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Optimización de un medio de cultivo para la producción de 
antraciclinas por Streptomyces peucetius variante caesius 

RESUMEN 

Las antraciclinas son un grupo de compuestos que se caracterizan, principalmente, por presentar una 
importante actividad antitumoral. Actualmente, la doxorrubicina, la daunorrubicina, la carminomicina y 
la aclacinomicina, son las antraciclinas de mayor uso terapéutico en el tratamiento contra el cáncer. La 
producción de estos compuestos ha sido reportada entre 5 y 15 µgil, por lo· qué •resultó. atractivo 
incrementar su producción mediante un proceso de optimización del medio de cultivo en el cual se 
producen. 

Para ello, durante la presente investigación, se utilizó una mutante de Streptomyces peucetius 
denominada como variante caesius. 

Durante la optimización se establecieron las condiciones fisicoquímicas para incrementar la 
producción de antraciclinas en un medio de cultivo cuyos componentes tienen grado industrial. 

Una vez que se establecieron las condiciones, se aplicó un diseilo experimental factorial fraccionado 
para estudiar los efectos de los nutrientes del medio sobre la producción. A partir del diseilo, se 
obtuvieron coeficientes de correlación y de regresión con los cuales se determinó la influencia estadística 
de cada uno de los factores (nutrientes) sobre la respuesta (producción). Posteriormente, se definió el 
modelo matemático que mejor explicó el proceso de producción, y esto dio origen a superficies de 
respuesta que expresan gráficamente el comportamiento del sistema. 

A lo largo de la optimización, la producción llegó a incrementarse hasta más de 38 veces sobre la 
obtenida en el medio de cultivo original, reduciendo en 50% el costo del medio. La glucosa, Ja levadura 
de cerveza, y el CaC03 fueron los factores más influyentes sobre la producción de antraciclinas. 

Del proceso fermentativo se derivó un modelo matemático 1 ineal, por lo que el efecto de cada 
nutriente sobre la producción fue independiente de los demás. 

Gilberto Casillas Pétriz 



INTRODUCCIÓN 

Konrad Seitz*, director del Departamento de Planificación Estratégica del Ministerio del 
Exterior de Alemania, sostiene que para pertenecer al grupo de las naciones denominadas "del 
primer mundo" existe una sola condición: dominar, por lo menos, una de las tecnologías que 
constituyen la clave del futuro mercado mundial. Tales tecnologías son: la infonnática, la 
tecnología espacial, las nuevas energías, los nuevos materiales, y la biotecnología. Según Noam 
Chomsky, es esta última la más importante y, por adición, la que se encuentra al alcance 
inmediato de muchos de los paises catalogados como "tercennundistas". 

México es un país en vías de desarrollo y privilegiado por la vastedad de sus recursos 
naturales; no obstante, subraya Rodolfo Quintero**, en tan solo dos décadas "pasó de ser el país 
con la industria biotecnológica más desarrollada de América Latina, a colocarse como importador 
de productos de la biotecnología moderna elaborados en otros paises de la región". Una de las 
causas de tal retroceso, de acuerdo con el Dr. Quintero, ha sido la desigualdad en la evolución 
biotecnológica nacional. Mientras que académicamente se ha mantenido un liderazgo en 
Latinoamérica con programas de investigación de reconocida calidad nacional e internacional, 
industrialmente existe un rezago gradual propiciado, en parte, por una visión errática hacia los 
beneficios de la biotecnología tanto de los organismos financieros nacionales como del circulo 
político gubernamental. 

Ante este panorama, se ha originado una brecha cada vez más difícil de franquear en el 
vínculo entre las instituciones universitarias y la industria. El estudio de la biotecnología dentro 
del campus carece de sentido si se encuentra relegado de su ejercicio en las plantas industriales, 
especialmente cuando la investigación académica se ha encumbrado en un elitismo científico 
cuyos intereses distan bastante de las perspectivas empresariales y de las necesidades reales de la 
sociedad. No debemos olvidar que la biotecnología se define como el conjunto de conocimientos, 
métodos, procesos y equipo cuyas aplicaciones tienen la finalidad de producir bienes y servicios 
que satisfagan las necesidades básicas de las comunidades, valiéndose para ello del material 
biológico proveniente de diversas especies animales, vegetales y microbianas. 

En México es imperante, actualmente, elevar el desarrollo biotecnológico global, impulsado 
por las universidades e instituciones educativas de nivel superior, y acelerado por proyectos de 
investigación destinados a satisfacer, cuanto antes, las demandas prioritarias de nuestra sociedad. 
Solamente así se puede atraer la atención de los diversos círculos empresariales, y lograr la 
inclusión de los programas de desarrollo biotecnológico dentro de la planeación política 
gubernamental. El financiamiento de investigaciones estancadas en la generación de conocimiento 
estéril que únicamente satisface la curiosidad del investigador o cuya viabilidad productiva sea 
vislumbrada a largo plazo, es una excentricidad que no debe tener cabida en la idiosincrasia de 
una nación en vías de desarrollo. 

• Reft:rido por eJ Dr. Ikinz Di1."terich Slcffon durante Ja presentación del Primer Simposio de Biotecnología Cubana en MCxico, que se 
llevó a cabo del 6 al 9 de septiembre de 1994 en la Cámara Nacional de Ja Industria de la Trunsfonnaclón, y en Ja Universidad 
Autónoma Metropolitana Plantel Xochimilco, en el Di5trito Federal. ~rex:ico. 

••Entrevista rcali7.ada al Dr. RodoJfo Quintero Ramirezpor José de Jésús Guadarrnma H., y publicada en el p.."Jiódico El Financiero el 
24 de ogosto de 1994. 
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El trabajo realizado durante esta investigación, es un reflejo del esfuerzo constante que se está 
llevando a cabo en México en los postgrados en biotecnología para reivindicar nuestro nivel 
académico de excelencia, formando profesionales comprometidos con la investigación científica 
nacional, tanto académica como industrial, frente a las naciones que marcan el rumbo a seguir 
dentro de esta disciplina. 

El tém1ino optimización es bien conocido dentro de los ámbitos científico y tecnológico; sin 
embargo, los procedimientos estadísticos para conseguir exitosamente los fines que se persiguen 
en cualquier proceso de optimización son poco comprendidos, desdeñándose, con frecuencia, su 
potencial real como elementos metodológicos. 

Hablar de optimización en las diferentes escalas productivas, implica tener en consideración 
varios aspectos: primero, adoptar un modelo de producción ya probado para asumir la viabilidad 
de su mejoramiento; se1,•1mdo, elegir el procedimiento más adecuado o, en su defecto, el mejor 
conocido por el investigador para cumplir dicha tarea; y por último, contar no sólo con el 
conocimiento teórico-práctico acerca del objeto de transformación, sino también con una 
consciencia critica del sujeto que investiga que le confiera flexibilidad a la aparente inmutabilidad 
de los números expresados en promedios, sumatorias, coeficientes, unidades de variación, modelos 
matemáticos y, en general, a toda la gama de algoritmos que necesariamente se derivan durante el 
desarrollo de un proceso de optimación con elementos estadísticos. 

Siguiendo en esta línea de pensamiento, la parcela de la realidad que se optó por estudiar fue 
la producción de antraciclinas por Streptomyces pe11ceti11s variante caesius en un medio de cultivo 
basado en el que Federico Arcamone y sus colaboradores desarrollaron para el aislamiento de la 
doxorrubicina por este mismo microorganismo (t, 43J. 

El estudio de las antraciclinas resulta muy atractivo ya que sus propiedades antitumorales las 
han colocado en un lugar preponderante dentro de la quimioterapia contra el cáncer. La 
doxorrubicina es la antraciclina que ha recibido mayor atención por parte de los investigadores, 
debido a su comprobada eficacia clínica y su relativa seguridad, ya que la restricción principal 
para el uso de los compuestos antraciclínicos es su elevada toxicidad para las células normales. 
Aunado a lo anterior, las antraciclinas de mayor uso terapéutico (la doxorrubicina y la 
daunorrubicina) no son fáciles de obtener, por lo que su valor, no solo en términos de costos sino 
también como objeto de investigación, se ha visto incrementado. Desde el descubrimiento de la 
daunorrubicina en 1963, y el de la doxorrubicina seis años después, la producción mundial de 
ambos compuestos se encuentra monopolizada por las empresas Farmitalia Cario Erba (Italia, 
Alemania y Reino Unido) y Rhone-Poulenc (Francia), por lo que resulta muy dificil definir los 
puntos críticos del proceso para su producción, inmersos en la reserva que el dominio del mercado 
exige. 

Se ha investigado mucho acerca de las antraciclinas, especialmente sobre sus propiedades 
terapéuticas, sus mecanismos de acción farmacológica, mutagénesis de los organismos 
productores, condiciones de cultivo, biosintesis y bioconversión, pero no existen antecedentes 
sobre la optimización de la producción de dichos compuestos. Es así que esta investigación se 
conjuntó con dos fases globales de desarrollo. La primera, consistió en la delimitación teórica y 
metodológica para el estudio de la produccion de antraciclinas y de las posibles interrelaciones 
entre factores y respuestas. La fase siguiente abarcó todos los experimentos, tanto simples como 
combinados, que fueron necesarios para establecer las mejores condiciones nutricionales con las 
cuales se incrementaría y evaluaría la producción de antraciclinas. Durante la etapa experimental, 
se aplicaron definiciones, conceptos, y métodos estadísticos que guiaron los criterios de decisión 
hacia los objetivos planteados. Con ello se pretende aclarar la intención de esta investigación, y 
que puede traducirse sencillamente como el uso de herramientas estadísticas básicas y avanzadas, 
en un estudio de optimización dentro de un proceso biotecnológico. 
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Uno de los puntos más interesantes del proceso fem1entativo estudiado en el presente trabajo, 
fue la dilucidación de un modelo matemático predictor para la producción de antraciclinas por 
Streptomyces peucetius variante caesius basada en la significancia estadística de los factores 
nutricionales evaluados durante todo el estudio. 

Por todo lo expuesto anteriormente, la optimización de un medio de cultivo para la producción 
de antraciclinas adquiere una gran importancia en el sentido de que no existen datos formales 
publicados al respecto. Asi, los resultados y conclusiones que se infieren de esta investigación 
cumplen con el propósito de asentar algunos de los factores de cultivo que son determinantes en la 
producción de los compuestos antraciclínicos. 

Dado que el desarrollo de este trabajo se ubicó en un laboratorio universitario de 
"microbiología industria/", resulta obvio que el sentido dado a esta investigación tenga un 
enfoque académico cuya evaluación, in extenso, le permita adquirir una connotación tecnológica, 
más que a la producción de antraciclinas, a la correcta aplicación del criterio empírico sustentado 
en elementos estadísticos a lo largo de un proceso productivo biotecnológico. 

Xll 



OBJETIVOS 

l. Incrementar la producción de anlraciclinas, en matraces, variando las 
concentraciones de los nuttientes del medio de cultivo. 

2. Definir el modelo mátemático qüe explique el proceso de producción de 
antraciclinas, por Str'eptomyces peucetius variante caesius, mediante un diseño 
factorial fraccionado~ 



PARTE/ 
www 

"Si los hechos puestos como bose del razonamiento 
están mal establecidos o son erróneos, 

todo se vendrá abajo o resitltaráfalsificado; 
y es as/ como los errores de las téorlas científicas 

'tienen su origen, · 
/as íiilís di las veces, 
en errores de hecho. " 

Claude Bernard 



1. GENERALIDADES 

1.1. Antecedentes. 

Las antraciclinas constituyen un grupo de antibióticos que, debido a que algunos de ellos 
exhiben una extraordinaria actividad antitumoral, han sido el foco de atención de muchos 
investigadores con la finalidad de aportar elementos de síntesis, regulación, producción, y 
aplicación de estos compuestos en el tratamiento quimioterapéutico del cáncer. Estos 
antibióticos se encuentran entre los primeros conocidos, desde 1939 134). 

La primer antraciclina descrita detalladamente, en 1950, fue la f3-rhodomicina 1 producida 
por Streptomyces p11rp11rescens, que presentaba una fuerte actividad antibacteriana, pero su uso 
clínico fue limitado debido a su alta toxicidad. Posteriormente, en 1959, se obtuvieron las 
cinerubinas A y B pero su alta toxicidad restringió definitivamente su aplicación clínica como 
anti bacterianos, antimicóticos y anticancerígenos (32, 50]. 

La primera antraciclina con efectividad clínica fue aislada, entre 1962 y 1963, por tres 
grupos de investigación independientes. En Francia, investigadores de Rhone-Poulenc la 
obtuvieron con cepas de Streptomyces coemleorubidus, y la llamaron rubidomicina. En Italia, 
fueron los investigadores de Fannitalia quienes con cepas de 5~reptomyces peucetius obtuvieron 
el antibiótico al que llamaron daunomicina. Y en la ya desintegrada Unión Soviética se aisló el 
compuesto que fue denominado rubomicina, empleando, igualmente, cepas de Streptomyces 
peucetius. De los tres nombres se derivó el nombre genérico actual del antibiótico que es 
daunorrubicina (5, 32, 39, 50). 

Aunque es altamente tóxico (toxicidad común en las antraciclinas), la daunorrubicina 
mostró una actividad muy interesante en contra de varios tipos de cáncer experimentales en 
animales y, posteriormente, en cánceres humanos. Así, se observó que tiene un potencial de 
acción muy grande en contra de leucemias infantiles y de tumores sólidos, siendo el primer 
fármaco que dió una considerable remisión inducida en el tratamiento de estos padecimientos 
hasta el grado de lograr una recuperación completa en algunas leucemias agudas que, hasta el 
descubrimiento de esta antraciclina, siempre fueron letales (5, 25, 39, 50). 

La doxorrubicina, también llamada adriamicina, fue descubierta varios años más tarde, en 
1969, por Federico Arcamone y sus colaboradores, a partir de una mutante de Streptomyces 
peucetius identificada como variante caesius. Estructuralmente, se encuentra estrechamente 
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relacionada a la daunorrubicina; sin embargo, se observó que además de tener un índice 
terapéutico superior al de la daunorrubicina, poseía actividad para un más amplio espectro de 
tumores y, además, una toxicidad disminuida. Actualmente, es el agente antineoplástico de 
origen microbiano más utilizado clú1icamente (3, S, 12, 17, 25, 30, 32, 41, SOJ. 

Tabla 1.1.1. Microol"Jl:tnismos 11roductores de antraciclinas. 

Acido aklenónico 

Ácido figaroico 

Aclacinomlcina 

Aklavina 

Aranciamicina 
Baumicina 

Beromicina 

Carminomicina 

Ciclacidina 

Ciclamicina 

Cinerubine 
CirolemicinB 

Citotetrina 

Daunorrubicina 

Oaunosaminil-Daunorrubicina 

13-0esoxicarminomicina 

11-0esoxidaunorrubicina 

11-Desoxidoxorrubicina 

Streptomyces sp. 

Streptosporangium sp. 

Streptomyces golilaeus 
Streptomyces peucetius 
Streptomyces sp. 

Streptomyces echinstus 
Streptomyces coeruleorubidus 
Streptomyces sp. 
Streptomyces griseoruber variante beromycini 

Actinomadura carminate 
Streptomyces peucetius 
Streptomyces coeru/eorubidus 
Streptomyces Capoamus 

St~epfo.,,,yc~s c~P.oemus 
Str6ptomY~es ~i~Bre.Oruber· Verían.te fructofermentans 

StfePtomyC~S-_b~/Íus '..variante cirolerosus 

Str~P.r01:'}rC~s ~;t~~ofl~_vus 
StreP~OfflyCtiS PBU~etiUs 
Streptomyées peuáetius variante caesius 
Str~ptomyaes cOef'!l~~rubidus _ 
Streptomt/aBs r}riSeus .- -· 
StreptomYCBS fÍriSóus: 'varia.nte rubidofaaiens 
StreptomyaeS bifurCuS ' 
Strept0Tnrc8!1 :rnS¡u~~s 
Strep~o~yaB~ gfi~e_orUb.er 
StreptomyCes viridochromogenes 
Strf!'pi'!:'!1Y~e,s_ ~ij;\_,, -·.:_·',~~ "-· _ . , 
StreptomyCes peuaetius variante carneus 
sire/,/~~Y~~~--P~:~~;~tiUs _v~~-i~~·te csrminstus 
Str~pfi,myc~~- p·~t~e-tÍU~ '.·_vBria.rít~ ·.aUreus 
Mic':onionosPorá sp. ,'.:>> -· ;_·_ . · 
Strepiomyi:~s ·peUce~iu~.- var~~:n.te 8ureÚs 

· MicromonoSpors sp. · · · 
11-0esoxi-13-0esoxidaunorrubicina Microlnonospora sp •. ,. 

11-0esoXi-4-6-D~~·~etil~~unor!ubiqina slr~pto;,,yc8s··peuC8ii~~ ;variante 'suieús 

11-Deso~-40--~oesmatildoxorrubicin_a sfreptomyces peucetiuS ·: ~8~~~óté·. ~u~e~~ 
11-0esoxi-4-.0-Desm~til-13-0ihidr~daunorrubicina Streptomyces peucetfu~ ·._·v~·~ia~ta··a~reus 
11-0esoxi-13-Dihidrodaunorrubicina 

13-0ihidrodaunorrubicina 
Doxorrubicina 

Eloramicina 

Ericamicina 

Micromonospors sp. 

Streptomyces peucetius váÍ'iarlte carneus 
Streptomyces peucetius. varían.te caesius 

Streptomyces glsuaescens 
Streptomyces olivaceus 
Streptomyces sp. 
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Tabla 1.1.1. Microorganismos 11roductorcs de anlraciclinas (continuación). 

