque, en algunos casos. aunque se fengan los
nutrlentes mas importantes para un microorganismq productor sino se cuenta con las
cancenfraciones dpimas se pueden inhiblr 8 estimular la produccion del metabolito secundario.

El estudio de ja sintesis de anfibléticos usualmente Involucra fa bdaqueda de un medio 6ptimo
para la produccion. La manera mas usuat es haclendo un estudio sistaméatico de compatibilidad
de un namero largo de {uentes de carbono, nitrdgeno y iones metailcos (sales inorganicas), para
la forrnacion def compuesto de Interés.

43 FUENTES NUTRICIONALES IMPORTANTES PARA Streptomiyces kanamyceticus

La designacion de un medio de cullivo para el crecimlento de Streptomyces kanamyceticus y ta
produccidn de kanamicina A", es un paso clave que asegura el éxifo del proceso de
fermentacién, ya que los nufrfantes def medio deben de cumplir con los requerimientos
elernentales que suministren la energla aproplada para et crecimiento celuiar y sintesis del
antibiético. Por tal moetivo es necesaro estudiar ¢f efecto de los componertes del medio de
cultivo pera Ja preduccién de kanamicina (28)

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

481 Nitrégeno organico.- St tra al microorganismo, péptides amnoacidos n rios
para su creclmiemo Enfre las materias primas que sirven como fuente de nitrégeno estdn,

Extracto de came

Harina de soya

Paptona de caseina

Extracto de fevadura

Licor de coclmiento de malz (CSL)
Acido giutdmico

(R Pl oS

482 Carbono,- Este constftuye !a fuente energética dal microorganismo. Las fuentes de
carbono cue pueden ser utilizadas preferentemente son:

Almidén
Dexirina
Glucosa
Sacarosa
Maltosa
Lactesa
Glicerol

NOaGN =



4.8.3 Salea minerales Estimulan el crecimeinto, Intervinlende en los procesos enzimatices

MmN

como coofactores, entre 10s mas conocidos para la produccién de kanamicina astan:

Sulfato de magneslo
Fosfato de potasio
Carbonato de calcle
Cloruro de sodio

Clorwro de potaslo (8,14,15)
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5.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los problemas al que nos enfrentamos en la produccién de antibiéticos es el no contar
con un medio Gptimo de cultivo que asegure el &xito del proceso de fermentacién, ya que los
nutrlentes dal medio deben cumplir con los requerimlentos elementales que suministren la
energia apropiada para ol crecimiento de Streptomyces kanamycelicus y la sintesis de
kanamicina,

Es necesario, optimizar el medio de cultivo de Streptomvces kanamyceticus para la produccién
de kanamicina. En donde se estudien los componentes del medio de produccién de
KANAMICINA que pudiera afectar a la misma.

Por tal motivo, sa plantea una serle de experimentos en los cuales se toma como base el medo
de produccién basal, al cudl se le hardn meodificaciones en las conceniraciones de algunos
componentes.

Asi mismo, se estudiaran otras materias primas de baje costo que incrementen la produccion de
kanamicina,

Para este estudio, se disefian experimentos multifactoriales que permiten encontrar
rapidamente las concentraciones 6ptimas de los componentes y de ofras materias primas para
obtener ¢l maximo rendimiento en la produccién del metabolito,

El disefio muttifactorial se basa en arregios ortogonales para experimentes muttifactoriales
fracclonados. Se realizan experimenfos a 3 0 2 niveles para conocer el efecto cuadratico y
fineal de ias diferentes variaciones en fa produccién de kanamicina sobre la Influencia en la
concentracién de las fuentes de carbono y nitrégeno, principalmente



4.1 OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Obtener un medio de culfive mejorado para la produccién de kanamicina partiendo de un medio
basal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar el efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno sobre el rendimiento de
produccl6n de kanamicina.

Cbtener un medio de culiivo con nutrientes de bajo costo y facll de adquisir.

52 HIPGTESIS

La kanamicina es un antibiético aminoglucéside, preducldo por Streptomyces kanamyceticus.
La produccion del mismo, como cualquier ofro metabolito secundario, se encuentra afectado
por la presencla y concentraclén de algunos componentes del medio de cultivo.

A partir de las diferentes combinacionas de los componentes y concentraclones de un medio
basal y con una cepa mutante da Streptomyces kanamyceticus permitir el mejoramiento de un
medio de cultivo para la produccin de kanamicina, con rendimientos superiotes & los
alcanzados en el medio basal.
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6.- MATERIAL Y METODOS

6.1 WICROORGANISMOS

Cepa mutante de Streptomyces kanamyceticus aislada en los Laboratorios Nacionales de
Fomento industrial LANFI. (Fig. 2)

Cepa de Staphylococus aureus ATCC-6538-P, uiitizada como microorganismo de prueba para
|a cuantificacién de kanamicina.

F1G.2
DESARROLLO DE LA CEPA
MEJORADA UTILZADA EN MEDIO YEME

i
i
i
i
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62

MEDIOS DE CULTIVO

6,21 Medlo de conaervacion - Yeme,

El medio se ajusta a un pH de 7.2.7.4

COMPONENTES
Almidén 4.00
Extracio de levadura 400
Extraclo de mata 10.00
20.00

y 88 somete a esterliizacion a 121°C por 20 min. Con

este medio se preparan tubos de agar inclinados para mantener la cepa mutante de
Stroptomyces kanamyceticus,

6.2.2 Modlo de Indculo PYG.

B/8/38

104

HIJ

E! medio se ajusta a un pH de 7.0y se somete a esterillzaclén a 121° C por 20 min.

6.2.3 Medlo de produccién basal.

COMPORENTES g
Alniddn 2000
Ciucosa 5.00
Harina de soya 1200
Licor de cockmienio malz {CSL) .00
Sulfalo de magneclo 0.50
Cloturo de sadio 300
Cloruro de 0.50
Carbonalo de caicio 300
Foafato mono bsico de 1.00

Se alustan a un pH entre 7.2 y 7.4, 56 someten a esterfizacién a 121°C por 20 min.

8.2.4 Medlo No. para antibidticos marca Merck o Bidxon.

e

SEE

R

J.




6.2.9 Preparacién dei precultivo (Indculo)

Una vez asterilizado el medio PYG es inoculado con la cepa mutante de Streptomyces
kanamyceticus. Se introduce a una incubadora marca New Brunswick a 29°C y 300 rp.m.
durante 48 hrs. (Fig. 3).

6.3 FERMENTACION A NIVEL MATRAZ (PRODUCCIGN)

Se Inocula el precullivo con el 5% de volumen del medlo de produccién y se Incuban a 29°C,
con una agitacién de 400 r.p.m. por slete dlas (168 hrs). (Fig. 4).

6.4 PRETRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE LOS MEDIOS DE PRODUCCION PARA
LA CUANTIFICACION DE KANAMICINA

De cada muestra se toma 1 mil. del caldo de fermentacién en un tubo para centrifuga, se
agrega 1 ml, de hidréxdde de sodie 0.1 N, y se agita en un vortex & alta velocidad por 1 minuto.
Se cenftrifuga & 4500 r.p.m., por 20 min. Con ayuda de una pipeta pasteur se separa el
sobrenadante de los sélidos sedlmentados Se determina la én da k en el
sobrenadante del caldo da fermentacién por el método de valoracién micr blolog! (Flg. 5).

6.5 DETERMINACION DE LA POTENCIA DE KANAKICINA.
8.5.1 Matertal.
~ Papel analitico en cfrculos da 0.6 mm. de didmetro Watman AA.
- Cajas petr de vidrio 20 x 100 mm.
- Solucién salina 0.85% de cloruro de sodio.
- Soluclén patrén da kanamicina { mg/mi.
- Sotyclones diluidas tipo de kanamlicina:
T1= 6.4 mcg/ml.
T2= 8.0 meg/ml.
T3=10.0 mcg/ml.

T4= 125 mecg/ml.
T5= 15.6 mcg/ml.