Galirrubina 
lsorhodomicina 

Lateriomicina 

Leucemomicina 

Maggiemicina 

Marcelomicina 

Marimicina 

Micetina 

Miniatomicina 

Mitocromina 

Musettamicina 

Nocardorrubina 

Nogalamicina 

Pilaromicina 

Pirromicina 

Quinociclina 

Requinomicina 

Retamicina 

Reticulomicina 

Rhodomicetina 

Rhodorrubina 

Rhodomicina 

Riemicina 

Rubomicina 

Rutilantina 

Steffimicina 

Tauromicetina 

Tetracenomicina C 

Tripanomicina 

Vacunocidina 

Violacina 

Violamicina 

Violarina 

Strcptomyces galifaeus 
Streptomyces purpurasaens 

Streptomyces griseoruber 

Streptomycos griseus 
Streptomyces ep, 

Actinosporangium sp. 

Streptomyces msriensis 

Strepto;,yces )anthinus 
Streptomyces · violans 
Streptomyces ~p. 
Streptomyces · viridochromogenes 

Actinospo~angi'-!m sp. 

Nocardie narsshinoensis 

Streptomyces nogeletor 

Streptomyces f/avovirens 

Streptomyces ga/i/eeus 
Streptomyces sp. 
Streptomyces aureofeciens 

Streptomyces fi/amentosus 

Streptomyces olindensis 

Streptomyces rubrireticuli 
Streptomyces griseus 

Streptomyces gs/i/seus 

Streptomyces'purpurescens:·" 

Streptomyces ryensis ' 

Streptomyces cOeruleorubid':'s 
Streptomyces sp. 

Streptomyces steffisbergenSis 

Streptomyces táuricus nov.; ~P. 
Streptomyces glaucescens 
Streptomyaes olivsceUs 
Streptomyaes dia'stochro"1ogenes 

Actinomyaes. sp. 

Aatinomyces sp. 
Msarospora violaceus 
Streptomyces violsceus 

Streptomyces vio/sceus 
Streptomyces coe/ico/or 

En 1974, fue descubierta la canninomicina, estrechamente relacionada en su estructura con 
fa daunorrubicina y fa doxorrubicina. Su descubrimiento ocurrió en Rusia y el microorganismo 
del que se aisló fue Actinomadura carminata 132, 50). 

En Japón, en 1979, se obtuvo fa acfacinomicina A con cepas de Streptomyces galilaeus, 
aunque también es producida por Streptomyces peucetius 129, 32). 

Estas últimas cuatro antracicfinas son, actualmente, fas que han sido aprobadas para su uso 
clínico en el tratamiento de múltiples tipos de cáncer. No obstante, desde 1988 se han 
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identificado más de 400 antraciclinas diferentes, de las cuales aproximadamente la mitad son 
producidas de manera natural, principalmente, por varias especies de actinomicetos 122, 28, 321. 

Todas estas antraciclinas poseen una elevada actividad antitumoral pero su citotoxicidad es 
lo que impide que tengan una aplicación clínica confiable. Es por eso que la mayoría de los 
esfuerzos realizados en las investigaciones acerca de estos compuestos, están enfocados en la 
obtención de fánnacos más eficientes que los ya aprobados y con un grado de toxicidad aún 
menor. Además de las especies silvestres de actinomicetos, se han utilizado especies mutantes, 
ya sea para la obtención de nuevas antraciclinas o para incrementar la producción de las ya 
conocidas. En la tabla 1.1.1. se enlistan algunos de los principales productos antraciclínicos que 
se conocen y las cepas de microorganismos silvestres y mutantes de las que se han aislado. 

Como puede observarse, los compuestos derivados de la daunorrubicina (entre ellos la 
doxorrubicina y la carminomicina) componen la mayor proporción entre los compuestos 
antraciclínicos conocidos hasta ahora. El éxito de la daunorrubicina y, posteriormente, de la 
doxorrubicina, particularmente en el tratamiento clínico de tumores sólidos, despertó el interés 
en el aislamiento de antibióticos relacionados con ellas, así como en la síntesis de análogos 
estructurales y derivados 14). 

Desde 1974, la doxorrubicina ha sido la antraciclina más estudiada en diversas áreas de 
investigación. Ha sido evaluada en sus efectos terapéuticos, tanto independientemente como en 
su interacción con otros fármacos, sin perder de vista los efectos tóxicos que son inherentes a 
sus mecanismos de acción. También se ha utilizado como punto de partida para la síntesis de 
análogos estructurales que tengan una actividad antitumoral mejor y con menos efectos tóxicos. 
En este aspecto han sido determinantes algunos estudios químicos y de bioconversión. Sin 
embargo, actualmente la doxorrubicina junto con la daunorrubicina siguen siendo los 
antineoplásticos de mayor demanda y su producción se encuentra controlada principalmente por 
las empresas Farmitalia Cario Erba (Italia, Reino Unido y Alemania) y Rhóne-Poulenc 
(Francia), respectivamente 12, 12, 32, 47, 50). 

1.2. Propiedades fisicoquímicas de las antraciclinas. 

El término antraciclinas es el nombre genérico propuesto por Hans Brockmann para un 
grupo de cromoglucósidos derivados de la aglicona 7,8, 9, 10-tetrahidro-5, 12-naftaceno quinona. 
Tanto las antraciclinonas como sus glucósidos son pigmentos cuya coloración varia desde el 
amarillo hasta el púrpura, predominando el anaranjado y el rojo. Esta característica se debe a la 
presencia de un cromóforo de polihidroxiantraquinona presente en el esqueleto del 7,8,9,IO­
tetrahidro-5,12-naftaceno 12, 22, 25, 29, 32, 34). En la figura l.2.1. se esquematiza el esqueleto 
básico de carbono de las antraciclinonas. La numeración y la designación de los anillos fueron 
propuestos por Brockmann en 1963. Los anillos son identificados con las letras A, B, C, y D 
iniciando con el anilio alicíclico, aunque algunos autores prefieren comenzar en el anillo del 
extremo izquierdo de la fónnula estructural 12, 5, 22, 34). Todas las antraciclinonas presentan 
la misma configuración en la que el grupo químico substituyente en el carbono 7 se encuentra en 
una posición trans en relación con el substituyente del carbono 10. Puesto que las 
antraciclinonas no deshidratadas poseen dos o tres centros quirates en el anillo A 
(específicamente los carbonos 7, 9 y 1 O) pueden existir, teóricamente, cuatro u ocho 
estereoisómeros. 
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OH O OH 

Figura 1.2.t. Esqueleto de carbono de las antraciclinonas. 

Hasta ahora, no se conoce alguna antraciclina que se encuentre substituida en el carbono 3. 
Por otra parte, los carbonos 1, 4, 6, 7 y 11 son substituidos, salvo algunas excepciones, por 
grupos hidroxilo. En los carbonos 2 y 4 pueden encontrarse grupos metoxilo, mientras que en la 
mayoría de las antraciclinas una molécula de azúcar (mono, di, o trisacárido) se une en el 
carbono 7, aunque en otros casos la unión ocurre en el carbono 1 O, y con menos frecuencia en 
ambas posiciones simultáneamente. Cuando la molécula de azúcar no se encuentra unida en el 
carbono 1 O, el substituyente de esta posición es, generalmente, un grupo carbometoxilo o 
hidroxilo. El carbono 8 casi no sufre substitución, excepto en el caso de la steffimicina en donde 
se encuentra un grupo metoxilo. La cadena lateral carbonada en la posición 9 puede variar en su 
longitud a partir de grupos metilo o isobutilo, dependiendo de la unidad iniciadora acoplada para 
la formación del decacétido precursor común durante la biosíntesís de las antraciclinas (véase la 
sección 1.8.). Estos substituyentes pueden ser -CH3, -CH2CH3, -COCH3, -COCH20H, 

-CHOHCH3, -CHOHCH20H, y -CH2COCH3 . El grupo hidroxilo del carbono 9 es 

característico en casi todos los compuestos antraciclínicos (2, 22, 25, 28, 34). 
Entre los azúcares que forman parte de la estructura de las antraciclinas, la daunosamina es 

la más común entre los grupos de la daunorrubicina y de la carminomicina, mientras que la 
rhodosamina, la 2-desoxifucosa y las cinerulosas se encuentran en los grupos de la 
aclacinomicina, de la pirromicina y de la rhodomicina (5, 25, 29(. En la figura 1.2.2. se puede 
observar la estructura del glucósido doxorrubicina, en donde el aminoazúcar daunosamina se 
une al carbono 7 de la doxorrubicinona mediante un enlace éter (3, 11, 24, 27, 48, 50). 

Muchas de las antraciclinas son pigmentos intracelulares que pueden ser extraidos con 
mezclas de disolventes como n-C4H90H-n-C6H 14, CHClrCH30H, y CH3COCH3-H2S04. En 

el mismo extracto, pueden ser cuantificados espectrofotométricamente por absorbancia a 495 
nm, calculando la concentración con una absorbtividad de 220 (1 %, lcm). La mayoría de las 
antraciclinas poseen una capacidad de absorción similar, ya que es la estructura tetraciclica con 
sus regiones resonantes la que les confiere dicha característica. Es por ello que los extractos, en 
donde pueden encontrarse varios compuestos antraciclínicos, producen básicamente la misma 
respuesta frente al haz de luz del espectrofotómetro. Estos pigmentos tienen, además, la 
particularidad de comportarse como indicadores ácido-base; tienden a virar su coloración hacia 
amarillo o anaranjado con valores de pH ácidos; hacia anaranjado o rojo cuando el pH es 
neutro; y a púrpura o azul-violeta si el pH es alcalino (con descomposición del glucósido). (3, 
19, 24). 

En general, Jos microorganismos productores de antraciclinas no producen un solo derivado, 
sino una mezcla de compuestos antraciclínicos cuyo número va1ía de un organismo a otro. Así, 
de Streptomyces peucetius, productor de la daunorrubicina, pueden extraerse hasta 20 
antraciclinas estrechamente relacionadas entre sí (50). 
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Figura 1.2.2. Doxorrubicina. 

1.3. Características de cultivo para la producción de antraciclinas. 

Hablar de las características y condiciones de cultivo para la producción de antraciclinas, 
obliga a hacer referencia a aquellas especificadas para la producción de daunorrubicina y 
doxorrubicina, ya que son las antraciclinas más utilizadas de las cuatro que han sido aprobadas 
para su aplicación clínica y, por lo tanto, las que más han sido estudiadas sobre su producción 
por la vía fermentativa. Por cierto, es necesario hacer notar que tales condiciones son 
básicamente las mismas en todos los estudios realizados desde los años 60's, época en que las 
antraciclinas cobraron una inusitada importancia clínica. 

Normalmente, los microorganismos productores de daunorrubicina y sus derivados, forman 
colonias rojas en agar debido a la acumulación de los pigmentos antraciclínicos. La misma 
pigmentación ocurre en medios de cultivo líquidos, en donde estos antibióticos se encuentran 
presentes, principalmente, en la masa micelial del microorganismo productor. 
Extracelularmente, la presencia de antraciclinas es ínfima 12, 3, 19, SOJ. 

Streptomyces pe11ceti11s es uno de los microorganismos más importantes en la síntesis y 
producción de antraciclinas. Este actinomiceto fue aislado en 195 7 de una muestra del suelo de 
Peucetia, una de las dos regiones en que se dividía Apulia, comarca de la antigua Jtalia, 
actualmente llamada Pulla. Esta cepa fue seleccionada durante un programa de tamizado 
(screening) antibacteriano y antimicótico (aunque el procedimiento que se utilizó aún no está 
claro), en los laboratorios Farmitalia Cario Erba, en Milán, Italia. Durante su crecimiento 
mostró tener actividad contra bacterias grampositivas y contra hongos. Streptomyces pe11ceti11.1· 
suele presentar una variabilidad natural reflejada en la heterogeneidad de fenotipos como puede 
observarse en la tabla 1.3. l. 129, 50). 

De los diferentes grupos de cepas obtenidos con Streptomyces peucetius, es el grupo I el que 
ha sido más explotado desde 1963, año en que fue descubierta la daunorrubicina. Sin embargo, 
esta antraciclina se obtiene después de una hidrólisis ácida de los glucósidos conocidos como 
baumicinas At y A1. presentes al final de la fermentación. A las cepas silvestres las caracteriza 
su baja producción de antraciclinas, de ahí que al observarse la importante actividad antitumoral 
de estos compuestos, se intensificaron los esfuerzos para incrementar el rendimiento de la 
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Tabla 1.3.1. Variabilidad natural de Streptomyce.~ pe11cL'fi11s en agar. 

anaranjado rojo intenso blanquecino (escaso} 

amarillo do amarillo o rojo ausento 

111 anaranjado amarillo ausente 

IV púrpura púrpura blanquecino 

V ausente rosa ausente 

VI anaranjado púrpura intonso blanquecino 

VII de anaranjado a violeta púrpura intenso blanquecino 

verdeazuladae 

ausentes 

ausentes 

ausentes 

ausentes 

ausentes 

ausentes 

mezcla de antibióticos antraciclínicos (específicamente de la daunorrubicina) y, por otra parte, 
se realizaron análisis cualitativos para detectar, entre todas las antraciclinas producidas por 
Streplomyces pe11ceti11s, análogos con propiedades terapéuticas superiores. Una de las 
estrategias que se proyectaron para incrementar la producción de la daunorrubicina, fue la 
selección de mutantes obtenidas a partir de las cepas del grupo I de Srrepromyces pe11ceti11s. Se 
emplearon varios mutágenos químicos y fisicos, y las poblaciones sobrevivientes fueron 
evaluadas con base en su morfología colonial y en su pigmentación. De estos ensayos se obtuvo 
la cepa mutante denominada variante caesius que es el microorganismo productor de 
doxorrubicina, utilizando como agente mutagénico al compuesto nitrosometiluretano 129, 39, 
50). En la tabla 1.3 .2. se presenta, de manera general, la fonnulación de los medios de cultivo 
usados para Streptomyces peucetius. 

Como es de suponerse, la fonnulación de los medios varía dependiendo de la cepa con la que 
se esté trabajando, y del producto que se desee obtener. Así, por ejemplo, se han probado 
diversas fuentes de carbono como almidón, dextrina, maltosa y fructosa; y otros nutrientes 
como peptona, harina de semillas de algodón, extracto de malta, y harina o aceite de soya. 

Además, algunas sales minerales como el nitrato de calcio y de sodio, o aminoácidos como 
la asparagina, y soluciones vitamínicas, han si.do incluidos en los diversos medios de 
preservación, crecimiento y producción en donde es cultivado Srreptomyces peucetiw'. Este 
microorganismo, como la mayoría de los actinomicetos, está sujeto a regulaciones por 
catabolitos (como las fuentes de nitrógeno y de fosfato, mediante mecanismos de represión e 
inhibición, respectivamente). De manera algo excepcional, la glucosa en altas concentraciones 
no ejerce represión catabólica sobre la síntesis de antraciclinas (como podría esperarse) en 
Streptomyces pe11ceti11s; sino que puede presentarse una inhibición ocasionada por los ácidos 
orgánicos provenientes del metabolismo de la hexosa, excretados al medio por el actinomiceto. 

La temperatura de incubación puede ser mantenida entre 25 y 30ºC, aunque parece 
preferible mantenerla entre 27 y 29ºC, y el pH del medio debe fluctuar entre 6.40 y 7.30, ya que 
la acidogénesis en el medio de cultivo (generalmente estimulada por glucosa) afecta 
enormemente tanto el crecimiento del microorganismo como la producción de antraciclinas. 

Cuando el medio de cultivo es liquido, las velocidades de agitación en matraces pueden ir 
desde 120 hasta 250 rpm, y los tiempos de incubación suelen variar desde 2 hasta 10 días 
dependiendo del proceso de cultivo que se esté llevando a cabo 13, 18, 19, 20, 35, 501. 
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Tabla l.J.2. Medios de cultirn usados 1111ra StreptomJ•ces peucetiu.t. 

Glucosa 
Sacarosa 
Licor de maiz 

Levadura de cerveza 

NaCI 

KH2P04 

CaC03 

INH4J2S04 
MgS04'7H20 

FeS04·7H20 . 

ZnS04·7_H20 

CuS04'5H20 
Agar 

3 

1.5 

0.1 

0.05 

0.1 

0.005 

0.0005 

0.0005 

0.0005 

2 

, CONCENTRAClóN 1%1 
Medio de ' MedlO de 

coheerveci6n · germinaéi6R · 

2 

1 

0.4 

0.4 
0.2 

2 

3.6 

2.4 

0.9 

0.24 

Todos Jos medios se preparan con agua corriente. 

. ' \ .. : !\~ <:.'.~}i 
Meclodeº"·' 
~:~;¡ 

6 

3 

0.2 

0.1 

0.2 

0.01 

0.001 

0.001 

0.001 

La máxima concentración de antraciclinas no puede definirse en un tiempo constante, ya que 
ello depende de la cepa, de las condiciones de cultivo y del antibiótico antraciclinico que se 
quiere obtener. Por ejemplo, se han reportado dos diferentes tiempos para la máxima producción 
de doxorrubicina por Streptomyces peucetius. variante caesius (4 y 6 dias), en donde la 
diferencia parece estribar en algunas condiciones de cultivo (3, SOJ. 

El cultivo de Streptomyces peucetius para la producción de daunorn1bicina se ha 
desarrollado en fermentadores de hasta l O 000 litros, mientras que para la variante caesius se 
ha reportado el uso de fermentadores de 800 litros. Los títulos para la producción de 
daunorrubicina y doxorrubicina que se citan en la literatura de patentes se encuentran entre 60 y 
70 µg/ml para daunorrubicina, y entre 5 y 15 µg/ml para doxorrubicina. Se ha llegado a estimar 
que la producción industrial de estos fármacos por parte de Farmitalia Cario Erba y Rhone­
Poulenc puede ir desde 500 hasta !000 µg/ml, sin embargo no existen indices de producción 
publicados por estas empresas que corroboren dichas estimaciones (35, 501. 

En 1969, Federico Arcamone y sus colaboradores (31 establecieron las condiciones 
fisicoquímicas propicias para el cultivo de la cepa caesius. Desde entonces, la base de la 
formulación del medio de cultivo para la producción de doxorrubicina, prácticamente, no ha 
cambiado. En el grupo de investigación del Laboratorio de Microbiología Industrial del 
Departamento de Biotecnologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad 
Nacional Autónoma de México, se han realizado fermentaciones con Streptomyces peucetius 
variante caesius en diferentes medios de cultivo. Sin embargo, entre los medios complejos 
probados, el propuesto por Arcamone y su grupo es el que ha redituado los mejores resultados 
(datos no publicados). Dicho medio se compone, en gil, de: glucosa, 60; levadura de cerveza, 

25; NaCI, 2; CaC03, 2; K2HP04, 1; MgS04, 0.1; FeS04, 0.01; y ZnS04, 0.01. 
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1.4. Mecanismos de acción farmacológica de las antracicli11as. 

Los mecanismos de acción de las antraciclinas sobre las células, explican tanto las 
propiedades antitumorales de estos fám1acos, como sus efectos tóxicos. La daunorrubicina y, 
más específicamente, la doxorrubicina, son los fármacos antraciclínicos que han servido como 
modelo para comprender la actividad biológica de estos compuestos. Dicha actividad está 
relacionada con su capacidad para enlazarse específicamente con el ácido desoxirribonucleico 
(ADN), intercalándose entre pares de bases adyacentes de la estructura de la doble hélice, 
aunque algunos investigadores han observado que las antraciclinas expresan una gran afinidad 
por los polinucleótidos que siguen una secuencia alternada de purinas y pirimidinas en cada una 
de las hebras. Cuando la interacción ocurre, se generan desórdenes estereoquimicos entre las 
hebras del ADN interfiriendo con la función del ácido nucleico como molde progenitor durante 
su replicación, y durante el evento de la transcripción. La intercalación consiste en la formacíón 
de un complejo entre el esqueleto plano de la antraciclinona y los polidesoxirribonucleótidos, 
impidiendo la síntesis del ADN y del ácido ribonucleico (ARN). El ADN sufre un 
desenrollamiento local de la doble hélice a consecuencia de la separación de las bases apiñadas 
por la molécula intercalada. El complejo fommdo es metacromático y sensible a incrementos de 
la fuerza iónica, así como a las variaciones de temperatura; al mismo tiempo que eleva la 
viscosidad del medio. Finalmente, ocurre un rompimiento de las hebras monocatenarias con la 
consecuente fragmentación del polímero. En la figura l.4. l. se ilustra la intercalación de la 
doxorrubicina en un segmento del ADN (2, 5, 12, 24, 26, 27, 32, 41, 43, SO, 51 f. 

Doxorrubicina 

Complejo doxorrubicina-ADN 

Figura 1.4.1. Intercalación de la doxorrubicina en el ADN. 

ADN 
normal 
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Otros estudios han revelado que varias actividades de la membrana son moduladas, 
específicamente, por la doxorrubicina; por ejemplo, la organización y estructura de los 
fosfolípidos, la síntesis de glucoproteinas, la fluidez de la membrana, algunas propiedades de 
fusión intercelular, el transporte de iones y moléculas pequeñas, y la expresión de los receptores 
hormonales. Aw1que es evidente que las antraciclinas actúan sobre las membranas biológicas, es 
importante enfatizar que los efectos citotóxicos de estos antibióticos, especialmente en las 
células cancerosas, no se deben exclusivamente a sus interacciones con las membranas, sino que 
estas estructuras parecen representar el blanco de acción más sensible de la célula, durante la 
actividad farmacológica de las antraciclinas (5, 49). 

1.5. Toxicidad de las antraciclinas. 

El mecanismo de acción de las antraciclinas es el mismo en células cancerosas y en células 
normales, por lo que su citotoxicidad sobre estas últimas es una de las dos principales razones 
por las cuales su uso debe ser restringido y bajo una estricta vigilancia médica. La otra razón es 
la resistencia espontánea o adquirida por parte de las células tumorales, frente a la acción de 
estos fármacos. 

Estudios en cultivos celulares y en animales de laboratorio, han mostrado una rápida 
penetración celular y su unión a la cromatina perinuclear. De esta manera, la actividad mitótica 
es inhibida rápidamente, así como la síntesis de los ácidos nucleicos, dando origen a 
mutagénesis y aberraciones cromosom1cas. Es común la detección de síndromes 
inmunosupresivos, y se atribuyen a estos antibióticos propiedades carcinogénicas. Los efectos 
tóxicos más caracteristicos de las antraciclinas son: toxicidad cardiaca progresiva, y 
mielosupresíón en práctic::imente todas las especies animales de experimentación, y en el propio 
ser humano. Tanto en la cardiotoxicidad (crónica o aguda) como en la resistencia al efecto de 
las antraciclinas, es probable que el mecanismo de acción se manifieste, principalmente, sobre 
las membranas celulares (5, 11, 40, 43, 50]. 

La cardiopatía ocurre en aproximadamente el 2.2 % de los pacientes después de haber 
acumulado varias dosis superiores a 650 mg!m2, de daunorrubicina, o 550 mglm2, de 
doxorrubicina. La supresión de la médula ósea se presenta en el 70 % de los casos, y otras 
reacciones como estomatitis (80 %), náusea y vómito (20-55 %), y alopecia (en prácticamente 
todos los casos), así como ocasionalmente anorexia, diarrea, fiebre, urticaria, anafilaxis y 
necrosis local en el sitio de la inyección, también se hacen presentes (2, 5, 12, 24, 33, 41, 43). 

La causa más importante por la cual la quimioterapia contra el cáncer suele fracasar, es el 
desarrollo de resistencia de las células malignas hacia los fármacos. En el caso de las 
antraciclinas, los mecanismos de resistencia parecen derivarse de diversos factores, como la 
penetración disminuida del antibiótico al interior de la célula, la alteración de la sensibilidad de 
las ADN y ARN polimerasas, y un incremento en la eficiencia del transporte activo del fármaco 
hacia el exterior de la célula (5, 41, 49(. 
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1.6. Farmacalogía de las antraciclinas. 

La fannacología de las antraciclinas en humanos (esencialmente de la doxorrubícína y de la 
daunorrubicina) ha sido dificil de definir, aunque las rutas metabólicas de estos fánnacos 
parecen ser similares. Su administración es por vía parenteral puesto que el enlace glucosídico 
por el que la daunosamina se une a la antraciclinona es escindido en el tracto gastrointestinal y 
esto inactiva a las antraciclinas si se les administra por vía oral f41 J. Las principales 
transfonnacíones metabólicas de la doxorrubicina son: la reducción de la cadena lateral en 
donde se encuentra el grupo carbonilo, para obtener un alcohol secundario: el adriamicinol (13-
dihidrodoxorrubicina); y la escisión reductiva de la daunosamina con la formación de la IO­
desoxiadriamicinona (10-desoxidoxorrubicinona), véase la figura 1.6.1. De una manera similar, 
la daunorrubicina es reducida hasta daunorrubicinol. Ambos alcoholes son agentes citotóxicos 
activos. Estas reducciones son catalizadas por aldo-ceto reductasas, dependientes del fosfato 
reducido de nicotinamida-adenín-dinucleótido (NADPH) citoplásmico, que se encuentran 
presentes en todos los tejidos en donde se localizan las antraciclinas, y son estas enzimas las 
que, probablemente, detenninan la fannacocinética global de estos fánnacos. Para la reductasa, 
la daunorrubicina es un mejor sustrato que la doxorrubicina. Al igual que estos fánnacos, sus 
fonnas reducidas, como el adriamicinol y el daunorrubicinol, son a la vez sustratos para las 
glucosidasas microsomales que están presentes en la mayoría de los tejidos (24, 41J. 

\ fu! Glucoddasamicrosomal 
\emoción de la daunosarnina) ;curonldación) 

OOH 9H ~H·\'H 
V ~ CH-CH.1:°H ~ CH·CH20H 

1 1 ·.··OH ,--_."" 1 1. "·OH ~· .· (d•sm•tilaolón) "'- -"' . · • 
CH31 H .. · · ;' HO . . H ··: . 

Aglicona de desoxladrlall)lclnol Agllcona de _desmetildesoxiáCÍriamlclnoJ 

O OH P. · ' O OH · ·9H 
~C.H·CHzO.H 

CH1 OH 

c-CHzOH 
H 

Desoxiadriamlcinona 

~·~H··. 

Hsoa-o o OH 

Conjugado con sulfato 

Fit,'Ura 1.6.1. Reacciones metabólicas de la doxorrubicina. 
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Dichas enzimas descomponen a las antraciclinas en agliconas inactivas más el aminoazúcar 
libre; las agliconas son desmetiladas por reacciones de conjugación, que dan como resultado 
substituciones de ésteres de sulfato y glucurónido. Las antraciclinonas así substituidas son 
excretadas principalmente por la bilis. Por esta vía, al término de 7 días, aproximadamente el 40 
% de la dosis de doxorrubicina administrada es excretada, y de tal cantidad el 42 % es 
doxorrubicina, el 22 % es adriamicinol y el resto son otros metabolitos. 

1.7. Importancia clínica e industrial de las antraciclinas. 

Desde 1963, cuando se detenninó que la daunorrubicina era un potente agente 
antineoplástico, muchos programas de investigación tanto industriales como académicos se 
intensificaron con el objetivo de aislar y caracterizar nuevas cepas productoras de antraciclinas. 

Con el descubrimiento de la doxorrubicina nuevas luces se encendieron en la búsqueda de 
otros compuestos antraciclínicos, más eficientes y menos tóxicos que aquellos que ya se 
conocían. 

Hasta nuestros días, la búsqueda continúa. Se han desarrollado nuevas antraciclinas que 
poseen un espectro de actividad antitumoral más amplio que la doxorrubicina y que la 
daunorrubicina (algunos de los nuevos fármacos son derivados de ellas), además de representar 
un menor riesgo por su cardiotoxicidad reducida. Estos logros se han derivado de síntesis 
químicas y métodos biológicos como la bioconversión. 

La eficacia real de estos compuestos aún no ha sido definida en las etapas de 
experimentación en las cuales se encuentran todavía, sin embargo, algunos derivados de 
doxorrubicina, daunorrubicina y carminomicina, se utilizan con frecuencia en dosificaciones 
combinadas, aportando resultados alentadores en el tratamiento de algunos cánceres. 

Aunque las cuatro antraciclinas principales que han sido aprobadas para su uso clínico en 
diversas partes del mundo han probado ser muy efectivas en contra de diferentes tipos de 
sarcomas, y una amplia variedad de neoplasias, neuroblastomas, linfomas y leucemias agudas, 
la doxorrubicina es la más estudiada en cuanto a sus propiedades terapéuticas, y no es por 
casualidad: posee el más amplio espectro entre todas las antraciclinas, y es la más efectiva y la 
menos tóxica de todas aquellas que son producidas fermentativamente. En la tabla l. 7.1. se 
enlistan las principales patologías en que es administrado este antibiótico, ya sea como único 
agente medicamentoso o en combinación con otros principios activos. 

La daunorrubicina y la doxorrubicina son moderadamente activas contra bacterias 
grampositivas y ácidorresistentes, y no causan efecto alguno en las gramnegativas. Solamente 
una cepa de Streptococc11s faca/is ha sido reportada como un organismo sumamente sensible a 
la doxorrubicina 127, 50). Alg1mos estudios han demostrado que ambas antraciclinas son 
inhibidores potentes de la transcriptasa reversa, cuya activídad es esencial para la replicación de 
los retrovirus; de tal fonna que pueden ser buenas candidatas para ser aplicadas en la 
quimioterapia contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que es el agente etiológico 
del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (sida) [38). 

En términos generales, la doxorrubicina produce el doble de toxicidad y de efecto 
terapéutico en relación con la daunorrubicina, lo que lo hace uno de los antineoplásticos de 
mayor demanda en la actualidad 151). 
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Tabla t.7.t. Es11ectro de aclh'idad antilumoral de la do111rrubicina. 

Adenocarcinoma de estómago 

Adenocarcinoma de mama 
Adenocarcinoma de ovario 

Adenocarcinoma de próstata 

Adonocarcinoma de vejiga 

Cáncer esofágico 

Cáncer pulmonar 

Carcinoma ascftico de Ehrlich 

Carcinoma broncogénico 

Loucemio granulooftico 

Leucemia linfoblástico 

Leucemia mieloblástica 

Leucemia promielocftica 

Linloma de Burkitt 

Linfomae de Hodgkln y no Hodgkln 

LintósBrcOmB 
Micosis funóoidBs 
Mielama "múlÚpJe 

Carcinoma celular escamoso de la cabeza y del cuello · Neuroblaetoma 

Carcinoma celular escamoso del cérvix 

Carcinoma pancreático V biliar 

Carcinoma testicular 

ReticutOsaicoriia 

Sarcom'a de EÍNing 

Sarcomas óseo y de tejidos blandos 

Carcinoma tiroideo 

Hepatoma 

Tumor carcinolde maligno metastático del intestino 

Tumor de Wilme 

La única antraciclina que se comercia en México es la doxorrnbicina, con las marcas 
registradas Adriblastina* y Doxotec** (ambos medicamentos con clorhidrato de doxorrubicina, 
10 mg; liofilizado con frasco ámpula) por Fannitalia Cario Erba, S.A. de C.V. y Tecnofanna, 
S.A. de C.V., respectivamente 142, 43, 501. 

1.8. Biosíntesis de las antracicliuas. 

La ruta biosintética a partir de un decacétido hipotético derivado de la condensación de 
nueve equivalentes de rnalonil-CoA y una molécula iniciadora de propionil-CoA, análogamente 
a como ocurre durante la sú1tesis de ácidos grasos, ha sido la explicación más aceptada sobre la 
síntesis in vivo de las antraciclinas (2, 15, 16, 22, 25, 28, 32, 34, 35, 36, 50). El policétido se 
fonna por la condensación lineal de la unidad de propionato iniciadora más las unidades de 
acetato secuenciales, con la subsecuente pérdida del grupo carboxilo terminal. La unidad 
iniciadora puede variar, dependiendo de la cadena carbonada lateral unida al carbono 9. Así, 
dicha unidad puede ser un acetato, un propionato, un butirato (o acetoacetato), o un iso-butirato 
(25, SOJ. Se cree que un sistema de policétido sintetasas (similares a la j3-cetoaciloacil sintetasa 
presente en la fonnación de los ácidos grasos) es el responsable de catalizar la formación del 
oligocétido que da origen al cromóforo de antraquinona, aunque también se ha planteado la 

• El medicamento Adriblastina es vendido en dos prcscntadones: de 10 y de SO mg. cuyos prcdos soo N$80.00 y NSJS0.00, 
1\..--spectivamente (precios de mcnu~o. septiembre de 1994 ). 

••El medicamento Do.ratee ha sido introducido al mercado recientemente. 
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posibilidad de que la formación de la estrnctura tetracíclica ocurra espontáneamente como un 
evento de estabilización (32, 501. Las principales reacciones que sufre la aglicona de 
antraciclina a lo largo de la biosíntesis de la mayoría de estos compuestos constan de 
hidroxilación, metilación, glucosilacíón, oxidación, reducción, y acilación (28, 321. Hay 
evidencias, por experimentos realizados con inhibidores de la metilación y mutantes bloqueadas, 
de que el grnpo metoxilo de la daunorrubicina y de la doxorrubicina se deriva del aminoácido 
metionina; mientras que el aminoazúcar daunosamina parece derivarse directamente de la 
glucosa (34, 36, 501. Se ha observado que las diversas mutantes de Streptomyce.1· pe11ceti11.1· son 
muy inestables y tienden a no ser confiables en su viabilidad, por lo que los estudios sobre 
biosíntesis que se han relizado con mutantes bloqueadas de dicho microorganismo no han sido 
sistemáticos; de ahí que casi todas las rutas elucidadas para las síntesis de estos antibióticos son 
inferencias teóricas más o menos aceptadas por la mayoria de los investigadores quienes piensan 
que la ruta biosintética para las antraciclinas puede ser similar en todos los microorganismos 
productores (25, 321. Una vez que se ha formado la cadena policétida, sufre una deshidratación 
sin perder un grnpo ceto ubicado en el carbono 2 del esqueleto de la futura antraciclinona. En 
esta etapa no se descarta la posibilidad de formación de intermediarios mono y bicíclicos (221. 
La reducción del grupo ceto del carbono 2 seguida por una deshidratación, da origen a un 
hipotético intermediario cuya enolización resulta en la formación del ácido aklanónico. Este 
último compuesto parece ser el primer intermediario estable después de la formación de los 
anillos aromáticos de la aglicona; una metiltransferasa lo convierte en su metil éster 
completándose después, vía cicloadición por una ciclasa, la configuración del anillo alicíclico. 
El compuesto así formado es la aklavicetona, la cual presenta en su estructura el característico 
esqueleto de la tetrahidro-naftacenoquinona (15, 22, 28, 321. Por la posible acción de una 
reductasa, la aklavicetona es hidroxilada en el carbono 7 de la molécula tetracíclica, 
obteniéndose así la aklavinona; que es la primer antraciclinona completa de la ruta biosintética. 
Es también el mayor precursor común de los principales grupos antracilínicos: daunorrubicina 
(v. gr. doxorrubicina y sus derivados, y las baumicinas); aclacinomicina (v. gr. aclacinomicinas 
A, B, y Y, y la aklavina); rhodornicina (v. gr. todas las P-rhodornicinas); carminomicina (v. gr. 
carminomicinas y sus derivados); pirromicina (v. gr. cinerubinas); nogalamicina y steffimicina 
(2, 15, 16, 22, 25, 28, 32, 34, 501. La aklavinona puede ser oxidada en el carbono 1 para 
formar E-pirromicinona; o en el carbono 11 para formar E-rhodornicinona; o en ambos carbonos 
a la vez con lo cual se producen iso-rhodomicinonas. En estos últimos eventos, pueden estar 
involucradas una o más hidroxilasas [15, 22, 28, 341. Por otra parte, la aklavinona puede ser 
glucosilada directamente para producir aklavina y aclacinomicina A. Sin embargo, en la mta 
biosintética de la daunorrubicina, la aklavinona es hidroxilada para formar la E-rhodomicinona 
siendo este último el compuesto predominante (junto con las baurnicinas A1 y Ai) durante las 
fermentaciones para la producción de la daunorrubicina y sus derivados (15, 30, 36, SOi. La 
coloración rojiza de la E-rhodomicinona, y de otros compuestos antraciclínicos, se debe a la 
presencia del grupo hidroxilo en el carbono 11 de la molécula tetracíclica, a diferencia de los · 
primeros intermediarios que son pigmentos amarillos (29, 321. Se ha observado que la 
conversión de aklavinona hacia E-rhodomicinona, catalizada por una hidroxilasa, es dependiente 
del oxígeno y de la presencia del NADPH (15, 321. En la figura 1.8.1. se representa la ruta 
biosintética vía oligocétido, hasta la formación de la E-rhodomicinona y otros intermediarios 12, 
IS, 22, 25, 28, 29, 32, 34, 36, 501. Hace todavía algunos años no se definía el rol de la E­
rhodomicinona durante la biosíntesis de antraciclinas. Se creía que podia ser un producto 
colateral de la síntesis de la daunorrubicina, pero con algunos trabajos realizados con mutantes 
bloqueadas y bioconversiones se detem1inó finalmente que es, sin duda, el principal 
intermediario en la biosíntesis de la daunorrubicina (14, 29, 30, 32, 35, 36, 501. 
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Figur111.s:1;. RuÍa biÓsinl6iiéa de las aritraciclinashasta la fornméión de la E-rhodomiCinona. 
«- <·" ' .,, ,,~· ;. '<-'-': 