- > . R HE 3 rReraracton UEL TRLCULT IV

.14
Ve 30 mt OE MEDID

et ditiia
o N WATRAL ER 1)
LEN HEVER DF : EN MERIY VEHE
500 nt
* INUCULAR EL WEPTD S — TUMR UNA ATADA
FYG POR DITuSTON A %&é;cﬁ:ﬂsu
. ASEFTICS

NOURAP
Conricdont sy
: [T

ve 300 tpe
te 1%
ULV HST0
TARA (A fNOCH-
om0 —? . UAcroN PE (p3
MEPIOS PE OTRY
- oUCCION.




TNOCULAC 10N
OF L98 NEPTOS ES.
l'(kl'u” BE ’lﬂ?u
ﬂf' 1.8

Ve §2 ml

INCUBAC IM Ot REV1OS

OE_FPROD]

CWWI&IOM!S! e
v- {00 Apw
10 142 hna,

. TONAR 3 wi EABA
48 HRS pAR,
crtan PAI‘IEIIDS

‘tg e,

oty
JHoCULO

FURREMIACION A HIVEL DATRAT

N

* PESD
Afut‘Anu REDUCTORES

el
CONCENTRACION DE KANAUICIWA

SEGUIR LA FERMENTACLON®
BASTA ORTYOTAL DE (48 Aas,




FIo S,~PREM'AIISIS DF MUESTRAS .

cALDOS DE - e
PRODUCCION A LAS . .
143 HRS DE FER~- - :
WENTACT 0N : ‘ =
1at

N ~
TONAR ImE DE CAPA ~
HUESTRA™ -

Naoht 0,18

Ml

sa
® B=
2as

AGITAR &M
VORTEX POR
I owin

1
CENTRIFUGAR
Ve 4,300 apm
POR 28 min.
l SEPARAR SOBREWA-
BANTL DE LOS 50-
L1005 SEDIMENTA-
pos
cunnAl EL S0°
RENADANTE EW
KHIIUHACIW

PETERNINAR LA KANRARICINA
FOR MERIO OF LA TECHICA
DE VALORACION WICRARIOLOGICA

I




8.5.2 Método.
6.5.2.1 Conservacién de Staphylococcus aureus.

El microorganismo de prueba se conserva en tubos de agar inclinado con 10 ml. de medio No
11 para antibléticos; que se conserva a una temperafura de 4°C hasta utilizarfos.

8.8.2.2 Preparaclén de la suspensién del microorgani. de prueba.

Los cultivos se reslembran cada 28 dias y se Incuban a 32°C por 24 hrs. Una vez crecido el
organismo, se prepara una suspensién; se lava con 3 mi. se solucidn salina estérl, que
postelfiormente se diluye hasta 60 ml. Con esta suspension se prepara |a capa slembra de las
placas de prueba. Esta suspensitn se conserva en refrigeracién durante una semana.

6.5.2.3 Prep I6n de la soluclén patrén y soluclones de referencia.

Se prepara una solucién pairén de kanamicina a una concentracién de 1 mg/ml.; esta solucién
se mantiene sin alteracién a 4°C por un mes, después de este fempo no se deber usar, La
preparacidn de las soluciehes T1, T2, T3, T4 y TS se realiza como sigue:

A, Se toman 10 mi. de la solucién patrén de kanamicina y se aforan 160 ml. con agua
destilada y reclén esterlizada.

B. De esta solucion se toman:

6.40 ml. para Tt
8.00 ml. para T2
10.00 ml. para T3
12.50 m!. para T4
15.61 ml. para 75
Cada una se afora & 100 ml. con agua destilada y recién esterllizada.

6.5.2.4 Preparacion de las placas

Las placas se preparan con una capa base de 11 mi. de medio No 11 para antibiéticos, que se
agregan a cajas petri estériles, una vez solidificada se aplica sobre ella una capa semilia de 4
ml. de madio No 11, previamente inoculado con 15% viv de la suspensién de Staphvlococeus
aureus ATCC-6538-P que se distribuye uniformemente sobre la superficie.

Una vez solidificadas, se colocan 6 papeles filtro circulares en forma radial sobre las placas (Fig.
6). Attemadamente se les aplica 25 microlifros de muestra problema 6 soluciédn diluida T3.
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FIG 6. FREPARACION DE PLACAS




En (a elaboracién de la curva estindar se utilizan 8 cajas, 2 para cada solucién diluida tipo,
excepto para la solucién media T3, con 1a cual se llenan tres clrculos de cada caja, otros tres
con T1, T2, T4, 6 T5. De esta manera hay 24 zonas de Inhibicién, 8 para cada una de las
soluciones de referencia.{punto 11.2)

Estas placas se incuban entre 32 y 35°C por 16-24 hrs, se miden los digdmetros de las zonas de
Inhibiclén desarrollada sabre el medio. (Fig. 8)

6.5.2.5 Curva do callbracién

La curva de calibracion se construye con los promedios de cada una de las 4 seres formadas
por placa, ios 3 didmetros de las zonas de inhibicién de cada una de las soluciones de
referencia (T1, T2 ,T4 ,T5), también se promedizn los 12 didmetros de las Zonas de inhibicion
de la solucion T3, commespondiente a las 4 series y el promedio obtenido es la base para la
correccion.

Con los didmelros corregidos de las zonas de inhibicion y las concentraclones del antibiético
respectivo, en meg/ml., se fraza la curva tipo en papel milimétrico, anotandose en el eje de las
abcisas los didmetros de las 2onas de Inhiblcidn de 1a solucitn diluida T3 y las concentraciones
conocldas del antiblético, en ias ordenadas.

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

Je+2d+c-a 3a+2b+c-e

5 5

donde:

A = Es el diametro calculado en milimelros, para la zona de inhibicién de la sclucién diluida de
mayor concertracion (15).

B = Es el didmetro calculado en milimetros, para la zona de inhiblcidn de Ia solucién dilulda de
menor concentractdon (T1}.

Es el didmetro promedio en millmetros de las zonas de inhibiclén de Ia solucién diluida de
concentracién media (¥3).

«©
]

a,b,d,e = Son los diametros promedio corregidos en milimetros de las zonas de inhibicion de las.
soluclones dilvidas T1, T2, T4y T6.
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6.5.2.8 Determinacion de la concentracién de kanamlclna en las muestras problema
(determinacién grifica).

Para determinar Ia potencia de las muestras, se promedian los didmetros de las 3 zonas de
inhiblelén de la placa y se iInterpolan en la curva standard, se leen las concentraciones
correspondlentes a los didmetros da las zonas de inhibicién.

Los resuttados se expresan conmto mg de kanamicina por liro de caldo de fermentacién.(27).

En el apéndice se muestra un ejemplo de la determinacién de kanamicina as! como la
elaboracién de la curva standar.

8.6 DETERMINACION DE CRECIMIENTO CELULAR

6.6.1 Peso Seco.

Las muestras del caldo de fermentacién se filran al vaclo ulllizando papel Whatman No 42
previamente flevado a peso constante por § hra a 80 + 5°C. Daspués, el papel con &l micelio ya
fitrado, es secado por 24 hrs. a 90 +- 5°C Transcurrido ese tiempo, son Hevados a un
desecador por una hora y pesados en una balanza analftica.

6.8.2 Ensayo microscspico.

Con ayuda de una micropipeta con boquilla estéril se toman 50 microliros de muasira, se
colocan sobre un porfachbjetos y ss observa en un microscoplo 6ptico estudiando
cualitativamente el desarrolio y crecimiento del microorganismo.

6,6.3 Determinacién de pH.

En un potenciémetro, marca Coming el pH se mide directamente a las muestras del medio de

produccién.

6.8.£ Determtinacién de azGeares reductores

Soluclones: %

A Sulfato de cobre pentahidratado 6.93

8 Cy4H4 KNaOg 4H20* 346
-

Hidrdxido de sedio 1.00
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Yoduro de potasio 30.00
+

0.3 mi. Hidréxido de sodio 1N
2.38 ml. de Acido sutfirico CONC. 238

Solucién de almidén 1.00

* Tartrato de sodio y potaslo tetrahldratado

1.