-:;-'·· 

Una vez que se ha foi-tliacio I~ E-rhodomicinona, sufre 1ma glucosilá~iónqu6 ini~ia una serie 
de transfonnacicines que dan por resultado la fonnación de otras antraciclinas~'L~' sec1ienCia de 
reacciones. enzimáticas que se llevan a cabo desde la s-rhodomicinona hast~ la.'.daunorrúbicina, 
es menos conodda que aquella que se da desde la condensación del decacetido hipo.tético hasta 
la síntesis de Ja E-rhodomicinona, pero resulta obvio que las siguientes reacciones son las que 
tienen lugar: glucosilación (con daunosamina para el caso de la daunorrubicina) ·del gmpo 
hidroxilo del carbono 7; substitución del gmpo carbometoxilo ubicado en el carbono 10; 
oxidación de un grupo metileno a un gmpo ceto en la posición del carbono 13; y la metilación 
del gmpo hidroxilo del carbono 4. En relación con esta última reacción, es posible que para 
llevarse a cabo tiene que ocurrir después de la descarbometoxilación en el carbono 10, ya que 
tal vez las agliconas que contienen al gmpo carbometoxilo no son sustratos para las 4-0-
metiltransferasas que llevan a cabo la metilación del gmpo hidroxilo del carbono 4. De aquí se 
infiere el hecho de que la daunorrubicinona no es un íntennediario sino un producto del 
metabolismo de la daunormbicina. Finalmente, la doxorrubicina se fonna a partir de una 
oxidación adicional del carbono 14 redituando un gmpo hidroxilo en esa posición fl4, 28, 32, 
36,50). 

Con esto último puede detenninarse que la daunorrubicina es el precursor directo durante la 
biosíntesis de la doxorrubicina por Streptomyces pe11ceti11s variante caesius (17, 29, 32). 
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Desmetilasa 

~ ~L 
t.,..Jl)'f"'~,,J'"ºH T y!..Ji~ .. ,,J'·OH 

OHOOHc)H OHOOH¡j 

E-rhodomicinona TºP Rhodomiclna ~H 

Difosfodaunosamlna ~H NH• 

de tlmldina j NH2 

Tºp 
i:,~HtOH 

~H OH 
Difosfoglucosa de limldina 

BidroHilasa 

Figura 1.8.2. Ruta biosintética desde la s-rhodomicinona hasta la d!JXOrrubicina. 

Se han dado a conocer rutas que son colaterales con la anteriormente descrita y que dan 
origen al resto de las antraciclinas que no pertenecen al grupo principal de la daunorrubicina 
pero, tal y como ocurre con esta última, las reacciones enzimáticas que llevan a su formación no 
han sido elucidadas completamente (2, 15, 22, 25, 28, 29, 32, 34). En la figura 1.8.2. se resume 
una de las rutas biosintéticas (la mejor aceptada) para la formación de la daunorrubicina y, 
consecuentemente, de la doxorrubicina, a partir de la E-rl1odomicinona [2, 22, 25, 28, 29, 32, 
34,36,50). 

La daunorrubicina es sintetizada por varias rutas, y la mayor parte de ella no se obtiene 
libremente sino en forma de glucósidos con mayor peso molecular llamados baumicinas A1 y 
AJ., cuya hidrólisis ácida genera la daunorrubicina como tal (25, 29, 36, 39, 50). 
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PARTE JI 

"La idea es una semilla; 
el método es la tierra que proporciona las condiciones 

en las que aquella pueda desarrollarse, 
florecer y dar los mejores/rufos posibles 

conforme a su naturaleza. 
Pero del mismo modo 

que nada crecerá en el suelo 
que 110 haya sido pre1•ia111ente sembrado en él, 

así tampoco desarrollará 
el método experimenta/ cosa alguna, 

excepto las ideas que le hayan sido sometidas. 
El método por sí solo no engendra nada. " 

Claude Bernard 



2. MATERIAL, EQUIPO Y MÉTODOS 

NOTA IMPORTANTE: 

Todo aquello que se encuentre en contacto con los pigmentos 
antraciclínicos, ya sea material, equipo, lugar de trabajo, etc., debe ser 
cuidadosamente aseado (tal y como se indica más adelante); además 
de que el laboratorista debe tomar todas las precauciones que sean 
pertinentes para su propia seguridad y para la de los demás, como el 
uso de guantes de látex, anteojos de seguridad, bata, mascarilla, etc., 
así como la restricción de su área de trabajo y de almacenaje, 
refrigeración y congelación. Todo esto debido a la elevada toxicidad 
y considerable potencial cancerígeno de las antraciclinas. 

2.1. Condiciones de cultivo. 

2.1.1. Cepa. 

La cepa utilizada en este trabajo fue Streptomyces peucetius variante caesius ATCC .27952. 
Fue mantenida viable como micelio fragmentado (lavado con solución salina al 0.85 %) en tina 
suspensión en glicerol (Baker .. ) al 20 %, y en una concentración micelial de 40 % (v/v) a 
-20ºC. Dicha suspensión (stock) fue resembrada cada dos meses. 
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2.1.2. Agua. 

Se emplearon tres tipos de agua; tanto para la limpiéza del material, preparacron de 
reactivos ystocks como para la preparación de los .medios de cultivo: aguá destilada normal, 
agua destilada libré defosfatos, y agu~ co~rieríÍe*. El uso de cadatipo de aguá se indica a lo 
largo de las siguientes secciones. · · · 

2.1.3. Esterilización. 

La esterilización tanto del material de laboratorio éonio de los medios d~ cultivo se llevó a 
cabo a una temperatura de l 22ºC durante 20 minutos; en cambio, elmaterial que contenía 
desechos biológicos y antraciclínicos fue debidamente 'neutralizado (ver más adelante) y 
esterilizado a l 22°C durante 30 minutos. · ' , 

2.1.4. Esporulación. 

Antes de iniciar cada experimento la cepa fue sometida a condiciones de esporulación 
durante 10 días a 29ºC en el siguiente medio de:c~ltivo*{ ~~ gtl; giucos~ (Baker'"'-), 10; 
almidón (Difco"R.), 20; extracto de levadura (Difco"R.),' 5; caseina hidrolizadá (Merck"R.), 5; 
CaC03 (Merck"R.), 1; bacto agar (Difco" .. ), 15; sacarosa (Baker'' .. ), 20; yaglla deStilada: Los 

carbohidratos se esterilizaron independientemente del r~Sto de los nutrientes pa~a-~\-Ít~r,que se 
presentaran reacciones de descomposición ("caramelización") en el . medio.'' El /.'medio' de 
espomlación fué contenido en cajas de Petri de plástico (Technicare"R.) en donde' sé sembró un 
volumen de 0.05 mi de la suspensión de micelio fragmentado de Strep1011iyces;peiÍceti11s 
variante. caesius, expandiéndolo sobre toda la superficie del medio con un asa dt1 vidrio. Al cabo 
de 1 O días se observó la presencia de micelio vegetativo pigmentado en rojo'. intenso;':y de 
abundante micelio aéreo con una tenue coloración grisácea o azul-verdosa'. Elcültivo.tuvo.lina 
apariencia terrosa y se encontró fuertemente arraigado al agar nutriente.: Permaneciendo:eÍt Ías 
placas de esporulación su viabilidad permaneció constante durante un mes. · . ·· '. · 

2.1.5. Matraces. 

Los cultivos líquidos,que sec.réali<raron durante esta in~;st;gaéióni"se,ll~v~ron a cabo en 
matraces de 250 mi con deflééto~es;modelos F-:06././ de:Sign1a~Aldriéh"l<.'y254J-SOOJ./ de 
Bellco Glass""-... Para Jog'rar úna '. dispérsióri · homogéneadeL inicelio, :, IÓs ;'rri~traces incluían, 
además del medio, peílas de. vidÍio para ébulliéión de 5.mm de diámetro (s:, Braim'~ .. ). .· 

- '' • ; ' • <' •• • • • ·: ;.: • • • • ·; <·,:' .. ' ' , . ~ ' ' . , o :, :~.'-'; 

• Agua surninistrn_.r.fa c.'Om~· s~~:¡·~~¿.'..~~~,um1·t~. 1/du~d· Üli1i"C~ilarfo c~f~~ico .. · tÚ:.'): d.: la .:=ú;1:i¿~fdad .~~~~~·~~~I · ~\utónomu de 
~féxi1:0, y cuyo nnúl_isis fisi1.'\ll¡uhi1k~ ~c,·cl.~ ~1uc.~~111~i~~~ \·"-st,i~o~ de.~u(JIC93>i:·~lg(l~~03)2~~~fg.~0.1 . N~2~0;1, y·~aCI; lLi1icndo 
una durc¡¡o..a tot<JI di!. 130 rP~n d.:.CaC03 runa dur~1 . .a,~~nlm~·11tc igUílJ ;J.s.J·pp~n ºd.: Caco3:.nsi .. c0mu wi'prI ciitre 6.88y1:001-'"'I· 

•• ~lcdio de <lllli\·o parJ ~~1JacW11 d°'°~llado y;da~~d~por clgn1po de Ül\"°"i~cii~1 del~bornt()rio de Microbiología 
Indmtrinl d.:I IA'f>al'Uum .. i1lo dlÍ Uiotea1ologia·dcl Instituto.de Invcstigadoucs Diomi!dicas de la Uni\'crsidud Nacional Autóiúuna d.: 
~léxko. · 
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Con la dispersión del micelio, la superficie celular de contacto se incrementa, facilitando así 
el consumo de los nutrientes, y la transferencia de oxígeno que es fundamental en· la biosíntesis 
de los compuestos antraciclínicos. Para el crecimiento del preinóculo se. utilizaron l o·perfas ~n 
cada matraz, y para el caso de la fem1entación {ver más adelante) se utilizaron· dós'perlas por 
medio. Cada matraz contenía 50 mi de medio de cultivo y se utilizaron· tapones de gasa y 
algodón de consistencia homogénea. 

2.1.6. Incubación. 

Para llevar a cabo fa incubación del. microorganismo en los diferentes medios .de cultivo, se 
contó con el agitador-incubador de ·medio ambiente controlado Psycrothenn" .. y el incubádor 
orbital con sistema de entriamie1ito Galienkamp" ... En algunas ocasiones, se utilizó también el 
cuarto de temperatura constante a 29ºC, ·del• Departamento de Biotecnología del Instituto· de 
Investigaciones Biomédicas de fa Universidad Nacional Autónoma de México. 

2.1. 7. Preinóculo. 

En este estudio se determinó que el preinócufo estaría constituido por el micelio de 
Streptomyces peucetim· variante caesi!1s crecido en un caldo de levádlira~riíalta~glucosa (LMG), 
similar al que proponen Michael L; Délde'va. y sus colaboradores pará éI 'crecimiento de 
Streptomyces pe11ceti11s 118, 191. El niicelio crecido en las. placa~ de·esporülaéión fue el que se 
inoculó en el medio LMG parnfa obtérÍdóiidel preinócúlo; La fo~i1Ulación.de este medio fue la 
siguiente: en gil;. extracto de leyadúr~ (Dlfco'.'~), 4;' extracto dé Ínalta {DÍfco'' .. ), . 1 O; glucosa 
(Baker" .. ), 4; y ag~a destBad.a:'ElpH del [tieciio {verm~sadeÍarÍte)fiieajusiádo a 7.30 antes de 
la esterilización, y las. condiciones füicas . para . el. crecin1iento del íi1icrocirganismo fueron: 180 
rpm y 29ºC durante 4s horas 118). · · · · · 

2.1.8. lnóculo. 

Al concluir e.l tiempo de crecimiento del preinó_culo, este últimb fue separado del medio por 
centrifugación en una centrifuga clínica Equipar''. .. a 5000 rpm duránte 5 1Ílinutos: Después de 
desechar el sobrenadante, la biomasa fue lavada dos ~ec~scon. una soluéión salina isotónica 
estéril. Posteriormente, con. el miceliolavado.sepreparómia. susp~nsiém.en 'agua •destilada 
estéril. Dicha suspensión fue diluida hasta obtener cori-eUá'ún~·absorbanciá aproximada a 0.5 
con una longitud de on.da de 540 nm.en uitespéctrofotometro digital de espectros visible y 
ultravioleta modelo Spectronic2J de Bausch & Lomb"\:oé esta suspensión se añadieron l .25 
mi (2.5 % en relación eón elvolu~1en del ~edio .de i:ulti~~*) a c~da matraz que contenía el 
medio de producción. · · . · 

"' Pn..'fl:1ració11 di! infü.-uJÓ d1..'S<l~lfodti y ~d<1plud;.1 por el grúpo di! j~\'\!stigm .. ióÍl d.l!J Laborntorio di! ~li<..Tobiofogiu hldustriul d~I 
D">p:111mm .. illo de Jliotecnologfn dt!l fnstitutu de J11\'estig11cioncs Biomi!dic:1s d~ lu Uni\'en;idad Nadonal Autónoma de ~léxko. 
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2.1.9. Fermentación. 

El medio de cultivo utilizado como medio de producción está basado en el que proponen 
Federico Arcamone y sus colaboradores para la producción de doxorrubicina por 
Strcptomyces peucctius variante caesius 12, 3). Para este medio de cultivo se utilizaron 
ingredientes con grado de pureza analítica, alimentaria e industrial. Los reactivos con grado 
analítico fueron de Baker" .. (en el caso de los sulfatos, fosfato, NaCI y glucosa) y de Merck" .. 
(CaC03); el nutriente con grado alimentario fue la levadura de cerveza desamargada distribuida 

como complemento alimenticio por Droguería Cosmopolita, S.A. de C.V.; y los proveedores de 
los nutrientes con grado industrial para la formulación del medio de fermentación fueron 

Droguería Cosmopolita, S.A. de C.V.; y Pharm Yeast de México, S.A.* 
El volumen de trabajo del medio fue aforado con agua corriente. La formulación del medio 

de fermentación fue la siguiente: en gil; glucosa, 60; levadura de cerveza, 25; NaCI, 2; CaC03, 

2; ~HP04, 1; MgS04, 0.1; FeS04, 0.005; ZnS04, 0.006; y agua corriente (3J. La glucosa fue 

esterilizada por separado y el pH del medio (ver más adelante) fue ajustado a 7.00 antes de la 
esterilización. La fermentación se llevó a cabo a 180 rpm y 29°C. 

2.1.10. Muestreo. 

Para establecer las cinéticas de producción, crecimiento, consumo de nutrientes y pH, se 
tomaron muestras del medio de producción cada 24 horas: 1 mi de medio para la extracción de 
las antraciclinas, y 2 mi para el crecimiento, el consumo de nutrientes y el pH. Todas las 
condiciones evaluadas durante los experimentos de fermentación fueron realizados por 
triplicado. 

2.2. Métodos analíticos generales. 

2.2.1. Crecimiento. 

El crecimiento de Streptomyccs pe11ccti11s variante cacsius fue analizado mediante la 
cuantificación del volumen micelial en relación con el volumen total del medio de cultivo, por lo 
que fue registrado como fracción micelial. Este procedimiento es ampliamente usado y consiste 
en centrifügar una muestra del medio de cultivo midiendo el volumen del micelio sedimentado. 
Dicho volumen es dividido entre el volumen total de la muestra y el cociente así obtenido es 
registrado como fracción micelial en una gráfica contra el tiempo de cultivo. 

• Según el análisis de Phann Yea!.t de México, S. A, Ja levadura de cerve1..a utilizada para esta irm .. --stigación está autolizada, 
desamargada y es de grado U.S.P. Su contmido proteínico no es menor del 4S l?:ó,, y cada gramo de levadum contiene 0.30 mg de 
ácido nicotínico, 0.04 mg de rihoflavina, y O. l 2 mg de tiamina. 
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2.2.2. Glucosa. 

El consumo de la fuente de carbono fue analizado con base en la cuantificación de la 
glucosa remanente en el medio de fermentación mediante el método enzimático colorimétrico 
Glucosa God-Pad de Erlic" .. , utilizado generalmente para fines de diagnóstico clínico. Para 
llevar a cabo este método, se preparó una solución con un amortiguador (buffer), que contiene la 
enzima glucosa oxidasa, la 4-amino antipirina, y fenol. 

La mezcla se conservó protegida de la luz y a 4ºC. Bajo estas condiciones, fue estable 
durante un mes. Antes de usarla, se dejó ambientar a 15 o 25ºC. La muestra requerida para el 
análisis fue de 20 µI y se hizo reaccionar con 2 mi de la mezcla de reacción. El periodo de 
incubación fue de 25 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz, produciéndose una 
coloración rojiza debida a la presencia de una antipirilquinonimina. Se determinó la absorbancia 
a 51 O nm (en este caso se hizo con un espectrofotómetro digital de espectros visible y 
ultravioleta modelo Spectronic 21 de Bausch & Lomb" .. ) dentro de los 10 minutos posteriores 
al periodo de incubación. La coloración fue proporcional a la concentración de la glucosa 
remanente en el medio. Dicha concentración fue determinada en relación matemática con la 
absorbancia del suero patrón cuya concentración de glucosa fue de 100 mg/dl (o 1 gil), 
suministrado en el mismo paquete de reactivos de Erlic" ... 

2.2.3. Amonio. 

Para evaluar el consumo de la fuente de nitrógeno, se optó por el método de la reacción 
fenol-hipoclorito para la determinación de la concentración del ion amonio remanente en el 
medio de fermentación, propuesto por M. W. Weatherbum (52). Si bien la única fuente de 
nitrógeno en el medio de producción la constituye la levadura de cerveza (nutriente rico en 
compuestos nitrogenados), la cuantificación de la concentración del ion amonio tiene sentido si 
se considera que uno de los mecanismos fundamentales que tienen los microorganismos para 
incorporar el nitrógeno a sus células es mediante la asimilación reductiva del ion amonio 
proveniente del medio extracelular. Los aminoácidos contenidos en la levadura de cerveza, sin la 
presencia de azúcares reductores, sufren reacciones entre ellos en condiciones de tratamientos 
térmicos excesivos (como aquellas presentes en una autoclave), formando enlaces isopeptídicos 
y liberando NH3 (10). De aquí se desprende la presencia del ion amonio en el medio. El método 

se basa en la reacción colorida de Berthelot (52), y su desarrollo se llevó a cabo de la siguiente 
manera: 

Sistema de reacción: 

Solución A: Fenol (Baker" .. ) al 1 % + Na2[Fe(CN)5N0]·2H20 (Merck" .. ) al 0.005 %. 
Esta solución es estable durante un mes a 4 ºC y 
protegida de la luz. . . · 

Solución B: NaOH (Merck"' .. ) al 0.5 % + NaCIO (Baker" .. ) al 0.05 %. 
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Procedimiento: 

A 50 ~11 de muestra se agregaron 2.5 mi de la solución A. Después de 
agitar se añadieron 2.5 mi de la solución B, agitando nuevamente. La mezcla 
se dejó reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente para, 
posteriormente, medir la absorbancia de Ja solución azul a 625 nm en un 
espectrofotómetro digital de espectros visible y ultravioleta modelo 
Spectronic 21 de Bausch & Lomb"". Para conocer la concentración (rnM) 
del ion amonio en la muestra, su absorbancia fue interpolada en una curva 
estándar de NH4Cl (Baker'' .. ). 

2.2.4. Fósforo. 

El método empleado para evaluar la cinética del consumo de fósforo fue un método 
calorimétrico basado en la reducción del H3P04• 12Mo03·6H20 (por el FeS04·7H20) originado 

por Ja reacción entre Jos fosfatos presentes en el medio y el (NH4) 6Mo70 24·4H20 más el H2S04 

que componen la mezcla reactiva. Este método, propuesto por James B. Sumner, permitió 
cuantificar, únicamente, la concentración del fósforo inorgánico (Pi) que se encontraba en el 
medio de cultivo (45). La forma en que se procedió para realizar este análisis es la siguiente: 

Sistema de reacción: 

Solución A: (NH4) 6Mo70 24·4H20 (Merck" .. ) al 6 %. 

Solución B: H2S04 (Baker'' .. ) 7.5 N. 
Solución C: FeS04·7H20 (Baker" .. ) al 9.8 % en H2S04 (Baker" .. ) 0.15 N. 

Durante el desarrollo del método se utilizó agua destilada libre de fosfatos. 

Procedimiento: 

Una alícuota de 0.2 mi del medio de cultivo fue diluida (1: 18) con agua 
destilada libre de fosfatos. A esta solución se añadió un volumen de 0.5 ml 
de la solución A, agitando suavemente. Después se agregó un volumen igual 
de la solución B, mezclando con suavidad. Finalmente, se adicionaron 0.4 ml 
de la solución C, la cual se preparó justo antes de usarla para evitar, lo más 
posible, la oxidación del fe++ a fe+++. Se dejó reaccionar la mezcla durante 
IO minutos a temperatura ambiente adquiriendo una coloración azul y, 
posteriormente, se midió su absorbancia a 595 nm en un espectrofotómetro 
digital de espectros visible y ultravioleta modelo Spectronic 21 de Bausch & 
Lomb" ... La concentración de Pi (µg/200 µI, convertidos a µg/ml) en la 
muestra fue obtenida por la interpolación de su absorbancia en una curva 
estándar de NaH2P04 (Baker" .. ), aunque también puede emplearse el 

KH2P04. Este método ofrece la ventaja de que la reacción puede 
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desarrollarse a temperatura ambiente y, además, el FeS04• 7H20 es el mejor 

agente reductor que se ha aplicado para este análisis cuyo fundamento fue 
desarrollado originalmente por R. D. Bel! y E. A. Doisy en 1920 1451. 

2.2.s. pH. 

El pH del medio, tanto para su ajuste como para la medición de su variación a lo largo de la 
fermentación, fue cuantificado con un potenciómetro digital modelo 3500 de Beckman""-. Para 
el ajuste del pH de los medios de cultivo se utilizaron soluciones de NaOH y HCI con 
concentraciones de 0.1, 1, y 10 N, dependiendo del grado de amortiguamiento inherente a la 
formulación de los diferentes medios. 

2.2.6. Neutralización de desechos. 

Para ser desechadas, las antraciclinas deben ser neutralizadas con una solución de NaOH 
(sosa industrial) en una concentración mínima de 0.05 N. La neutralización puede observarse a 
simple vista ya que las antraciclinas muestran propiedades de indicadores ácido-base, virando la 
coloración (ya sea de los extractos antraciclinicos o de la biomasa de la cual se extraen) de 
anaranjado o rojo (pH=3.00 o menos) hasta púrpura o violeta (pH=9.00 o más) l24J. Después 
de haber sido neutralizadas las antraciclinas, se procede a limpiar el área de trabajo, material y 
equipo, bajo las normas de seguridad estipuladas por cada laboratorio. 

2.3. Métodos de extracción y cuantificación de antraciclinas. 

2.3.1. Extracción de antraciclinas intracelulares. 

El método de extracción de antraciclinas a partir de la biomasa que fue utilizado en esta 
investigación, es el mismo que proponen Federico Arcamone y sus colaboradores para el 
conjunto de antraciclinas, especialmente la doxorrubicina y la daunorrubicina, producidas por 
Streptomyces peucetius variante caesius 12, 3, 501. Este método consistió en una extracción, 
con un sistema disolvente fom1ado por 4 volúmenes de CH3COCH3 (Merck""-) y 1 volumen de 

H2S04 (Baker""-) 0.1 N, de las células separadas previamente del medio nutritivo. Los 

pigmentos antraciclínicos fueron extraídos repetidamente hasta que la masa micelial o el 
extracto eran incoloros. Posteriormente, se midió la absorbancia del extracto a 495 nm con una 
absorbtividad de 220 (1 %, 1 cm) en un espectrofotómetro digital de espectros visible y 
ultravioleta modelo Spectronic 21 de Bausch & Lomb""-. Aplicando la ley fotométrica de 
Bouguer y Beer fue posible determinar la concentración de antraciclinas intracelulares en el 
medio de producción. Inmediatamente después, el extracto fue neutralizado con una solución 
amortiguadora (bi!fJer) de KH2P04 (Baker""-)/~HP04 (Baker'") 0.25 M con pH=7.00. El 

disolvente del extracto fue evaporado tanto por liofilización como por vacío, y los cristales 
fueron posteriormente resuspendidos en CH30H (Merck""-) para su análisis cromatográfico en 
capa fina (ver más adelante). 
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2.3.2. Extracción de antraciclinas extracelulares. 

Las antracíclínas extracelulares fueron extraídas a partir del sobrenadante que resultó 
cuando la biomasa fue separada del medio de fermentación. El método que se utilizó es también 
propuesto por Federico Arcamone y sus colaboradores (2, 3, 50(. Consistió en varias 
extracciones sucesivas con una mezcla de 9 volúmenes de CHC13 (Merck"R) y 1 volumen de 

CH30H (Merck""), manteniendo el pH constante en 8.60 con una solución amortiguadora 
(buffer) de KH2P04 (Baker"")/K2HP04 (Baker"") 0.1 M. Tal como se hizo anteriormente, se 

midió la absorbancia del extracto de la misma forma y bajo los mismos criterios con los cuales 
pudo determinarse la concentración de antraciclinas intracelulares en el medio de fermentación. 
Estos extractos fueron evaporados a temperatura ambiente gracias a la elevada presión de vapor 
propia de los disolventes, y los cristales fueron resuspendidos en la misma mezcla con la que se 
extrajeron para su análisis cromatográfico en capa fina. 

2.3.3. Cromatografía en capa fina. 

Son varias las técnicas cromatográficas que han sido reportadas para la purificación, 
principalmente, de doxorrubicina y daunorrubicina (2, 3, 17, 24, 36, 53, 54(. Se han empleado 
técnicas de cromatografía en columna, como es el caso de la cromatografía líquida de alta 
presión, así como cromatografía en papel o en capa fina. Como un complemento para este 
trabajo de investigación, los extractos antraciclínicos fueron sometidos a cromatografía en capa 
fina utilizando varias mezclas de disolventes como fases móviles. Los sistemas de elucíón que se 
probaron fueron aquellos que se han utilizado para aislar la doxorrubicina, ya que Streptomyces 
pe11ce/i11s variante caesius es el único organismo que produce este antibiótico, por lo que la 
cuantificación del mismo adquirió una singular importancia debido a que los reportes acerca de 
su producción y purificación no son del todo claros. Los análisis cromatográficos se llevaron a 
cabo sobre cromatofolios AL de sílicagel 60 (0.2 mm de espesor; sin indicador fluorescente) 
para cromatografía en capa fina (Merck'JJ<.). La elución se desarrolló en cámaras 
cromatográficas con doble pozo (CAMAG""), y la cuantificación del compuesto ya separado se 
hizo con un digitalizador (scanner) para cromatografía en capa fina modelo TLC Scanner JI, 
junto con el paquete para computadora (software) "Cats" versión 3.1 para cromatografía en 
capa fina de CAMAG"R. A continuación, se exponen los sistemas de elución que fueron 
probados, con sus respectivas proporciones en v/v: 

Sistema A: CH2Cl2 : CH30H: H20 (100:20:2) 

Sistema B: n-C4~0H: CH3COOH: H20 (4:1:5) 
Sistema C: CH3COOC2H5 

Sistema D: CHCl3 : CH30H: CH3COOH: H20 (80:20:14:6) 
Sistema E: CHC13 : CH30H: CH3COOH (80:20:4) 
Sistema F: CHC13 : CH3')Ji: CH3COOH (93:5:2) 
Sistema G: CHCl3 : CH30H : CH3COOH (76:20:4) 
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2.4. Métodos estadísticos. 

2.4.1. Parámetros estadísticos básicos*. 

En los diferentes experimentos se determinaron los valores de la media 

n 

- ~1 X¿ 
X=-.--

íl 

la variancia 

s2 
n-1 

la desviaCión estándar 

s= 

y el coeficiente de variación 

cv=(~)100 

en donde: 

n es el número total de las muestrás. 
x, . es el valor de la va~iabie de la i-ésima observación. 
x es la media de la variablé; · 

• Actualmente existe Wl número incalculable de te~os elcmCntalcs sobre estadística (la mayoría de ellos fácilmente comprensibles) 
asequibles en el mercado y bibliotecas,' en los. que el lector puede documenU.rse con mayor profundidad ucercu· de los parámetros 
estadísticos básicos ~ue nq1:1f se expon~. 

27 



2.4.2. Análisis de la variancia. 

Además se aplicó el análisisde la variancia de clasificación simple, el cual es un método de 
comparación estadística' entre dos o más tratamientos en donde los mismos son' asignados 
aleatoriamente en cada >experimentó para confinnar o refutar la hipótesis de la no diferencia 
entre sus medias. En el análisis fonnal de los resultados, se detem1ina la ecuación matemática de 
un modelo estadístico lineal: 

{

Í=1,2, ... ,k 
Y, = µ+ 'tl + EÍ. 
[¿ ~ ¿ = 1 , 2 , ... , n 

en donde y1; es la ti-ésima observación, µ ·esun parámetro c?mú1i'parn todos los tratamientos 
llamado media poblacional, ,, es un parámetro único para 'el"t-ésiipó tratamiento llamado el 
efecto del tratamiento t-ésimo, y e,;>~s ~n;~omp;;nellte del 'e~roraleatorio .. En este modelo, se 
encuentra implícita una suposición. que e puede :no ··ser .Cierta'. en .los datos obtenidos 
experimentalmente. Tal suposición es que Jos 'efe'étos,'' de la ·.'media poblacional, de Jos 
tratamientos, y del error son aditivos: Además, se asume qÚe el error es una variable aleatoria 
distribuida nonnal e independientemente con una media igual á'cero y una variancia constante 
en todos los niveles de cada factor. Es asi que en teoría estadística, Jos mejores estimadores de 
las incógnitas µ y T1 se obtienen por el método de Jos mínimos cuadrados. Dichos estimadores 
reducen al mínimo Ja suma de Jos cuadrados residuales (también llamada suma de cuadrados del 
error dentro de Jos tratamientos) tomados de todas las observaciones. Una forma sencilla para 
encontrar estos valores es mediante el análisis de la variancia (9, 13, 371. 

A continuación se resume el procedimiento general del análisis de la variancia de 
clasificación simple. 

Los dátos de un experimento con una sola clasificación pueden presentarse como se muestra 
en la siguiente tabla: · 

Observaciones Y11 Y21 YJ1 Yk1 
dentro 

de un tratamiento Y12 Y22 Y32 Yk2 

Y13 Y23 y33 Yk3 

... .. 
Y1n1 Y2n2 Y3n3 Yknk 

Total de T1 T2 T3 Tk 
tratamientos 

Número de n1 112 113 11k 
observaciones 
dentro de los 

tratamientos 
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De esta tabla puede calcularse el total general de tratamientos y de observaciones: 

k 
G = I: T, =Total general 

i=1 ~ . 

• ' ' 1 ' 

La tabla del análisis de• 1a vari~nci~.·~ar~ I~~ dat~~ anteriormente tabulados se obtiene 
calculando: · · · · · · · · 

la suma de los cuadrados de todas ¡~~ obs~rvacio~és: 
........ > < •n 

, ·2kc:L2 
·l;Y=l;;l; Y,. 
. . . . . i=1 !=1 ~· 

el total general al cuadrado dividido por el número total de observaciones (S,¡ o factor de 
corrección): · · · 

····(32 

S=­
A N 

: . . ' . 

la cantidad Sv que es la suma total de cuadrados corregida para la media: 

el total de cada tratamiento se eleva al cuadrado y se divide por el nlímero de. 
observaciones que componen ese total. Estas cantidades se suman y se les sustrae el factor de 
corrección para dar la suma de cuadrados entre tratamientos (Sr): 

2 
k T¿ 

s =I:---s 
T i=1 n¿ A 

la suma de cuadrados dentro de los tratamientos (SR ): 
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los cuadrados medios entre tratamientos y dentro ·de los tratamientos se obtienen 
dividiendo la suma de cuadrados por sus correspondientes grados de libertad: 

Así, la tabla del análisis de la variancia* es: 

Entre Tratamientos Sr =lT/!n,-SA k-1 Sr, Sr,ISR, 

Dentro de los SR =ly2-sA -Sr N-k SR 
, 

tratamientos 

Suma corregida So ="i,y2-SA N-1 
total de 

cuadrados 

La hipótesis de 110 diferencia sería refutada si: 

F,,1ünod• > F12, k·I/N-k 

en donde F12, k·IiN-k es el punto de porcentaje de la distribución F, con un nivel de 
confianza a. y la relació~ entre k-1 grados de libertad y N-k grados de libertad. La 
refutación de la hipóiésis se expresa ·como diferencia significativa, expresada con un 

asterisco (*);'.sfá,,;sCoJii, o ~orno diferencia altamente significativa, expresada con dos 

asterisco~ <*-*), ~i ~== 1 '%. Su confim1ación se expresa como diferencia no significativa 
(N.S.). . .... .. 

,- -, ' 

• Es rccomenwlbJe que el l~ór conSulte las referencias bibliográficas scilaludas a lo largo dd tc~1o parn ahwufar no sólo en el 
conocimiento y itplicución del análisis de la' varinncia. sino también en el de toda Ja metodología estadística utilizada en este trabajo, 
ya que el propósito del níismo'no :~ribó en- Ju confom1a<.ión de tUl trotado sobre cstudistica. sino en la conccptualizadón pnictica dt: 
estn disciplina dentro de u~ ~so hiotcaiológico. 
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2.4.3. Prueba de homogeneidad de Bartlett. 