A 1 mi. de muastra completa do caldo de farmentacién se agregan 0.5 ml. do 4cido
clorhidrico 6N y se completa el volumen a 5.5 ml. con agua destilada. Se hidroliza a 120°
por 16 minutos. Se deja enfiiar y se agregan 0.5 ml. de hidréxido de potasio 6N (para
neutralizar la reacelén),

Se realiza (a curva patr6n del mismo modo con04,0.8,1.2,1.6 y 2.0 ml. de una solucién
atock de 30 g de dextrina.

En un matraz de 250 ml. se adicionan 20 ml. de agua destilada con 10 mi. de ia solucién
A, més 10 ml da 2 solucién B y pledras de ebullicién. Se agragan las muestras
previamente hidrolizadas y se callentan a ebullliclén por 3 min, se dela enfriar y se agregan
entonces 10 ml. de la solucién C y 10 ml. de la solucién D.

Las muestras se titulan con tiosulfato de sodio 0.1 N, agregande 2 ml. de la solucién de
almidén después de un ligero viraje. Segulr titulando culdadesamente hasta el vire de un
tono azuf intenso.

La determinacién de azicares, se realiza por medio de un ragresién lineal cuya ecuacién
la determina las concentraclones conocldas de la dextrina y la cantidad de Hosulfato que
se utilizé en la titflacion.

Los resultados sa expresan en gramos por lifro.
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7.- RESULTADOS.

7.1 ADAPTACION DE LA TECNICA DE VALORACION MICROBIOLOGIA DE
KANAMICINA.

Para la cuantificacién de kanamicina de los experimentos realizados en este trabajo se eliglé el
mdétodo convencional de cilindro placa reportado en fa USP XX.

Este método se modificd y se adaptd debido a que por la complelidad del medio de cultivo se
dificultaba la difusién def antiblotico yla toma de muestras por la aita viscosidad.

En esta primera parte de el trabajo se analizaron cualitativamente los puntos que se
menclonan brevemente a continuaclon;

7.1.1 Tipo de reservorio (para la cuantificacién dei antibiético).
Para este andlisis se uliizaron muesiras de caldos de fermentaci6n de Streptomyces
kanamyceticus y soluciones de kanamicina de referencia de la S.S.A.

Penicllindros. {Ver Determinacidn de la Potencia de Kanamicina).

Se aigue 8l mismo método, pero en vez de circulos de papel fittro se usan penicilindros, los
cuales se esterilizan y se colocan con ayuda de un colocador de penicilindros sanitizado, sobre
la placa con base slembra, se agregan a cada umo, con ayuda de una plpeta estérl! las
soluciones problema y la solucién de referencia T3. Incubar a 37°C por 24 hrs. y analizar los
resuttados.

Pocltos.

Hacer una suspensi6én de medio N° 11 para antibléticos con el 1% de la suspensién del germen
de prueba, Vaciar 21 m\. 3 cada caja petyrl y dejar solidificar, Hacer pocitos con un tubo estér
especial y agregar en cada pocito las muesiras problema y la muestra de referancia (T3).
incubar a 32°C por 24 hrs. y analizar |os resuitados obtenidos.

Los resultados se presentan en la tabla 1.

TABLA1

EFECTIVIDAD DE TRES TIPOS DIFERENTES DE RESERVORIO PARA LA DETERMINACION
DE KANAMICINA “A",
TIPO DE RESERVORIO RESULTADOS
PENICILINDROS 1. Los halos da lnhidicidn son amesfos y poco

nltidos, dificuRando la determineciin de
Kanamicing "A®,
2, Dificll manipulocin,

CIRCULOS DE PAPEL FILTRO 1. Halos de INhibicikdn claros

2. Féc su manipulackin
ORIFICIC SOBRE AGAR 1. Méiodo cusiiativo

2.Poco ko cusptificas
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7.1.2 Factorea que afectan ef halo de inhibicién.

Microorganiamo de prueha.
Se probaron cepas nuevas del microorganismo de prueba (Staphylococcus us) ATCC-
6538P.

Densidad de slombra.

Ei microarganismo de prueba se mantiene en agar inclinado que ha sido inoculado con 24 hrs
de anticlpacion (Ver Determinacion de la Potencla de Kanamicina), Se hacen suspenslones del
germen de prueba ajustindolas hasta obtener un 20, 25, 30, 35y 40% de transmitancia, a una
longiud de onda de 580 nm, Se hacen valoraclones microbioldgicas con fa solucién patrén T3,

Espesor de medio base.

Sereflere a la capa de agar que estd en 1a base de 1a caja petrl y que sirve como apoyo para la
capa de agar slembra inoculado con la suspensién del microorganismo rde prueba. Segin el
métedo convencional deben de ser 21, pero por la cantidad de muestras analizadas sa gastaba
mucho medio No 11 para antibidticos. Asl que en vez de 2f ml. se agregaron 11 Inl,
observandose que no hay ningtin efecto en el tamafio del halo de inhibicién.

Volumen requerido en los medios de pape! filtro.

Agregar a 6 clrculos de papel fittro esterilizados 15 micro liros de T3 con ayuda de una micro
plpeta con punta estéril, Hacer los mismos pasos, pere con voldmenes de 20, 25, y 30
microlitros, dando un total de 24 clrculos de papel filtro. Las muestras problema se analizan de
igual manera, La cantidad requerida éptima se observa directamente en los clrculos de papel
filtro, es decir que no quede tan himedo que se deitame sobre fa superficle, donde se colocan
los circulos {base de vidfio sanitizado), ni tan seco que no permita !a difusion del antibidtico (por
la baja concentracién). Asl el volumen requerido serd aquél que deje el papel hamedeo
completamente.(tabla 2)

Tlempo de predifusién.

Se someten 2 cajas petri que contienen los clrctlos de pape fitro listas para incubarse, a una
Temperatura de 4°C por fhr, ofras por 2 hrs, y por uttimo a 3hrs, después de ese tiempo se
colocan ias cajas en la estufa de incubacién. Observar ¢l efecto en el didmetro del halo de
Inhibiclén.

Preanalisls de las muestras de los caldos de fermentacién.

Se prusban concentraciones de 1.0 N, 0.5 Ny 0.1 N de hidréxido de sodio con el mismo
método que en e tratamiento de las muestras. El efecto se observa en el didmetro del haio de
inhibleldn, (t_a‘bla 2).

Efecto de la solucién reguladora.
Preparar \as soluciones de ta curva estandar o patrén como en la Técnica de Determinaclon de
Kanamicina {con agua destilada y esterilizada).
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Praparar las mismas soluciones pero en lugar de agua usar solucién amortiguadora de fosfatos
0.1N (18.736 de KoHP4 y 0.523g de KHaPO4) en 1 it. agua destilada y ajustar con hidréxdo de
potasio a pH=8.0.

La sclucién reguladora de fosfatos tiene un efecto negativo sobre la difusién del antibiético
afectando directamente el tamafio del halo de Inhibiclon, por lo que se recomienda usar agua
destilada y esteriiizada para evitar interferenclas.

En la tabla 2, se muestra un resumen de las condiclones més adecuadas para la cuantificacion
de kanamicina por valoracién microblolégice que se obtuvieron en este estudio

TABLA2,

CONDICIONES MAS ADECUADAS PARA LA TECNICA

METODO ELEGIDO SEGUN TECNICA RESERVOR|Q SOBRE PAPEL FILTRO
VOLUMEN NECESARIO DE MUESTRA Y DE REFERENCLA| 25 MICRO LITROS
PARA UNA COMPLETA DIFUSION SOBRE EL AGAR.
TEMPERATURA DE RECOMENDADO 3rtc

PRETRATAMIENTO RE COMENDADO EN LOS CALDOS DE | TRATAMIENTO CON HIDROXIDO DE SODIO 0.3 N
FERMENTACION.
SOLVENTE UTLIZADO TANTO EN MUESTRAS DE| AGUADESIONZADAY ESTERL
FERMENTACION Y MUESTRAS DE REFERENCIA Y CURVA
PO

De acuerdo con ias observaciones realizadas en cuanto al tamafio, forma y nitidez del halo de
inhiblcién los efectos que se consideran méas importantes y que se deben tomar en cuenta para
Ia valoracién microbloléglca en placa son los sigulentes:

1. Microorganismo de prueba

2. Denaldad de slembra

3. Espesor def medio base

4. Volumen eéspeciico de estandar y muestra problema
5. Tlempo de predifusién

6. Efecto de la solucién reguladora

7.2 ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS COMPONENTES DEL MEDIO DE CULTIVO PARA
LA PRODUCCION DE KANAMICINA

Una vez que ya se corttaba con un método para la cuantificacién de kanamicina, se procedio al
estudio de mejoramiento del medio de cultivo.