La detenninación de la variabilidad en las observaciones a través de un análisis de variancia 
es una relación algebraica, por lo que se requiere comprobar que la suposición: 

es válida; de ser así, entonces el procedimiento para el análisis de la variancia es una prueba 
exacta de la hipótesis de no diferencia entre las medias de los tratamientos. Sin embargo, en la 
práctica, tal suposición no siempre se mantiene con exactitud. Consecuentemente, la validez del 
modelo debe ser evaluada mediante pruebas denominadas exigencias del análisis de la 
variancia. La más importante de ellas es la homogeneidad, que expresa la igualdad de la 
variancia en todos los tratamientos y cuya detenninación es factible por varios procedimientos; 
el que aquí se utilizó fue la prueba de Bartlett. Esta prueba involucra elementos estadísticos 

cuya distribución muestra! está estrechamente relacionada con la distribución de X2 con n-1 
grados de libertad, cuando las n muestras aleatorias provienen de poblaciones nonnales 
independientes 1371. 

La prueba estadística es: 

X~=2.3026 <¿ 

en donde: 

1 r·ll ( .. ·1,-1 (. .:.11 c=1+ .. ·· :E.·. n1- · - N-a) 3(a-1) i=1 · · ··· · . 

ll· 2 E (n¿-1)S¿ s 2_ !=1 
p---N---a--

S; 2 es la variancia muestra! de la población i-ésima. 
N es el número total de muestras. 
a es el número de tratamientos. 
n es el número de repeticiones. 
q es proporcional a las diferencias entre las S; 2

; pero es cero cuando todas las S1 
2 

son iguales; por lo tanto, la hipótesis de no homogeneidad no seria refutada 
cuando: 
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en donde: 

x2 a. •-1 es el punto de probabilidad de la distribución X2 con un nivel de confianza 
ex y a-1 grados de libertad. 

2.4.4. Prueba de comparación apareada de Tukey. 

Esta prueba es un procedimiento de comparación múltiple de medias (k) qu,e requiere el uso 
de: 

que es el punto porcentual más alto del nivel de confianza ex de la distribución t de Student, para 
grupos de medias de tamaño a conf grados de libertad del error, para detenninar el valor crítico 
de todas las comparaciones apareadas posibles entre las medias (37). El intervalo t (Student) es 
definido como: 

q 

en donde: 

Ym~' y Ymin son las medias muestrales a comparar. 
- ' ~ 

~ ·_ · .. ·-.,. 

-.-n-.. es el e~or estlíndar (S yí) de cáda promedio . 
. : .. - . . - . :· '. _ . ;_·_~. -

CME es el cuadrado nledio del ~~or. 

n es el número de muestras. 

La longitud del intervalo de confianza para cualquier nivel de confianza dado es mayor 
cuando se utiliza el estadístico de rango qn(a, j) que cuando se utiliza el estadístico t, puesto que 
el estadístico de rango tiene en cuenta la posibilidad de que cualquiera de las k(k-I )12 posibles 
parejas de diferencias pueda ser seleccionada en el contraste (9). 

Así, la prueba de Tukey declara que dos medias son diferentes significativamente si el valor 
absoluto de sus diferencias muestrales excede: 
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En todas las comparaciones se utiliza un sólo valor crítico, generalmente con un nivel de 
confianza del 5 % 1371. 

2.4.5. Diseño experimental y algoritmo de Yates. 
'- ,-

El número de experimentos elementales que· requiere' llrí di~eñO'fac'to~ial •completo (2t ) 
aumenta geométricamente al crecer k. Sin embargo, cuan.do k esg'rande,' lainfomiación deseada 
se puede obtener realizando sólo una fracción del diseño factorial completó f6, 7, 8, 9, 13, 23, 
31, 371. En esta investigación, se aplicó un diseño expérimentalfactorialJraé:cionado a dos 
niveles, habiendo establecido, a partir de los experimentos de opti~izaciÓn} las condiciones de 
cultivo del centro experimental del diseño. La coStrucé:ión'de la inatrfaydel diseño se hizo 
confonne al principio de los alias desarrollado por GiE. P. Box y J: S; Hunter (7, 8). 

En los diseños factoriales zt frecuentemente Íiay redimdancia eij la. estimación de los 
resultados, lo cual origina, con igual frecuencia, confusioiles enfré~ los'éfectoS.• Muchas de las 
interacciones, entre factores, de orden superior pueden ser. aes¡Íredables·'.Y algunos. de· los 
factores pueden carecer de efectos apreciables. La utilización de factorial~s fü!cciónados puede, 
entonces, reducir sensiblemente el esfuerzo experimental; aunque/elí gerleral; éJ·:aurnento del 
grado de fraccionamiento disminuye la resolución y . tiende a aurríéntar:~ Ja'. cónfusión : entre 
los efectos de varios órdenes. : .•.. ·_· ( :·- }t; 5,·y < ;¡J ' 

No obstante, es aquí donde el criterio, la experiencia, y la c'apa.dd~d-d6 deéi~ión'idel 
investigador adquiere prioridad sobre la tendencia presentada por losn6rn'eros obt~nidosºdurante 
el análisis del diseño. Este último se realiza mediante el_ algoritnío de•Yates; y es·áplicaliie il'la. 
matriz estándar de cualquier diseño factorial. El c_onocimientó, _la aplicación, y la interpretación 
de dicho cálculo son la base de las determinaciones que son __ tómadas a lo largo de una 
investigación científica en donde se emplean diseños factoriales. · 

Todo diseño experimental implica· tres· elementos fuitdamentales para la investigación 
biotecnológica: la organización de los experimentos, él análisis de los datos obtenidos, y Ja 
construcción de modelos. El análisis del diseño mediante el algoritmo de Yates, permite 
establecer la influencia de los efectos de cada uno de los factores y de sus interacciones sobre 
las respuestas (expresados como coeficientes de regresión); 

La obtención de la ecuación de un modelo matemático que define en ténninos estadísticos el 
comportamiento de un proceso biotecnológico es~· sin 'dud,a; el prindpal enfoque que se persigue 
en esta investigación. Predecir la obtención de la 'respuesta dentro del dominio experimental, es 
una función trascendental del modelo obtenido ... _ 2- · -_,· · . 

Es así como en este trabajo se recurrió al algoritmo'de Yates para calcular los coeficientes 
de regresión nonnalizados, o codificados, con l~s cüales se explicó fisicamente la influencia de 
los nutrientes sobre la producción durante la optilliización del medio de fem1entación., y a 
métodos de análisis matricial para calcular los' valores de los coeficientes de correlación entre 
factores y respuesta. -· · 

El comportamiento del sistema de fermentación fue representado gráficamente con 
superficies de respuesta (9, 21, 23, 37). La representación gráfica de estas superficies de 
respuesta se explica dentro de la exposición y discusión de los resultados, para su mayor 
comprensión. 
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A continuación, se ilustra la matriz estándar de un diseño factorial 23 junto con el desarrollo 
del algoritmo: 

2 + -
3 - + 
4 ++ 
6 - -
6 + -
7 - + 
8 ++ 

b 

• .. E.T'.(n 

bo 
bt 

b2 
"12 

bJ 
b13 

b23 
"123 

-
-
-
+ 
+ 
+ 
+ 

A, B, C=f'actores 
J'=respuesta 

+ + 

+ 
+ 
+ 
- + 
-

+ + 

b=t"oeftcJentes de reamfón 
M=Mucstra 
CoL=Columna 
E.T.=erocto total 
n--número de muestn.s 

+ + (1) (2+ 1) (4+3)+(2+1) 1+2+3+4+5+6+7+8 

+ + + 2 a (4+3) (8+ 7)+ (6+5) -1 +2-3+4-5+6-7+8 

+ + 3 b (6+5) (4-3) + (2-1) :1-2+3+4-5-6+ 7 +8 

+ 4 ab (8+7) (8-7l+ (6-5) 1-2-3+4+5-6-7+8 ,, 
+ + 5 e (2-1) (4+3)-(2-i'. 1) -1-2-3-4-i'.5+ 6+ 7+8 

+ 6 ae (4-3) (8 + 7)-(6 + 6) 1-2+3-4-6+6:7+8 

+ + 7 be (6-5) (4-3):(2-1) 1 + 2-3-4-5-6 + 7 + 8 

+ + + 8 abe (8-7) (8-7)-(6-5) -1 +2+3-4+5-6-7+8 

El modelo matemático se obtiene de la siguiente manera: 

Y=bo +b¡A + b2B + b3C + b¡2AB+ b¡3AC + b23BC +b¡23ABC 

El número de column&!J depende del número de factores que se evalúlUI 
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2.4.6. Análisis de correlación multivariable por cálculo matricial. 

A partir de una matriz de diseño cualquiera, como: 

Muaatra A B C Y 

2 + - - 2 

3 - + - 3 

4 ++ - 4 

5 - - + 5 

6 +- + 6 

7 - ++ 7 

8 +++ 8 

la cual constituye la primera matriz de variancia-covariancia, . se . pueden calcular los 
coeficientes de correlación entre factores y respuestas que determinan . la magnitud de sus 
interacciones intrínsecas y de su relación causa-efecto. 

De ella se obtiene la segunda matriz de variancia-covariancia: 

.1 2:A2 
2 
3 
4 

Para obtener la matriz de variancia-covariancia corregida por promedio, se resuelve la 
siguiente ecuación para cada elemento de la segunda matriz de variancia-covariancia, y cada 
valor obtenido se substituye en dicha matriz: · 

E-
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en donde: 

E representa a cada elemento de la matriz. 
Kc es el promedio de la columna que intersecta con el elemento. 

Kr es el promedio del renglón que intersecta con el elemento. 

n es el número de muestras en el diseño experimental. 
Ecorregido es el elemento corregido por promedio. 

Finalmente se obtiene la matriz de coeficientes de regresión (r) f2l, 23), transfonnando a 
cada elemento a sus valores de r mediante la ecuación: 

en donde: 

r = Ecol?Y!gidol(Qc • Q,.) 112 

Qc es la covarianc.ia de la columna que intersecta con Ec01regido. 

Q, es la covariancia del renglón que intersecta con Econ·egido. 

Las covariancias son las variancias de las variables consigo mismas, 
es decir, son los valores obtenidos sobre la diagonal de la matriz. 
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PARTE/JI 
!!W ll?Wmwww:.ma &&ffii@kl 

"Sin embargo, los buenos métodos 
pueden enseilarnos a desarrollar 

las facultades con las que la naturaleza 
nos ha dotado y a sen>irnos de ellas 

con propósito más acertado, 
en tanto que los métodos deficientes, en cambio, 

pueden impedir que las aprovechemos. 
· AsCjmes,:el genio de la invención, 

·. > ·~)an·· valioso en las ciencias, 
puede verse dis11linuido o incluso extinguido 

· · .. ·.·,.por un método deficiente, 
. ~n tanto que un buen método 

puéde acrecentar/o y desarrollarlo. 
, ·'En fin; 1111 buen método fm'orece 

el progresó.de la cienr:ia y pone en guardia 
a los científicos contra· las n11111erosas fuentes de error 

·que encuentrán en su búsqÍteda de la verdad; 
éste es el único objeto del método experimental. " 

Claude Bernard 



3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Experimentos de optimización variando un factor a la vez. 

3.1.l. Fermentación inicial. 

En el medio de cultivo inicial (medio de producción propuesto por Federico Arcamone y sus 
colaboradores) cuyos componentes eran de grado industrial, el microorganismo creció con 
dificultad y la producción de antraciclinas se manifestó con una variabilidad muy alta entre las 
réplicas del experimento; lo cual puede observarse en las tablas 3.1.1.1. y 3.1.1.2., y en la 
figura 3. l. l. l. 

Tabla 3.1.l.1. Producción y prnducti\'idad \'Olumétricas de antraciclin11s 
intracelulares 11or Strepton~rces peucetius \'ar. caesius en 
el medio de 11roducción inicial con nutrientes de grado 
industrial. 

; .. .:_;+·o-.:..', .. · .Concentración Desviaci6n Coeficiente Productividad 

de antracfclinas estándar de variaci6n volumétrica 
:HOr~s·: · !pg/mll !pg/mll (%) !pgim•hl 

o o o o o 
24 2.3 1.54 66.9 0.09 

48 7.7 2.74 35.6 0.16 

72 17.3 5.79 33.5 0.24 
96 20.3 5.57 27.4 0.21 
120 18.7 5.34 28.5 0.15 
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Tabla 3.: .1.2. Producción rnlumélrica de anlmciclinas 
cxtracclularcs 1>or Strept11n~i·ces pe11ceti11s 
\'arianlc eaesi11s en el medio de 11roduccií111 
inicial con nulricnles de grado indusll'ial. 

:( Concentración Desviación Coeficiente 
:<'. de antracicfinas estándar de variación 

~·e Horas (µg/mll (pg/mlJ (%) 

o o o o 
24 0.66 0.10 15 

48 0.75 0.23 31 

72 1.43 0.09 6 

96 1.23 0.22 18 

120 1.05 0.32 30 

25 0,25 

20 0,2 

:? 
~ 

15 0,15 C) 

.!: --PVI ,, .. -.-PVE 
:!! 
.i: --Pd 

10 0,1 ti 
:i ,, 
" ~ 

5 0,05 

o~~~~:::::::::::===!::::::±o 
o 24 48 72 96 120 

Tiempo de cuhiuo (h) 

Figura J. l. Ú. Cinéticas de producción volumétrica de antraciclinas iillracclulares (PVI) 
y extracelulares (PVE), y productividad (Pd) de S1replo111yce.1; .·pe11celi11s 
variante caesi11.1· en el medio de fermentación inicial con nutrientes de 
grado industrial. La Pd está basada en la PVI únicarnentc: 

Aunque la producción máxima de antraciclinas intracelular~s (2b.3 ±5.57 ~g/rnl) se logró a 
las 96 horas de fermentación, la máxima productividad (0.24 µg/ml:h)se registró á las 72 horas. 
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La producción de antraciclinas extracelulares fue tan pequeña que se decidió no seguirla 
cuantificando posteriormente. 

Dentro del género S1rep10111yces varios organismos excretan ácidos orgánicos cuando crecen 
en presencia de glucosa p, 461. La acidificación del medio inicial paraS!replomyce.1· pt!11celi11.1· 
variante caesius concuerda con esta característica a jÚzgar por el decremento del pH del medio a 
lo largo de la fermentación. Con el antecedente de que la acideide.1 medio de. cultivo. inhibe la 
producción de los compuestos antraciclínicos por S1replcnnyc~.1· pe11celi11s (Í 81, fue de suponerse 
que el pH juega un papel muy importante en la producción de tales cóínpuestos por la lllutarite 
caesius. No obstante que la producción de antraciclinas se vió afectada, el micelio aún pudo 
crecer aunque no sin dificultad; esto último se evidenció por la marcada heterogeneidad en· la 
formación de agregados y esférulas (pelle!s) miceliales en el medio. La tabla 3.1.1.3. y la figura 
3.1.1.2. ilustran la cinética de pH obtenida en el medio inicial. 

Tabla 3. t. 1.3. Cinética de 11H en el medio i11icial 
con nutrientes de grado industrial. 

o 
24 

48 

72 

96 

120 

:e 
a. 

Coeficiente 

· Desviación de vañación 
está'1dar (%) 

6.79 0.04 0.6 

6.54 0.04 0.6 

6.28 0.03 0.5 

5.92 0.07 1 

5.69 0.06 

5.55 0.05 0.9 

7 

6 

5 

0+---T---t---+--~--i 

o - 24 ·4a - ·'ri. ss 120 

, Tle.n1po de cuttivo (h) 

Figura 3.1. t.2. Va~fai:ión d~r p¡'.i :dci 'ulcdi°ri in;~ial durante el cultivo de 
. · SlrepÍoÍ1{vce.~ péÚcetiii.1·,\•áriánte caesius. 

1 ·', - ._··.:~ •••• ,, :·. ·' -· ''. :"_;" '.' ' - '· •• ; '·'<.,·',J._·. ' 

Además del pH; no se d~s~a~~ la~ ~sibmdE de qL: lás' [u entes de carbono, ~ifrógeno y 
fósforo ejercieran algún tipo de·. regulación'. s'obre la síntesis de a,ntraciclinas en. Streplomyces 
pe11celi11s variant~ caesiÍÍ.( Pór ejenlplo, es común. que en los· aétinomicetos se presente una 
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represión (más que una inhibición) por la fuente de carbono (v. gr. el sustrato glucosa), aunque 
es posible que el microorganismo sea más sensible a la acidificación del medio. de cultivo que a 
una represión catabólica por glucosa específicamente 1181. En el. caso de,la fuente :de nítrógeno, 
igualmente se presenta una represión catabólica, siendo una característica muy notable en las 
rutas metabólicas derivadas de las síntesis de policétidos, tal. co111o'óC:urre'.coíi" lás alltraciclinas, 
la tetraciclina y los lípidos. Y, finalmente, se ha observado que niveles superiores a 1 O mg/I de 
fosfato inorgánico tienen un efecto inhibitorio sobre la producCión ·de antraciclinas por 
Streptomyces peuce/ius, especialmente al inicio de la idiofase. Los mecanismos de regulación 
catabólica que tienen lugar en este organismo y, por supuesto, en sus mutantes, aún no han sido 
dilucidados fielmente (19, 201. En las tablas 3.1.1.4., 3.1.1.5. y 3.1.1.6., y en la figura 3.1.1.3., 
se resumen las cinéticas de consumo de los principales nutrientes (glucosa, amonio y fósforo 
inorgánico), en ténninos de concentración remanente de cada uno de ellos en el medio inicial. 

Tabla 3.1.1.-1. Cinética de glucosa remanente en el 
medio inicial con nutrientes de grado 
industrh1I. 

Desvieci6n Coeficiente 
·Glucosa estándar de variación 

lgn) 1un1 1%1 

o 62.5 2.6 4.1 

24 58.6 6.5 11 
48 51.S 5.3 10 

72 49.6 3.2 6.5 

96 40.2 3.4 8.6 

120 38.9 4.0 10 

TablaJ.1.1.5. Cinética de amonio remanente en el 
medio inicial con nutrientes de grado 
industrial. 