Primeramente se probaron seis medios de produccion (tabla 3) que segin la literatura (14) son
productores de kanamiclna. Estos medios se sometieron a fermentacion a una temperatura T=
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29°C, un pH = 7.0-7.2 una velocldad de agitacién de 300 rp.m., en un fempo de 168 hrs. de
los cuales solo los medios ll, IV y V permitieron idertificar kanamicina por la presencia de halos

de inhibicién de crecimiento de Staphiviococus aureus, como se muestra en la tabla 4.

TABLAY,

MEDIQS DE PRODUCCIIN RECOMENDADOS SEGUN LA LITERATURA.

MEDIO| MEDION MEDIQ I
% % (piv} % {piv
{p)
ALMIDON 100 | ALMIDON 200 JGLUCOSA 00
HARNA DE SOYA 200 | MALYOSA 00 EXTRACTO DE CARMNE 50
CLORURO DE SODIO 0.30__| HARINA DE SOVA .00 PEPTONA o0
CLORURO DE POTASKO 106 | NTRATO DE SODIO 20 CLORURD DE SCOIO ki
NITRATO DE SODKO .20 CARBONATO DE CALCIO 120 AGUADESTILADA cop
SULFATO DE MAGNESIO__[0.02 | AGUA DESTILADA [ebp
AGUA DESTILADA cbp
MEDIO IV MEDIOV HEDIO WV
% % (pv) ()
(o)
ALMIDON 200 | ALMIDON 200 SACAROSA 100
HARINA DE SOYA 120 | PEPTONA 0.30 HARINA DE SOYA 120
CLORURO DE BODI0 030 HARINA DE BOYA 1.00 CLORURO DE POTASIO 050
CLORURO DE POTASIO GOS8 | NMTRATO DE 50010 0.30 SULFATO DE MAGNESIO 05
GLUCOSA 050 ! CLORURO DE POTASKDY 005 CLORURQ DE SODIO 030
SULFATO DE MAGNESIC | 0.06 | SULFATO DE MAGNESIO 0.06 FOSFATO DE POTASIO 010
UCORCOC, 030 _ | CLORURQ DE SODIO 0.30 _ | CARBONATO DE CALCIO 020
CARBONATO DE CALCIO {030 | AGUA DESTRZADA tbp AGUA DESTILADA <bp
FOSFATO DE POTASIO 010
AGUA DESTUADA cbp
TABLA 4
MEDIOS PRODUCTORES DE KANAMICINA
MEDIOS DE PRODUCCION PRODUCCION DE KARAMICINA
! S0
i +
L] 8D
v P ead
v +
v SO
S/D no hubo p ;¥ pocs p ++ produceion 3K

En ja tabla se puede observar que el medio |V fue e! que produjo més kanamicina
cualitativamente bajo éstas condiciones de temperatura y agftacién mencionadas en el primer
pamrafo, tomandose éste como "medio basal”.
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. TABLA S. COMFOSICION DE MEDIOS ANALIIANS

]
=.
= .
=3
1
=
=
=
bl
o=
]
wE
°|.
=
-E
=
=
!v
=
-
-
=
-

ALMIDON
GLU00SA
HARIHA SOYA
5L

CACOY

HzCl

(4]

Los nedios 8& aforan 3 100 ] con agus desulneralizada y se esterilizan

* CLS = Licer de coclsiento de salz

TABLA 6. DISENO Y RESULTADOS DEL EFECTO DI LOS CONPONENTES DL MEDIO BASAL
PARA LA PRODUCCION DE KANAMICINA

DISDO L16

i
i

RESULTADOS

g/}

NIVELES DE LOS FACTORES

- Ot O e O -

S01A

o € 04O O e O O

TALHIDON GLUCOSA HARINA DE CSL MgSO4  KHPO4  CaC03 ICONC,MAI KANANICINAJHRS. DX FERMINTACION

i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
1
i
i
i
i
i
i
i
i

* Resultados obtenidos de 16 satraces por dupllcado




Con el fin de observar el efecto de cada uno de los compenentes del medio basal en un tiempo
mis corto se diseffo un experimento multifactorial utilizande Amreglos Ortogonales (ver anexo).
Con base en un nimero de componentes del medio de cultive se decidid por un arregflo
orfogonal L. 15 2 (tabla 6). Este disefio es para factores con dos niveles, es declr, dos
concetttracionas diferemtes de un mismo componente del medio (afecto lineal). Asl, con basa en
el disefo se prepsraron 16 medios de produccion cuyas concentraclones se pueden observar en
ia tabla 5. De acverdo a 1a tabla 6, s¢ puede cbaervar que de {os 16 medios solamente se
detect6 kanamicina en 41, lll, Vi, Vi1, Xil y XV,

Se calcuiaron log efectos de cada uno de ios factores y componentes (ver anexo), siendo los
resultados 103 qua se muestran a centinuacion:

TABLAT.
EFECTO DE LOS COMPONENTES DEL MEDIO BASAL

EFECTO % EFECTO
921 20
3.76 24.14
96 2129
332 1185
18 .29
0.5 89
0.18 .64

Los resuttados se observan en (a figura 7A y 75 y tanto el almidén como la glucosa, el licor de
cocimlento de malz, el sulfato de magnesio y el fosfato de potasio presentan un efecto negativo
af aumentar 2 concentracién de fas mismas, Mieniras que tanto fa harina de soya como el
carbonato de calclo progentan un efecto positivo af aumentar sy concentracién en of medio de
cultiva,

TABLAS.
MEDIO MESORADO 4

COMPONENTES MEDIC BASAL MEDIG NEJORADO
(ua) (ML)
)
[ HARINA DE SGYA 1200 12.00
CARDONATD DE CALCI 300 220
CSL 360 D)
ALMIDON 2000 10.00
SULFATO DE MAGNESIO 50 126
FOSFATO OF PATASIO ) 100
GUCOSA 00 250
CLORURG O 0010 .00 300
CLORURO DE POTASIO 0.50 050
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7.3 EFECTO DEL FOSFATO

El siguiente experimento se planteé con base en el anterior, es decir, se realizd otro.disefo
multifactorial con fos cuatro primeros componentes que tuvieron un efecto mis marcado como
son {a harina de soya, licor de cocimiento de malz, cerbonato de calicio y fosfato de potaslo
sobre 1a produceidn de kanamicina del experimento |I. Este estudio consiste en un disefio
experimenta) con tres niveles de concentraclén para cada componente con ¢} objeto de
determinar si ¢l efecto es cuadratico 6 lineal.

Las concentraclones de tos demds componentes se marticnen constantes. Para este estudlo se
uthizé un DISERQ A.O. L1g(3 4).

TABLAO.

NIVELES DE CONCENTRACION UTILIZADAS EN LOS CUATRO COMPONENTES
CON EFECTOS MAS fMARCADOS SOBRE LA DE KANAMICINAL

FACTOR NIVEL1 HNIVEL 2 NIVEL 3
A. HARINA DE SOYA 120 180 240
B.C8L 05 1.0 5
C.CARBONATO DE CALCIO 25 50 5
0. FOSFATO DE POTASIO L] 05 0

Ya preparados los medios se sometieron a fermentacltn encontréndose los sigulentes
efectos (tabla 10).

TABLA 10

EFECTO DE LOS PRINCIPALES PRODUCTORES DE KANANICINA.

COMPONENTES EFECTO™ % EFECTO ¢+
FUARINNA DE SOYA 3 L)
€sL 10 %7
CARBONATO DE CALCIO o7 14.70
FOSFATO DE FOTASID B7 1386
T EMcio > vet
= % Efocto = vt aptndice

Enla figura 8 se observa que hay un efecto cuadratico, es declr hay un efecto potencial en ia
curvatura bajo 3 niveles. Se pudo confirmar que s concentraciones que se obhnderon en el
experimento 1l (MM1) tanto de harina de soya (12.0 gA), carbonato de calclo (2.5 gffj y ficor de
cocimiento de maiz {0.5 g/l), sus efectos son postives. En el experimento 1l la harina de soya
tuvo un efecto positivo al aumentar la concentracién de 6 a 12 g, pero en este experimento al
aumentar Ia conceniracién a 18 y 24 gf, tuvo un efecto negativo, por fo que la concentraclén
recomendada es de 12 g4 (fig. 8},
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En to que al ficor de cocimiento de malz se refiere (CSL), en el experimento (I tuvo un efecto
pesitivo sobre la produccion de karamicina, al disminuir 1a concentracion de 3 gl a 1.5 gh, en
este experimento se bajo a 1.0 y 0.5 g/, observando un efecto positivo a 0.5 g/ (hg. 8).

El carbonato de calclo tuvo un efecto positivo sobre 1a produccién de kanamicina al aumentar
au concentracidn de 0.5 gl a 2.5 gh. Al observar este efecto se aumenta la concentraciéna 5 y
7.5 g, pero el efecto resuttd negativo, ast que la concentraclén recomendads en este estudlo
esde 2.6 gh.

Las concentraciones obtenidas hasta este momento coinciden con el experimento I, mas no
sucede o mismo con el fosfato de potaslo, ya que ai Ir disminuyendo su concentractén de 1 a 5
g/l iniciaimente en el experimento |l hasta quitario por completo del medic se cbserva un efecto
positivo sobrae la producclén de kanamicina, como se puede observar en [a figura 8.

Do este exparimento se obtiene un nuevo medio mejorado 2 con la sigulents composicién:

TABLA t1
MEDIO MEJORADO 2
MEDIO MEJORADO
COMPONENTES (M2
ALNSOON 1000
GLUCSA 50
SULFATO DE MAGNESIO 26
CLORURO GE SODIO 00
CLORURO DE POTASIO 50
HARINA DE SOYA 1200
cel 0£5
CARBONATO DE CALCIO 250
FOSFATO DE POTASIO 000

7.4 EFECTO DE LA GLUCOSBA

De este experimento, nace tina nueva hipttesis, puas sagdn !a [iteratura (12,19), puede haber
una competencia de asimilacién de nutrlentes del mismo grupo, especificamente almidon y
glucosa, pues la produccion no empieza hasta que el microorganiemo ha asimilado fa glucosa,
retrasando aej a produccién.

Por otra parte se sabe que la glucosa favorece el cracimlento de Streptomyces, pero tiene el
Inconveniente que baja ef pH del caldo de produccién durante la sintesis del antibiético
disminuyendo por lo tarto el rendimiento,

Por dichos motivos se refird la glucosa del medio, y se realizé un nuevo experdmento
obteniéndose un Incremento en fa produccion de 21,8 mgh a 31.2 mgh (figura 9}, la glucosa
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FIG. 9 .
EFECTO DEL FOSFATO Y GLUCOSA
SOBRE EL MEDIO MEJORADO 1 (MM1)
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tiene un efecto negativo porque al quitaria del medio, favarece la produccién de kanamicina. Ei
nuevo medio mejorado 3 tiene la sigulente compasicién:

TABLA12,
MEDI) MEJORADG 3.

COMPONENTES NEDIO NEJORADO 3

{Nms)
ALMIDON 1000
SULFATO DE MAGNESID 126
CLORURQ DE 80DI0 300
CLORURO DE POTASIO 0.0
HARINA DE SOYA 1200
[ 1.50
CARBONATO DE CALCIO 280

7.5 ESTUDIO DE OTRAS FUENTES DE CARBONO Y NITROGENO

Los experimentos anteriores permitieron el mejoramlento del medio de cultivo que se tomé
como base para iniciar tos estudios de produccion de kanamicina.

Sin embargo, los rendimientos da produccién ain eran muy bajos por lo que se decidié probar
ofras fuentes de carbono Yy nitrégeno, componertes que presentaron un mayor efecto sobre la
praduccién.

Con el fin de observar el efecto de diferentes fuantes de carbono y nifrégeno, se disefio un
estudio con base en un ameglo ortogonal L (3 4).

En los experimentos anteriores se habla obtenido una produccién baja (31.2 mgh); fue entonces
cuande se empezaron a probar otras fuentes nutrientes que fueran de bajo ceosto pero
importantes para la producclén de kanamicina A. Estas fuentas son las que a continuaclon se
describen:
I. FUENTES DE CARBONO

Almidén

Dextrina

Sacarosa

Il. FUENTES DE NITROGENO
Licor de cocimiento de malz
Harina de camarén
Nitrato de sodio

1ll. ACIDOS GRASOS

Girasol
Malz
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Los demas componentes no sufren cambio alguno pues permanecen sus concentraciones
constantes como en el MM3: Sulfato de Magnesio, Cloruro de Sodio, Clorure de Potasio,
Harina de Soya, y Carbonato de Calclo.

Empleando el disefio mencionado, se sometieron nuave medios de produccién a fermentacion
cuya composiclon y concentraciones se describen el fatabla 13

TABLA 13,

CONPOSICION DE MEDIOS DE PRODUCCION PARA EL ESTUDIO DE OFRAS
FUENTES DE CARBONG Y NITROGEKO

[] 3 [ 1 [ H [
FACTOR FUENTE COMPORENTE
T ] 0 ) v I ] va w
) CARBGHG AN 000 1000, 7900
DEXTAINA 000 00 000
SACARIGA T 05|
5 AR e W _{ 15 [ 15
T CAMAROR T | 7% 1T
HahiD; 153 150 150
o] CARBGNO S ACETE 000 560 (1]
(X7 1) 17
AC am 300 200
I _—
1) SAESY (17 1700|1700 {1300 {1apo__}¥ KE TN NI T I L)
0E! [T} 700 7 300 ) 300 300 00 | 360 | 300|300
CoRPORERTES 3 | i [0 |08 1o %008 05 ] 55|
W50, 120 [120 (120 [ 12 D10 1% 120
Cac0, 250 | 7501 250 | 3k %0 a0 | as [ as

Se siguid Ia misma metodologfa (materiat y métedo) y, a lo largo del proceso de fermentacion
se fueron obteniendo las concentraciones de kanamicina, para obtener tas concentraciones
maximas de produccitn por medio. De los nueve medios sometidos a fermentaciones sélo tres
obtuvieron valores significatives:

TARLA 14,

CONCENTRACION DE KANAMICINA ENEL ESTUDIO
DE OTRAS FUENTES DE CARBONO Y NITROGENO.

MEDIOS CONCENTRACIKON MAXIMA KANAMICINA *

1 0.00

[ 220.00

[] 0.00

4 27000

v 350,00

v .00

v ND **

v 0.00
13 0.00

* N/D = concentracion no caiculable,
- Resuliados por duplicedo.
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TABLA 18,

EFECTO DE LOS COMPONENTES DEL ESTUDIO DE
OTRAS FUENTES DE CARBONG Y NITROGENO

COMPONENTES EFECTO* % EFECTO“*
ALMIDON REEE 8.73
DEXTRINA 706.68 24,60
SACAROSA 0.00 0.00
caL 90.00 10.72
HARMA DE CAMARGN 190.00 22.62
NITRATO DE SODIO 0.00 0.0
ACEITE DE GIRASOL 163.30 19.44
ACETTE DF MARZ 11660 1388

" Efecto = vt opindics
™ Efecto « vef apéndics

En ia figura 10 se ohservan los resuttados de este experimento. Tanto el almidén como la
dextrina, el Hieor de cocimiento de malz, la harina de camaro6n, aceite de girasol y aceite da maiz
presentaron un efecto positivo sobre la produccién de kanamicina, destacando el efecto de [a
harina de camarén, daxtrina y aceite de girasel.