Deaviaci6n Coelidente 

: estándar de variaCi6n 

'.lmMJ 1%1 

o 2.3 0.09 4 
24 0.94 0.16 17 

48 0.35 0.05 14 

72 0.16 0.05 31 
96 0.13 0.03 23 
120 0.11 0.03 27 
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Tabla J.1.1.6. Cinética de Pi remanente en el medio 
i11ici11f con ingredientes de grado 
industrial. 

Desviación Coeficiente 

Pi estándar de vañaci6n 

L~~~~< 'fPg/mll lµg/mll (%1 

o 444 16.5 3.7 

24 314 19.5 6.2 

48 276 14 5.1 

72 223 14 6.3 

96 212 10 4.7 

120 214 10 4.7 

2.5 

2 

1.5 i' 
! -4-G/ucosa 

·~ +Pi ., 
_._Amonio E ce 

0,5 

10 

O+-~-+~~+-~-+~~+-~-+O 

o ~ e n ~ 1w 

Tiempo de cultivo (h) 

Figura J.l.1.3. Cinéticas de consumo de nutrientes el<lJrcsadas como concentraciones remanenfcs 
de glucosa, fósforo inorgánico (Pi), y amonio en el medio i11icial durante el cultivo 
de Slreptomyces peucetius variante caesius para la.producción de antraéiclirias; 

Puede observarse que se consumió un poco menos de la mitad de la conc~ntración total de 
glucosa (equivalente a 23.6 gil, aproximadamente). Para la fuente de nitrógeno se detectó un 
consumo equivalente a 2.2 mM de ión amonio, y para la fuente de fósforo se cuantificó un 
consumo de 232 µg/ml a pesar de que la concentración de 1 gil de K2HP04 equivale a 178 µg 

de Pi en una muestra de 1 mi de la fase líquida del medio de fennentación. 
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Esto pudo explicarse en el sentido de que la levadura de cerveza es una füente compleja no 
solo de nitrógeno sino también de carbono y fósforo, pudiendo tener en el medio inicial una 
concentración aproximada de 1.5 g/I adicionales a J g/I del K2HP04 incluida en la formulación 

(según el valor de Pi calculado al inicio de la fermentación y que fue 444 ± 16.5 µg/mf). Al igual 
qile el consumo de nutrientes (con la excepción, quizá, de fa füente de nitrógeno), fa medición 
del pH reflejó muy poca variabilidad entre las réplicas de fas condiciones. La variación de dicho 
parámetro a fo largo de la fermentación estuvo relacionada con el consumo de glucosa; sin dejar 
de contemplar, claro está, la significación de la capacidad amortiguadora del medio inducida por 
el CaC03. 

Las substancias en general que tienen un grado de pureza industrial, poseen un costo varias 
veces menor que los reactivos con grado químicamente puro o alimentario, y pueden redituar 
niveles de producción mayor que estos últimos, por lo que su inclusión en los sistemas 
fermentativos es sumamente atractivo. Sin embargo, en esta investigación, en el medio inicial, 
se observó lo contrario. En este estudio, simultáneamente con la fermentación en el medio 
inicial con nutrientes de grado industrial, se realizó el cultivo de Streptomyces peucetius 
variante caesius en un medio con la misma fonnulación del medio inicial pero cuyos reactivos 
eran de grado analítico y grado alimentario. Dicha fermentación se llevó a cabo para evaluar la 
producción y la productividad de antraciclinas reduciendo lo más posible la influencia de otros 
factores químicos presentes en los reactivos y nutrientes industriales que pudieran afectar el 
metabolismo del microorganismo. Como puede observarse en la tabla 3.1.1. 7. y en Ja figura 
3.1.1.4., para el medio inicial con nutrientes de grado analítico y alimentario, únicamente se 
cuantificaron fa producción y fa productividad volumétricas para antraciclinas, detectándose el 
máximo valor para ambas a las 96 horas de fermentación (151 ±28.7 ~tg/mf y 1.6 µg/ml·h, 
respectivamente). Es evidente que el grado de pureza de los componentes del medio influenció 
notablemente la producción de antraciclinas por Streplomyces pe11ceti11.1· variante caesius, dadas 
las diferencias entre los resultados obtenidos en ambos medios. 

Tabla 3.1.1. 7. Producción ~· 1iroducth"idad rnlumétricas de antraciclinas 
1mr Streptomyces pe11ceti11s ,·ariante c11e.vi11s en el medio 
de 11roducción i11icial con nutrientes de grado analítico y 
alimentario. 

Ccncentración Desviación Coeliciente Productividad 

de antracidinea eatindar de variación volumétrica 
Horas (pg/mlJ lµg/mll (%) (pg/mth) 

o o o o o 
24 0.85 0.23 27 0.03 

48 1.0 0.21 21 0.02 

72 5.6 1.6 28 0.08 

96 151 28.7 18.9 1.6 

120 134 15.2 11.3 1.1 



Además de haber rendido una mayor producción, la variabilidad de este parámetro, 
expresada como coeficiente de variación (CV), en el medio con nutrientes de grado analítico y 
alimentario (CV=l 8.9 %), fue menor que la expresada en el medio industrial (CV=27.4 %), a las 
96 horas de fem1entación. 
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120 1,2 
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o 24 48 72 96 120 
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Figura 3.1.1.4. Producción volumétrica (PV) de antmciclinas y producth•idad (Pd) de 
Streptomyces peucetiusvariantc caesius .'ci1 el .medio inicial con· nu" 
trientes de grado analítico.Y aliinentario. · · 

No obstante, el interés principal.de eSta i11vestigación fue elde optilrliiar el n;edio de cultivo 
con nutrientes de grado indÍístrial, por ló que de. aq1ií en ádelante se trabajó únicamente con 
dichos nutrientes. · · 

3.1.2. Evaluación de la concentración de la levadura de cerveza. 

Ya que la levadura de cerveza fue el único nutriente indefinido químicamente en el medio de 
fermentación, era prudente modificar su concentración en el medio con nutrientes de grado 
industrial (antes que la de cualquier otro nutriente), con la intención de establecer una condición 
que favoreciera un crecimiento uniforme, así como una mayor producción volumétrica de 
antraciclinas, y un decremento en la relación de variabilidad estadística entre las repeticiones de 
cada experimento. 

Como complemento a lo anterior, la utilización de perlas de vidrio dentro de los matraces 
con deflectores en su base, permitió una disgregación homogénea del micelio, incrementando así 
la transferencia de masa y, al mismo tiempo, facilitando la cuantificación de la biomasa. 
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Mediante el uso de las' perlas de vidrio, se evitó exitosamente la fom1ación de agregados 
miceliales <]1el/c1s), que habrían· dificultado enormemente el trabajo•.experime11tal,genérando, 
además, resúltados poco confiables. En este sentido, se determinó utilizar iperlas (eón diámetro · 
de 5 mm cádá• una) en los matraces de los medios de producción, y esta técÍJicá fi.1etamhién 
aplicada al crecimiento del preinóculo, con 1 o perlas en cada matraz. . . :.·; .• 

Una vez quese fuaron las nuevas condiciones de crecimiento, se esiabieciercin la~· siguientes 
condiciones experimentales, definidas por diferentes concentraciones de leviidura' de cerveza en 
el medio de fermentación con nutrientes de grado industrial: 1&:75;)2~?;Sy/6.25 iitl'.'Tales 
concentraciones de levadura de cerveza se obtuvieron al dividir :.én>C:u;{rtas: partes la 
concentración inicial; criterio adoptado con el supuesto de que existen fuctóres inherentes a la 
complejidad química de la levadura, así como a una excesiva. co,n~~ntració~'de nitrógeno, qu,e 
pueden ejercer una influencia negativa durante el metabolismo·dé:'.S'.ireptom;íces'pé11ce1i11s 
variante caesius. Por esta razón, fue necesario sondear a primera·vi5ta)I efectode la levadura 
de cerveza sobre la producción de antraciclinas de acuerdo coñ' su'variación'éonStifotiva en el 
medio, por lo que se determinó que, separando en cuartas· partes la c(;nceriÚación iniéial, era 
factible tener un dominio experimental pleno y verosín1il ·que permitiera establecer la 
concentración de la levadura de cerveza con la cual se daría inicio a la optimización del medio 
de cultivo. En la tabla 3.1.2.1. y en la figura 3.1.2.1. puede hacerse un seguimiento parcial (a 
las 72, 96, y 120 horas de fem1entación) de la cinética de producción volumétrica de 
antraciclinas, según las diferentes concentraciones de levadura de cerveza que se evaluaron. 

T11bla 3.1.2.l. Efecto de la concentración de la lc,·adura de cenez11 en el medio de cullirn 
sobre la ¡1roducción de anlraciclinas por Streptom.l'ces pe11ceti11s rnriante 
cuesi11s, a las 72, 96, y 120 horas de fermentación. 

·.:!: 
6.26 g/I de levadura 12.50 g/I de levadura 18.76 gil de levadura 

Concentr•ción Coeficiente Concmrnaclón Coeficiente Concentración Coeficiente 
de antraciclinas da vañaci6n de antracicfinas de variaci6n de antraciclinas de variación 

H;_.i~ (µg/mll !%1 (µg/mll (%1 (µg/mll (%1 

72 61.2±10.2 16.7 67.4 ±8.5 12.5 52.0 ±8.8 16.9 
96 125 ±6.9 5.5 140 ± 14.6 10.5 77.6 ±8.6 11.0 

120 149 ±9.9 6.6 174±15.3 8.8 95.5 ± 14.1 14.8 

. ·:··: ___ ::.E,'c;:: 

En este experimento, la producción volumetrica fue en aumento conforme avanzó el tiempo 
de fermentación. No obstante, la productividad alcanzó su valor máximo alrededor de las 96 
horas, tal como puede verse en la figura 3.1.2.i 

En la tabla 3. l .2.2. y en la figura .3. l .2.3. puede observarse que la cantidad de biomasa no 
resultó afectada por la variadón de .la concentración de levadura, especialmente entre 6.25 y 
12.50 gil, de las 96 horas de fermentación' en adelante; por lo que la cantidad de biomasa no se 
consideró como criterio de decisión'para la evaluación de la concentración de levadura sobre la 
producción de antraciclinas. ·· 
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Figura 3.1.2.1. Producción de antraciclinas por S1rep1omyces peucelius 
variante cae si us: al variar la concentración de la levadura 
de cer\'eza del medio i11icial en 6.25, 12.50, y 18. 75 gil, y a 
las 72, 96 y 120 horas de fermentación. 
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Figura 3.1.2.2. Productividad de 5)replm11yces peucetius variante caesius 
con diferentes concentraciones de levadura de cerveza en el 
medio inicial. 
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Tabla J.1.2.2. Canlidad de biomasa ex11resada como rracción micelial 
(f. m.) sedimentada en el medio de culli\'O durante h1 
crnluaeión de la \':ll'iaci1í11 de la conccnlraci(m de lcrndura. 

Concentración 72hde 96hde 120 hde 

de levadura rennentaclón fermentación rennenlaclón 

gll ¡r.m.) 1r.m.1 1r.m.1 

6.25 0.60 0.60 0.60 

12.50 0.55 0.60 0.60 

18.75 0.40 0.50 0.55 
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:-.~ ~ ~--

0,5 f:;: r -
~ª . ·:-. '.i. ~. 
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··~ a; :.:-~ 

" 072 h ·5 ·;·~ 
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., 
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:1 
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0,1 .-:.. 

"" .. 
~ :_·, 

o ~ 

6.25 12.5 18.75 

Levadura (g~) 

Figura 3.1.2.3. Cantidad de biomasa expresada como fmcción micelial 
con 6.25, 12.5, y 18. 75 gil de le,•adura de cerveza en el 
medio de cultivo, a las 72, 96, y 120 horas de fermenta­
ción. 

Con base en estos resultados, se determinó cual sería el tiempo fijo! de aquí en adelante, en· 
el que se realizarían las evaluaciones de la optimización del · medio. La prOducción 
volumétrica mostró una tendencia a seguir incrementándose en tiempos más prolongados de 
fennentación, mientras que la productividad, en la mayoría de los experimentos hasta aquí 
realizados, alcanzó los valores más altos a las 96 horas de cultivo. Fue éste el tiempo fijado para 
llevar a cabo la optimización. 

Los resultados obtenidos en este experimento demostraron que al reducir la concentración de 
la levadura de cerveza, no solamente se incrementó notablemente la producción de antraciclinas, 
sino que además la variabilidad entre las repeticiones de cada una de las condiciones se redujo 
substancialmente. Es por esto que el inicio de la optimización del medio de cultivo consistió en 
elegir la concentración de la levadura de cerveza que permitiera trabajar con niveles de 
producción fácilmente cuantificables (más de 50 µg/ml de antraciclinas), y con una alta 
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confiabilidad de los resultados dada por la menor variabilidad respecto del medio inicial. Para 
definir fonnalmente dicha concentración se aplicó un' análisis de variancia y la pmeba de 
comparación apareada de Tukey, cuyos resliltados se expresan en la tabla 3.1.2.3. 

Con el análisis de variancia se detemiií1ó que los .niveles de producción entre las condiciones 
evaluadas eran d' ;rentes significativamente, y con la pmeba de Tukey se especificó que entre 
12.5 y 6.25 gil de levadura se encontraba la mejor condición de producción, descartando 
definitivamente la concentración de 18.75 gil. 

Tabla 3.1.2.3. Análisis de rnriancia y 11rucba de Tukcy para la 11roducción rnlumétrica 
de antraciclinas por Strept11m.1•ees pe11e<'fi1u· ,·arhmte eae.fi11s, al \'ariar 
la conccntr11ción de la le,·adura de ccn·e.:a en el medio inicial con nu­
trientes de ~rado industrial, a las 96 horas de fermentación. 

F F Fuente de 

variación 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio estimada critica a0.os Signllicancia 

Tratamientos 

Error 

Total 

2 

12 

14 

10462.83 

1340.09 

11802.91 

5231.41 

111.67 

Prueba de Bartlett: 0.33 (X2 u..,= 5.99) 

: *=SlgniR<lltlvo 

Prueba de Tukey ao.05: 

... Condición., 

fgAda lav.J 
, ·'. v · :"_Homogeneidad 

-Repetici;;;~~~'.'1;·~:./~~;;~~¡~:;::: ;. entre trat~ini~ntós_ 

18.75 9n 
s.25 9n 
12.5 sn 

5 

5 

5 

77.65 

125 

139,50 

b 

b 

46.84 3.89 * 

Dentro del margen de error experimental intrínseco al proceso, el experimento mostró una 
tendencia a disminuir la cantidad de levadura, Jo cual no solamente representa una reducción en 
el costo del medio, síno que, además, la producción se ve íncrementada en casi el 100%, Fueron 
dos los criterios fundamentales que se tomaron en cuenta para elegir la concentración de 12.5 gil 
de levadura como punto de partida para la optimización: en primer lugar, Ja productividad fue 
siempre mayor con esta concentración; y en segundo ténnino, la modificación de la 
concentración de levadura hasta 12.5 gil es un punto medio en su concentración inicial, lo cual 
pennitió tener un panorama experimental amplio y seguro. Es así como no se consideró la 
concentración de 6.25 gil como inicio de la optimización ya que ello implicaba un porcentaje tan 
alto como el riesgo de pasar ínadvertidos los efectos atribuibles a otras concentraciones 
intermedias de la misma levadura. De cualquier manera, el análisis de un diseño factorial 
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fraccionado, aplicado posteriormente, establecería, formalmente, la tendencia para modificar la 
concentración de la levadura. Y ya que la producdón de antradcli1ias con 18. 75 gil de .levadura 
no fue tan alta como con 12.5 g/I, fue esta ítlti1na la elegida como el primer paso de la 
optimización del medio de fennentación. Corno se nlencionó anteriormente, lá productividad es 
un parámetro relativo que puede ser enipleado 'conío" un: criterio de definición para el 
establecimiento de condiciones en el proceso fermentativo. Sinembargo, para llevar a cabo la 
optimización del medio de cultivo es preferible hacerio en ténilinos de una respuesta absoluta, 
tal como lo es la producción volumétrica; en este caso el parámetro relativo expresa una 
respuesta o variable dependiente (producción volumétrica) en función de una constante (tiempo 
de fennentación). Mientras que la producción volumétrica sigue un patrón de respuesta definible 
y pronosticable en primera instancia, la productividad no mantiene forzosamente una 
proporcionalidad directa con el curso cinético de aquella, por lo que la interpretación de las 
estimaciones calculadas durante la optimización podría haber sido confusa. Considérese 
simplemente que, aw1que la producción siga aumentando, la productividad puede decrecer. 

3.1.3. Evaluación de la concentración de las sales minerales. 

En la levadura de cerveza también se encuentran sales inorgánicas que Streptomyces 
peucelius variante caesius puede seguramente asimilar. Como en la fonnulación del medio de 
cultivo se incluyen algunas sales minerales, era necesario conocer su importancia para la 
producción de antraciclinas, y más todavía después de haber modificado la concentración de la 
levadura de cerveza. Por lo tanto, el siguiente experimento consistió en evaluar el efecto que 
tendría sobre la producción eliminar una sal cada vez, y así obtener datos indépendientes para 
cada compuesto. Los resultados esquematizados en la figura 3. 1.3. l. fueron obtenidos a las 96 
horas de fennentación y cuantificados como producción volumétrica. ·· 
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2! 
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et 
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NaCI. 
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CaC03 
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Figura 3.1.3.1. Efecto de la eliminación de cada . sal. mineral de la formulación del niedio inicial 
sobre Ja producción de mítraciclinas por Strep1011/yces pe11ceti11s varimite caesius. 
El medio Control contiene todaS las sales minerales de la formulación. 
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De este experimento se infirió que únicamente el CaC03 es imprescindible para la 

producción de antraciclinas , por S1rep10111)1c~s 'pe11ce1i11s variante , caesius; en, •. c¡¡mbio, las 
demás sales no solamente no fueron necesarias en Ja formulación deÍ'medio defei1Ílcntación sino 
que al no haber sido incluidas, '~ produccióÍ1 se; increnlentó ligerainenie'en relahión éon el 
medio de cultivo co/1/rol, el cual contenía toda·s las sales. Dicho'incrernentcÍvafiÓ desde'J91 ±14 
µg/ml para la condición sin MgS04, hasta 250 ±12jig/Ínl para ia condii:ión sin NaCI. Por 

supuesto que aunque estos resultados no fueron concl~yentes (por no haber considerado las 
interacciones entre los componentes mediante un esquemá oitogonal), si dieron una idea general 
de la significación de los componentes inorgánicos en;el'n]edio, especialmente del CaCOJ (56.9 

±2.8 µg/ml para la condición sin CaCOJ), y del K2HP04 cuya exclusión de la fommlación 

incrementó significativamente la producción volumétrica (423 ±28 ~1g/ml), lo cual coincidió con 
el efecto inhibitorio de los iones fosfato sobre la producción de antraciclinas por S1replomyces 
pe11ce/i11s, ya señalada con anterioridad. La variabilidad entre las repeticiones bajo estas 
condiciones se mantuvo baja respecto del medio inicial lo cual fue atribuido a la modificación 
hecha anteriormente con la concentración de la levadura de cerveza, obteniéndose un C V 
máximo de 7.2 % entre repeticiones. El análisis de variancia y la prueba de comparación de 
medias de Tukey resumidos en la tabla 3.1.3.1. confirmaron la diferenciación que distingue 
la trascendencia de cada una de las sales minerales del medio sobre la producción volumétrica 
de antraciclinas por la mutante caesius. 