7.6 EFECTO DEL ACIDO GLUTAMICO

En este experimento se intenta estudiar el efecto de un precursor con un amino acido amado
4cido glutdmico sobre la produccién de kanamicina "A”, con dos concenfraciones diferentes
MMA Y MMB,

TABLA 18,

COMPOSICION DE MEDHOS DE PRODUCCION.

COMPONENTES [TT) NNA MNEB
ALNDON 10,00 10.00 10.00
GLUCOSA 250 50 250
[SULFATO OE MAGNESIO 126 25 125
[ CLORURG DE SO0IO 3.00 .00 3.00
[CLORURO DE POTASIO 050 050 050
HARINA DE SOYA 12.00 12.00 12.60
CBL 0,50 0.50 0.50
CARBONATO DE CALCIO 2.60 250 250
[ACIDO GLUTAMICO 0.00 200 4.00

50 30matierch & fermentacion con ol mismo mitodo deserito an material y métodos.
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FIG 10. ESTUDIO DE NUEVAS FUENTES

DE CARBONO, NITROGENG Y ACEITES
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Los resultados se muestran en {a tabla 17. £l MM3 tuvo la concentracién més atta. Este medio
no tiene &cido glutdmico; en cambio el MMA tiene 2 gA de acido glutémico y el MMB tiene 4 g/,
observandose un efecto negativo sobre la produccién de kanamicina,

TABLA4T.
CONCENTRACION MAXIMA OBTENIDA

MEDIO CONGENTRACION MAXIMA DE KANAMICINA =
M3 2’:50
WA 1625
) 1350
~ ResLa60s por duplcado

Markaz pe

FFRRHELTAC fop
CHene pnr (Ca7iie) —

=t . orogt




CINETICA DE PRODUCCION MB

18 56 114 162
AZUC.REDUC.(g/) —| 125 9.75 3.9 7.5
pH +| 6.05 6.66 7.03 7.51
PESO SECO (g/l *| 8.07 1214 | 1243 | 10.45
KANAMICINA (mg/*10 —=| 0 0 0.84 0.75 |

TIEV P12 1HORAS)



CINETICA DE PRODUCCION MM3

66 114

AZUC.REDUC.(gh)
pH
PESO SECO (g/l)
. _KANAMIGINA (mg/)*10

bk T

2.9 3.7
7.46 7.78
10 8.9
2.7 2.9

TIEMPO {HZRAS;]




CINETICA DE PRODUCCION MM4

»n

o

18 L] 114 162
AZUC.REDUC.(g/l) ~] 978 3.7 3.7 1.71
pH +| 876 | 751 | 747 | 7.97
PESO SECO (g/l) *| 8.1 105 | 105 | 11.46
KANAMIGINA (mg/)*10_ =| o 2.6 10 | 14.84

TIEMPO (HORAS)




8.- DISCUSION DE RESULTADOS

La determinacién de Medio Mejorado para la produccion de kanamicina partié de ia eieccion
del medio basal con mayor produccién de kanamicina entre siete diferentes medios
productores encontrados en la literatura (14), bajo clertas condiclones de temperatura y
agitacion

Los medlos se sometieron a fermentacién. El halo con mayor didmetro, el cual es
directamente proporcional a la concentracién de kanamicina, se encontré en el Medio IV (ver
tabla 3y 4), razon por la cual se selecciond como medio basal para Iniclar su mejoramiento.

La valoracién microbliolégica se tomé como ia més adecuada para la cuantificacién de
kanamicina porque es un método mds exacto y adecuado a trabajos sisteméaticos. Una
reducclon en la actividad microblana pueden revelar camblos que no son detectados por
métodos quimicos y as! la potencla ¢ actividad de los antibléticos puede ser demostrada bajo
condiciones apropladas por medio  del efecto Inhibitoric en los microorganismos. La
cuantificacién de la kanamicina, a parllr de la fermentacién de los medios de producelén,
requlere Una adaptaclon que dlera valores reales de la concentracion de! antbittico a 1o large
del estudio.

Durante el proceso de adaptacién de la técnica de valoracidn microbioléglca de kanamicina se
detectaron algunas factores que Influyen en la de |a cuantificacion:

a. Tipo de reservorlo. Los clrculos de papel fillro resultaron ser los més convenlentes por los
siguientes mofivos:
- Facil manipulacion.
- Facllidad para leer los halos de Inhiblclon.
- Se observan circulos de inhibicion ciaros y nitidos
- Se obtienen mejores resuttados conflables.
- Raplda adsorclén y tcil difusidn.
- TFacl esterilizacion,

b. Factores que afectan el halo de Inhibicién.
- Volumen especifico de muestra problema y standard necesarios para empapar y no
chorrear el papel fitro.
- La temperatura de incubacién de 1as cajas petri es importante porque incide en el tamafio
del halo de inhiblcién sobre el que, posteriormente, se calcula la concentracién de

kKanamicina.
- Realizar un pretratamiento a las muestras problemas de los matraces de produccién, con
el fin de eliminar toda |a blomasa y compuestos con pesos moleculares grandes del caldo

de fermentacién, disminuyendo asi ia interferencia para la valoracién microbloldgica.

Con este pretratamiento de |as muestras se pretende exiraer toda la kanamicina presente
en el medio, fanto la que se encuentra intra como extracelular.
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- Se encontré que I1a sofucién amortiguadora referida en fa USP XX, usada como disolvente
para las soluciones requeridas con concentraciones conacidas (soluclones de referencia;
T1, T2, T3, T4 y T5) afecta directamente el tamafio del halo de Inhibicién, caso que no
ocurre cuando se ufiliza Gnicamente agua destilada y esterilizada. Este fenémeno pudo
ocurir por alguna interferencla en la difusién del antibiético en la capa slembra. (tabla 2.)

Los nutrientes de un medio de cullive para la produccion de cualquler metabolito deben cumplir
¢on fos requerimientos elementates que suminlstren la energla aproplada para el crecimiento de
Streptomyces kanamyceticus y asj la sintesis de kanamicina.

En este estudlo se observa, con base en los resuttados, que todos los componentes anallzados
presentan un efecto sobre fa produccion de kanamicina. Este efecto depende de ia
concentraclén a la que sa adiciona al medio,

Agl 13 harina de soya, el carbonsto de calcio, el licor de cocimiento de maiz (CSL) y
almidén tlenen un efecto més marcado sobre la produccién de kanamicina: la harina de soya
presenta mayor produccién cuando se encuentra a una concentracién de 12 g/, el carbenato de
calcio cuando es de 2.5 g, of almidén a 10 gy el licor de cocimiento de malz a 1.5 g, como
se puede observar en la grafica §

El efecto de una mayor produccién de kanamicina, marcado por el Carbonato de calclo se
debe a que el i6n Ca++ estimula Ia enzima fosfatasa alcalina, compuesto importante para ia
sintesls de kanamicina, m4s aun, cuando estd combinacién con el sulfato de magneslo la
actividad de la enzima aumenta (3).

En el caso do la glucosa se observa que la produccién de kanamicina disminuye cuando es
uiiizada a § gly 2.5 gA, provocando una represidn catabdlica.

La glucosa, al ser una excelente fuente de carbono y de energla para el crecimiento de
Sireptomyces kanamyceticus, ejerce un impacto negativo sobre [a produccién de kanamicina
(9). Esta es Namado reprasidén catabélica de la glucosa (30), debide al efecto represor que
ejerce sobre el metabolito secundario, suprimlende la formacion def antibidtico, y provecan al
parecer, la inhibicién de 12 sintess de ias enzimas Implicadas en la formacion de antibléticos.

(gréfica 3 y §).

Oftro efecto de la glucosa reportado por Basak (5) es que provoca una acldés de! medio de
produccién, afectando directamente la sintesis de kanamilcina.

El fosfato de potasio provoca una disminucion en 1a produccién de kanamicina y al quitarse del
medio de produccion, fa concentracién de kanamicina aumenta, Este efecto puede
expilcarse, segun Basak y Majumdar (3), que el fosfato de potasio actiza como un Inhibidor
enzimatico tal y como se observd en el experimento Il

€l sulfato de magnesio inicialmente se utilizé a una concentracion de 0.5% en el medio

basal (tabla 14) observandose que al aumentar su concentracién a 1.25% la produccién de
kanamicina también registré un incremento.
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Sin embargo, al aumentar la concentracion al 5%, el efecto en ia produccion de kanamicina es
negativo. Este efecto es debido a que el magneslo, aparte de ser un factor esenclal para la
energla metabdlica, puede actuar como estimulante o inhibidor de las enzima involucradas en la
sintesis de kanamlcina, dependiendo de su concentracisn.(11)

Hasta este momento, utlizando los componentes antes mencionados, se obtuvo una produccién
de 31.2 mg/l en comparacién con la de 8.4 mg/l del medio basal (tabla 18).

Adiclonalmente, con el fin de confinuar incrementando la produccidn de! antibidtico se buscaran
ofras fuentes de carbono y nitrégeno.

Al utilizarse [a harina de camarén, se encontré que a una concenfracién de 1.5 g/, tuvo un
efecto muy significativo en la produccién de kanamicina (grifica 4). Este componente contiene
glucosamina que actla como un precursor, Incrementando fa sintesls de las enzimas
Involucradas en la sintesls de kanamicina (3,8).

La Dextrina resulté ser yna aexcelente fuente de carbono para la formacién de kanpamicina, al
agregaria al medio a una concentracién de 10 ga se obtiene un Incremento en la produccién
(granca 4).

Al comparar el efecto de la dextrina con el almid6n, se observa un efecte muy marcado por
parte de la dextrina. |.a eacarosa utillzada en los medios de produccidn no reporta sintesis de
kanamicina.

Como se observa en |a tabla 13 se probaron tamblén aceites de girasol y malz como fuentes de
carbono sobra la produccidn de kanamicina. El aceite da girasol a una concentracién 8 gn
rasutta tener uh afecto méas positivo para la sintests del antibistico. (Ng. 10)

El nitrégeno inorganico Nitrato de Sodio provocd un efecto negafivo en la produccién de
kanamicina, el cual segun Basak y Majumdar (3) es debldo al gran efecto inhibitoric de la
enzima fosfatasa alcalina, importante para la produccién de kanamicina, afectando de esta
inanera la biosintesis del antibiético.

También se observd el efecto del aminoacido. glutdmico, que no es muy claro, segun Basak ¥
Majumdar (3), actda como un precursor, pero en esta estudio provocd una produccién baja
(15,25 mgf) en comparacién con ¢l MM4 (148.4 mgl) y aun con ¢f MM1 (25.2 mpgd) (ver tabla
18). La acldificacién del medio que proveca el pracurscr puede ser responsable, tamblén, de la
baja produccién.

En sintesis, Ia produccién de kanamicina, al igual que cualquler otro metabolito secundario, se
ve afectada por la composicién del medio y las concenfracién de cada uno de sus
componentes. La composicién del medio y las condiclones de cultivo afectan fuertemente (a
producclon de kanamicina.
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Consecuentermente este estudio permitld detectar cuales sor los componentes mas importantes
en la produccién de kanamicina bajo las condiciones ambientales establecidas que servird como
base para mejoramientos posteriores del medio de cultivo hasta alcanzar rendimlentos que
sean econémicamente Interesantes.

E! analists de factores amblentales como pH, velocidad de agtacién, temperatura, y la
respuesta de los microorganismos sobre peso sece y azucares reductores permite el control
total del proceso asj como su escalamiento para su produccién a nivel piloto. Es Importante
tomar en cuenta estos pardmetros porque nos da una vislén més detaltada de las reacclones
metabdlicas que estdn directamente refaclonadas con el rendimiento de kanamicina.
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9,-

CONCLUSIONES

. Se realizaron estudios multifactoriales para observar el efecto en la produccion de

kanamicina de los diferentes medios reportados. Su analisls por aregios ortogonales
permitié su formulacion,

Todos los componentes del medio basal ttenen un efecto sobre la produccion de
kanamicina. Este efecto depende de a concentracion en que se encuontren.

En el madio mejorado 1 (MM1), la harina de soya y el carhonato de calcio aumentaron ja
producclén de kanamicina cuando se encusniran a una concentraclén de 12 gy 2.5 gh
respectivamente (tabla 18).

. También los sdlidos de cocimiento de malz presentan mayor efecto positivo sobre [a

praducclon kanamiclna cuando se encuentran a una concentracién de 1.5 g (tabla 18).

El fosfato de potasio junto con la glucosa ejerce un efecto negativo sobre fa produccién de
kanamicina, por lo que al obtener el medio mejorado 3 se suprimferon estos componentes
(tabla 19).

La harina de camar6n como fuente de nitrégeno tuvo un efecto positivo muy importante con
respecto al ficor de cocimiento de malz. El nive! de kanamicina maés atta (148.4 gh) se
alcanzd al utilizar fa harina de camartn a una concentracion de 1.5 gi. La harina de
camarén parece actuar como um precursor porque contiene glucesamina, compuesto
esenclal en la sintesis de kanamicina (tabla 18 y 19).

Como tuente de carbono la dexirina presentd mayor efecto positivo con respecto al aimidén
a una concentracién de 10 gh.

El 4cido glutamico no parece tener efecto significativo sobre [a produccién de kanamicina

De los seis diferentes medios mejorados obtenidos para la produccién de kanamicina de 1a
cepa mutante de Streptomyces kanamyceticus ¢l medio mejorado 4 (MM4) fue el que tuvo
mayor produccién de kanamicina (148.4 mg/), en relacién a la concentracién inicial del
medio basal (8.4 mg/mi.).

. Las condiclones ambientales recomendadas para la produccién de kanamicina producida

por Streptomyces kanamyceficus son: pH entre 7. -8.0, temperatura de 29°C, y velocidad
de agttacion de 400 t.p.m.

E! objetivo general se cumplié ya que se obtuvo un medio mejorado para fa produccién de
kanamicina partiendo de un medio basal.

. De acuerdo a los resuttados de los trabajos experimentales elaborados las mejores fucntes

de nitrégeno para la sintesis de kanamicina por Streptomyces kanamycetficus son: La
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harina de soya, harina de camarén, y licor de cacimiento de malz. De carbono son: dextrina
y en menor grado el almidén. Y como saies minerales: el carbonato de calcio.

COMPONENTES NB. MMl | MMZ | MM3 | mms | MMS
ALMIDON 2000 | 1000 } 1000 | 1000 10.00
GLUCOSA. .00 260 | 250 2,50
SULFATO DE MAGNEEID 80 | 128 28 26 138 28
CLORURG DE 50000 00 | 3.00 .00 .00 3.00 00
| CLORURO DE PGTASIO 50 s0 | 080 .50 050 50
| HARRNA DE SOYA 1200 | 1200 12.00 12.00 12.00 12.00
[€SL 300 50 | 050 1.50 0.00 1.50
CARBONATO DE CALCIO 3.00 60 | 260 2.50 250 2.50
FOSFATO DE POTASIO 1.00 00 1.00
HARINA DE CAMARON 150
ACEITE DE GIRASOL B8.00
DEXTRINA 10.00

[ ACIDO GLUTAMICT 2.00
|
CONG. KANAMICINA (mg'ml.) l 08.40 2520 2180 | 2120 14840 1525




TABLA 19
CINETICA DE PROQUCCIGN DE LOS SEIS MEDIOS OBTENIDOS

MEDIO FPARANETROS TIEMPO DE FER MENTAC ION
OETERMINADOS {hrs) [hra) {hrs} (hrs.
18 1) 194 162
8.08 868 7.00 181
1250 975 350 750
REDUCTORES

NB PESO SECO {gT] 8.07 12.14 12.43 10.4%
CONCENTRACION 0.00 0.00 8.40 748
XANAMICINA {mph)
pH 376 720 7.74 789
AZUCARES 1500 350 535 1.80
REDUCTORES

MM PESO SECO (@ 1103 10.07 890 780
CONCENTRAC 000 1350 24,50 2620
KANAMICINA {ma1)

M 881 7.63 782 819
AZUCARES 1350 110 50 140
REDUCTORES (g/1)

MM2 PESQ SECQ (g7 849 1048 6.84 7.50
CONCENTRACION 0.00 21.80 2150 1820
CANAMICINA {moT)
pH 6.06 7.6 1.78 8.06
AZUCARES 1635 290 3.70 2,00
REDUCTORES (gT)

MM3 PESO SECO 679 10.00 890 7
conceﬁ'r_ﬁx%u 0.00 2650 2950 3120
KANAMICINA (e
£ 6.78 .51 147 197
AZUCARES 0.78 ND 370 10
REDUCTORES {9/

MM4 PESO SECO (o) 840 1G.50 ND 11.45
CONCENTRACION Q.00 26.00 100.00 148.40
KANMAACINA (MgT)
pH 649 7.85 B.00 a.09
AZUCARES 1170 1210 726 460
REDUCTORES (/)

NM3 PESOSECO (g% 1410 10.00 ND 12.10
CONCENTRAC| 000 10.40 1525 11.60
KANAMICINA
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FIG. 11 ,
EFECTO DE LOS COMPONENTES PARA
LA PRODUCCION DE KANAMICINA
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FlIG. 12 :
CONGENTRACION MAXIMA DE LOS MEDIOS DE
PRODUCCION OBTENIDOS
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FIG.13
EFECTO DE HARINA DE CAMARON
SOBRE LA PRODUCCION DE KANAMICINA
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10.- RECOMENDACIONES

- Estudiar el uso de mas precursores de kanamicina.

- Establecer un métedo de determinacion de biomasa raptdo y preciso para peder determinar
of tempo y condiciones de mayor productividad.

- Analizar el efecto de |a velocidad de agitacién sobre la produccién de kanamicina.
- Realizar més estudios genélicos para Ia cepa de Streptomyces kanamyceticus.

- Debido a que se ufiizan materia prima no sintética (harina de camarén, ficor de cotimiento de
mafz, harina de soya) es necesatio un andlisis de proveedor para asl obtener
espocificaciones fisicas, quitnicas y bromatolégicas de cada una.
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11.- APENDICE

11.1 ARREGLOS ORTOGONALES

Un ARREGLO ORTOGONAL (A0} es una fracclén de un expefimento factotial completo, 38
basa en una tabla de enteros cuyos elementos de columna (1,2,3) representan los niveles bajo,
intermedio y alto de cada factor de columna. Cada rengién del amreglo ortogonal representa una
cormida, esto as un conjunto espacifico de niveles iactorlales por probar, Les hay de distintos
tamanos, dependiendo del mimeto de factores que se deseen estudiar en el exparimanto.

Este método se utiliza con el fin de maximizar u optimizar un producto o proceso y que sea
Insansible a factores dificiies de controlar ¢ a varlaclones externas.

$Su principal caracteristica de Interés practico es que consisten del minimo ndmero de conidas
experimentales capaz de no ailar facteres princlpales del experimento. De hecho si se escogen
cualesquliera dos columnas del amreglo, siempre se tendrd un ameglo completo. Sin embargo,
fos efectos principales estan allados coninteracclones de dos factores. Segin el Dr. Taguchi, su
experiencia en experimentacién Industrial le ha mostrado que las interacciones de dos factores
son raras, argumenta que no es necesario considerar explicitamente interacciones bifactoriales.
Postula que es posible eliminar estas interacclones especificando correctamente la respuesta y
los factores de disefo ¢ empleando un método de asignacibn de factores deslizanfes para elegir
los niveles da los factores.(28)

Un A. O. consiste de una matriz cuyas columnas comresponderén a los factoras del experimento
y los renglones a las combinaciones de los niveles de los factores flamadas Tratamientos. Los
renglones daran lugar a las cormidas experimentales.

Andlisis de la Informacién provenients de un A. O.

Paso 1
Para cada factor obtener el promedio de fas observaciones comrespondientes at mismo nivel.

Paso 2
En el caso de un factor a dos niveles calcular el efecto del factor usando fa férmula:

Efecto factor = Promedio nivel 2 - Promedio nivel 1

Si es un factor a 3 niveles calcufar los efectos ineal y cuadratico de la sigulente manera:
Efecto lineal = Promedio nivel 3 - Promedio nivet 1

Efecto =  Promedio - (2)Promedio + Promedio
Cuadrdtico Nival 3 Nival 2 Nivel 1



Paso 3
Realizar grafica de (os efectos calculados en el experimento.

Paso 4
Calcular el % de cada factor

EJEMPLO
Efectos calculados del experimento 7.2

Utlizando el procedimlento explicado en los parrafos sigulentes.
DISERO: L1g(2)7

Este disefio se refiere a 18 muestras problema, con 7 factores (componentes dei medio), a dos
niveles (dos concentraciones diferentes)

1. Para sacar el promedio de cada factor se tomara como base el disefio ariba menclonado.

CORRIDAS F A [+ T o R E S
B

Como ejemplo se analizard el factor "C" qua cofresponde a |a harina de soya {tabla 5) dal
experimento 7.2

Paso 1 (tabla 6)
1. Promedio factor "C" (nivel 1) = 2.54

2. Promedio factor "C" (nivel 2) = 11.7



Paso 2

Efecto factor " C" = promedio - promedio
nivel 2 nivel 1

Efecto factor"C" = 11,76 - 254

Efecto factor"C" = 9.21

Paso 3
Graficar el efecto del nivel  y el ntvel 2.

Paso4
Seguir el misme procedimiento para todos los factores (A, B, D, E,Fy G).

Paso§

Calcular el % de cada factor:

Efecto A + Efecto B + Efecto C. Efecto G =28
% Efecto "C* = (afecto C) (100)/28

% Efecto "C" = (9.21) (100)128

% Bfecto "C" = 232.89
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11.2 METODO CILINDRO PLACA
EJEMPLO

1. Curva standar de suifato de kanamicina.

T 11 i) 12 T3 T4 T3 15|
LT N B TITI
$0.00 900 9.00 .00 10.00 10.00 1050
950 9.00 800 9.00 .00 10.00 900 10.00
10.00 00 900 9.00 00 10.00 9.00 1.00
9.00 50 1000 8.00 10.00 9.50 8.00 050
1000 .00 9,00 9.0 .00 9,00 10.00 150
10,00 B850 85D | 900 900 10.00 9.00 0.00
Promedio 878 Y= D41 900 9.16 975 53 | 1058 |
Correctibn 034 0.00 025 oo _|
Promedio 8.49 9.00 10.00 1066
| Comegida
Promedios
a) T =849 A=3(0) + 2(d) + {c} - {a}'5
b} T2=9.00 A= 3{10.66) + 2(10) + (9.41) - (8.49Y5
c)T3= 9.4 A=10.50
d) T4 =10.00
€} T8 =10.66 B 3a) + 20) + (¢) - (c}D

B=3(3.49) + 2(0) + (9.41) - 10.685
De 844



METODO CILINDRO PLAGA

2. Valoracién microdlolégica de kanamicina

DATOS DE

CURVA

STD

A=10.58

8= 8.44

XTsm A1

T L1 T M2 TS M3 ™ L]

9.50 800 900 850 900 800 9.00 8.00
950 800 9,00 8.00 8.00 850 8.%0 8.00
9.00 8.00 9.00 800 950 .00 9.00 800
9.00 800 9.00 8.0 980 500 9.00 8.00
9.00 8.00 9.00 800 950 9.00 5.00 8.00
950 8.00 2.00 800 200 800 8.00 8.00

Promedio 9.25 8.00 9.00 808 928 800 8.75 8.00

Comeccién 016 o4 0,16 0.66

Promedic 846 8.4 816 865

| cotregido

La concentraclén de kanamicina se obfiene exirapolando los datos de cada muestra M1, M2,
M3 y M4 (promedio corregido) en la gréfica de curva standar.
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