En dicha tabla se percibe que, la eliminación de las sales NaCI, MgS04, FeS04, y ZnS04 

tuvieron un efecto similar sin modificar significativamente la producción, mientras que las 
demás pueden repercutir de manera importante la producción de antraciclinas por S!replomyces 
pe11ce1i11s variante caesius, ya sea por su ausencia en la formulación (como en el caso del 
CaC03) o por su presencia en Ja misma (como ocurrió con el K2HP04). 

Tabla 3.1.J.I. Análisis de \'ariancia J pmeba de TukeJ 11ara la 11roducción rnlumétrica 
de antraciclinas 11or Streptom)'ces peucetius rnriante caesius, eliminando 
una sal mineral cada \'e:r. en el medio inicial con nutrientes de grado 
industrial, a las 96 horas de fermentación . 

. Ftieiite de Grlldoa de Sllma de CUadredo F F 
'• 

vañación libertad cuadrados medio estimada · ~ltlca a~.05 SlgnificanCi.o : 

Tratamientos 5 208249.25 41649.85 203.47 3.11 * Error 12 2456.33 204.70 
Total 17 210705.58 

Prueba de Bartlett: 0.10 CX2 u.,.o,=11.07) 
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Tabh1 3. t.J. t. Amílisis de rnriancía y 11rucba de Tuke)· 11ara la 11roducción \'Olumétricii 
de :1ntraciclinas 11or Streptm11.1•ces peueeti11.•· rnriantc caesi11s, eliminando 
una sal mineral cada 1·e.: en el medio illicial con nutrientes de ¡:rado 
industrial, a las 96 horas de fcm1entación (contin11adcin). 

Prueba de Tukcy <l\l.o:;: 

... Condiciót; Homogeneidod 

f~po de s&O RepetícioneG Promedio entre tratamientos 

sin CaC03 3 56.9 a 

sin MgS04 3 191 b 

sin FeS04 3 210 b 

sin ZnS04 3 216 be 

sin NaCI 3 250 e 

sin K2HP04 3 423 d 

3.1.4. Evaluación de la concentración de la glucosa. 

Considerando la acidogénesisdel. medio de producción, ·inducida. por· altas concentraciones 
de glucosa, se evaluó el efecto de la misma's.óbre.la prOducción dividiendo la concentración 
inicial en cuartas partes, tal y como se hizo oon la levadura. de cerveza. De esta forma, y con la 
concentración de levadura reducida' a la. mitad; se próbaro1{ las 'siguientes; concentraciones de 
glucosa: en gil; 45, 30, y 15 .. como pued~cªP!eciarse en•1afigiii-~;_3.l.4.'1:, a las 96 horas de 
fermentación la concentraciÓnde.'3PtM.ide 'glucosa penÜitió•casi'duplicar la producción 
volumétrica (780 ±27 µglml) 'respectó del 'experírrient9;én do~iie sé eliminó el K2HP04 de la 

::-'-\ • .< ' e'.>•\? -y :~:·;- ~.. '-:· :-
formulación del medio. . ........... _. C<.> .. ¡·,;. · ··:,:'; '·;::e,,:,,.>:<"•··.::->".·. 

Según las cuantificaciones Cle lá glucosá remanente'en el medio d~ cultivo evaluadas en el 
análisis de variancia y eri la pmeba d~'compaÍ:áCió11 dé llledia·s déTukey que aparecen en la 
tabla 3.1.4.1., la concenüación de,30 gil es•lá'.,qúe''_S'Ír~piomyces'peiwelílls variante caesíus 
requiere para producir altos íridices de .antraciclirÍa~.iPor ejemplo; 'en la ,condición de 15 gil de 
glucosa, el consumo de ésta ftie caléulaciO. éoin<:í,:frq;±o:~ g¡1;'1J¡¡ra la 'c~n~ición de 30. gil, se 
calculó un consumo de 27.6 ±0.1 gil; yde 45'g/1.en la fofiriulación/se consúmieron 34.6 ±0.2 
gll. Es decir, no es necesario usar una concentraciÓrl ta~ alta"Con1o 6ri Wl .d~ glu'cosa en el medio 
para lograr una producción importante de antraclclinas; :;; inclusó;·;;'se,~~upÚso que la 
concentración óptima de glucosa estaría entré ¡5;Y~,45'gJl;~sinioÍ,;.Jcia'r;céfai:ó'.'~Stá, que la 
concentración de levadura en este experimento fue deli:Sgll.: ''"'. O''.''.;: ·"' ···: 

Así, para iniciar el estudio de la fermentación medianté'un.diseño;e,qierimental, se decidió 
tomar como punto de partida (centro experimental) 30 g/lde'glÚcosá''porser¡la concentración 
que redituó la más alta concentración de antraciclinas y porque, al 'igualque eón la levadura de 
cerveza, resultó ser la mitad de la concentración del medio inici~l;;1o'.cua1 permitió tener un 
mejor panorama experimental para la aplicación del diseño; La Prueba de 'Tukey confirmó que 
30 gil de glucosa fue la concentración a elegir, sin lugar a dudas; para el inicio de los estudios 
con el diseño experimental. Al mismo tiempo, se observó· que la acidez del medio de cultivo 
tiende a disminuir conforme la concentración de glucosa es ri1enor, como puede verse en la 
figura 3.1.4.2. 
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Figura 3.1.4.1. Efecto de diferentes concentraciones de ghicosa sobre la producción de 
antraciclinas por Streptomyces peúceiius \•ariante caesius en el medio 
de fermentación con nutrientes de grado industrial. 

Tabla 3.1.4.1. Análisis de rnriancia y 11rucba de Tukey 11ara la 11roducción volumétrica 
de antraciclinas 11or Streptamyces peucL'fius \'ariante caesi1u-, al \'ariar 
la concentración de 11lucosa en el medio inicial con nutrientes de grado 

industrial, a las 96 horas de fermentación. 

t'~:1¡tt· Grados de Suma de 

íibertad cuadrados 

Tratamientos 2 303611.65 

Error 6 3334.05 

Total 8 306945.70 

Prueba de Bartlett: 0.48 CX2 ""°'= 5.99) 

* =Sll!flilkatlvo; 
(Conflhr1•1. 

Cuadrado .F.. . .. f.'.. -~'. . .'..c:o .. ,: .. ~:• 
medio estimada· '_.·cffti~~ -~º~·~~; ·.'.~~~~,~~~,í 

151805.83 273.19 5.14 * 
555.67 
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Tabla J.1.4.1. Análisis de \'ariancia )' ¡lrueba de Tukey 1iara la producción rnlumélriea 
de anlraciclinas 1111r Strept1m~1·ces peucetiu" rnrianle c11e"i""• al rnriar 
la conccntraciim de glucosa en el medio i11ici11/ con nutrientes de grado 
industrial a las 96 horas de fermcnlaciim (cm1ti111111ci<Í11). 

Prueba de Tukey ªo.os: 

,:.: ~. t:_ondjci6n Homogeneidad 

'.;-·_(g~_de Qluc.J Repeticiones Promedio ontro tratamientos 

45 3 382 a 

15 3 399 a 
30 3 780 b 

C.G. (gil) 

--1s 
....+:-30 

---45 

Figura J.1.4.2. Cinéticas de pH d~;~Í;Íe la· fermentación en el medio de producción de 
anlraciclinas con difcr~ntcs concentraciones de glucosa (C.G.). 

Lo anterior vino a confirmar q~e I~ acidogénesis en el medio inicidt ~e 'debe 
fundamentalmente a los ácidos orgánicos producidos por el metabolismo del carbohidrato.-Por 
otra parte, aunque la curva de pH descrita en la condición de 15 gil de gluc~sa és la' que 'se ha 
adoptado como la cinética típica en cultivos de S1rep1011~vces pe11ce1i11s y Otras. especies 
productoras de antraciclinas 118), no le correspondió a dicha condición la mejor producción'; 
volumétrica. Los estudios realizados en este aspecto, establecen que el decremento inicial del pH 
ocurre entre las primeras 24 y 48 horas de fermentación, es decir, justo antes de iniciarse la ·fase 
estacionaria del crecimiento del microorganismo; si este tiempo se prolonga, entonces es 
probable que el medio se acidifique. Sin embargo, si el pH se incrementa después de este 
periodo, la producción de antraciclinas tiene Jugar (18, 19). 

Los resultados obtenidos en la evaluación de las diferentes concentraciones de glucosa, 
confirman lo que se mencionó anteriormente sobre la acidogénesis del medio a partir de altas 
concentraciones del azúcar, pero además indican que el incremento de la producción 
volumétrica no depende solamente del sostenimiento del pH propicio, sino también de la 
cantidad de glucosa disponible como sustrato. 
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Entre algunos experimentos relacionados con la variación de la concentración de glucosa, se 
midió la biomasa como la fracción sedimentada que ocupa el micelio en elmediO de cultivo. A 
las 96 horas de fermentación la cantidad de biomasa fue constante, pÓr lo'que no se consideró 
como una variable detemtinante durante la evaluación del efecto de la'concentraéión de glucosa 
sobre la producción. - _ - : ,.-';:_ .. _ 

Fue así como se evaluaron siete experimentos al azar en donde los·níedios de cultivo y las 
condiciones de incubación estaban confomtados de la siguiente manera)· 

Condición 1: glucosa 30 gil; levadura de cerveza 12.5 gil; sales (sin fosfato); 
150 rpm; JO perlas de vidrio por cada matraz; 29ºC. 

Condición 2: glucosa 15 gil; levadura de cerveza 12.5 gil; sales (sin fosfato); 
150 rpm; 3 perlas de vidrio por cada matraz; 29ºC. 

Condición 3: glucosa 45 gil; levadura de cerveza 12.5 gll; sales (sin fosfato); 
150 rpm; 3 perlas de vidrio por cada matraz; 29°C. 

Condición 4: glucosa 30 gil; levadura de cerveza 12.5 gll; CaCOJ 2 gil; 
150 ·rpm; 2 perlas de vidrio por cada matraz; 29°C. 

Condición 5: glucosa 30 gil; levadura de cerveza 12.5 gil; CaCOJ 2 gil; 
· . J 8_0 rpm; 2 perlas de vidrio por cada matraz; 29°C. 

Condición 6: glucosa 30 gil; levadura de cerveza 12.5 gil; CaCOj 2 gil; 
. --·. ·' 200 ipm; 2 perlas de vidrio por cada matraz; 2\)~C. :, ··- ._ 

Condición 7: g1Ücosa15 gil; levadura de cerveza 12.5 gil; CaCOJ 2 gil; 
- - . - 180 rpÍlt; 2 perlas de vidrio pÓr cada matraz; 29°C .... 

A continuación se expresan las fracciones equivalentes a la biomasa contenida en el medio 
de cultivo:' · 

Condición 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

fracción 

0.69±0.07 
0.67±0.05 
0 .. 67 ±0.09 
0.12±0.02 
o.69±0.01 
0.71 ±0.05 
0.66±0.02 

Considerando la cuantificación de la fracción micelial que se realizó al variar la 
concentración de la levadura de cerveza, y la obtenida en esta última fase de la investigación, se 
determinó que la cantidad de biomasa seria una constante durante el desarrollo de estos estudios, 
por lo cual, el incremento y la evaluación de la producción se darían, únicamente, en función de 
la concentración de los componentes del medio de cultivo. 
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3.1.5. Medio de fermentación modificado. 

Es asi, finalmente, que el medio de fennentación inicial fue modificado en la concentración 
de los dos componentes orgánicos: la levadura de cerveza pasó de 25 gil a 12.5 g/I, y la glucosa 
se redujo de 60 g/I hasta 30 gil. En cuanto a las sales inorgánicas que complementan la 
fonnulación, se decidió eliminar el FeS0.1 y el ZnS04 ya que su inclusión no resultó importante 

para la producción de antraciclinas, además de que representarían dos factores más en el diseño, 
lo cual incrementaría el número de experimentos potenciales a realizar y, por ende, el grado de 
confusión de los efectos. Independientemente de que el NaCI y el MgS04 hayan mostrado 
alguna influencia sobre la producción volumétrica, se decidió mantenerlas en la composición del 
medio debido a que sus respectivas concentraciones son lo suficientemente cuantificables para 
evaluarlas dentro de un diseño experimental y, por lo tanto, determinar cuantitativamente su 
efecto sobre la producción. Obviamente, el CaC03 fue mantenido en su concentración inicial; 

mientras que el K2HP04 no fue eliminado de la formulación a.pesar de que anteriormente se 

observó que presentaba un efecto inhibitorio sobre la:producción de antraciclinas. El propósito 
de incluirlo en una concentración de 0.1 g/I fue el de cuantificar su efecto real sobre fa 
producción, y así obtener, al igual que los demás nutrientes, los coeficientes de 'regresión que 
detenninan el grado de importancia que cada uno de ellos tien.e sobre 'la prOdLicción de 
antraciclinas bajo un esquema ortogonal, como lo es un diseño factorial ·fraccionado.: El nuevo 
medio de fermentación así confonnado fue desi¡,'Tlado como mM I (medio Modificado 1). 

3.2. Desarrollo del diseño experimental. 

3.2.1. Diseño factorial fraccionado. 

Para concluir el estudio de optimización del medio de fennentación, constituido ahora, en 
gil, por: glucosa, 30; levadura de cerveza, 12.5; NaCl, 2; ,CaC03, 2; K2HP04, 0.1; y MgS04, 

0.1; se aplicó un diseño factorial fraccionado 2c;.3, representado por la matriz de diseño de la 
tabla 3.2.1.1. 

Si se hubiese aplicado un diseño factorial completo para la evaluación de los seis nutrientes 
señalados con anterioridad, habria sido necesario realizar 64 experimentos (26

), sin considerar 
las repeticiones 'para cada uno de ellos, lo cual resultó incompatible con la práctica 
experimental. Fue esta la razón por la cual se decidió aplicar un diseño factorial fraccionado que 
contuviera un número mínimo de experimentos que permitiera evaluar confiablemente la mayor 
parte de los factores, incluyendo, por supuesto, aquellos que hasta este momento se habían 
manifestado como los más influyentes sobre la producción de antraciclinas por Streptomyces 
peucetius variante caesius. Además, los diseños factoriales fraccionados ofrecen la ventaja de 
aportar las principales tendencias del comportamiento del fenómeno que se está estudiando, 
realizando una cantidad pequeña, pero significativa, de experimentos. No es casual que en la 
práctica industrial sea uno de los métodos más empleados para incrementar la producción y 
evaluar, sobre una base de pronósticos, el desarrollo de sus procesos. 

56 



Tabla J.2.1.1. Matriz del diseño 26·3 (en unidades reales) 1mra la 111·oduceió11 de antraciclinas 
1mr Streptom.i•c:es pe11c:c.'1ilu \'ariantc c:uesi11.\·. 

¡ : : ;:?t!::f ~ 
?,)i" 

.'•.s , .· 
,,y:( 

25 

35 

25 

35 

57.42 

u.r.=unldudcs nales 

(+)=-nivel superior 

(-)=ninl Inferior 

f,e.=centro npl•rimmtal 

u.e.=unldad cxpcrimcnt11I 

9.37 

9.37 

15.63 

15.63 

·52.64 

.3 4=12 6=13 6=23 

NaCI · CaC<>3 K2HP04 MgS04 

o 3 0.1 0.2 

o o 0.2 

o 0.1 o 
o 3 o o 
4 3 o o 
4 1 0.1 o 
4 o 0.2 

4 3 0.1 0.2 

1.73 119.20 ·13.26. ,1.73 

on ·on··, · _:'ÍIÍl.-L:· i 9if'•,' 'i: ';'iín:.·1 :. 

1s;63.. ' ·4 ;. • • 3 '0.1' .· .. 0.2 
· s.a1· · .. º · · · · 1 .~ .. -· · · .. º · ···:o' • i 
,12.s· '2:.·.·: -· '•2.. __ · o.os •'.:o.1 -.¡ 
3.13· · 2 · .:, '0:66: · 0:1 

rl't=referenda de Jos d11tos fAn-amunc y col 12, 31 (~~~~.m); ~· ~xpe~lmcntnl (cxpcrim)I 

' ' 

Producci6n 

de antreciclinaa 

615 

573 

330 

654 

704 

498 

301 

683 

644.93 

:tio/ml 

Desviación 

est6ndar 

±26.37 

En relación con la matriz de diseño el~ la tabla 3:2~Ll., las combinaciones ortogonales 
correspondientes con CaC03, ~HP04, y MgS04 se derivaron de los alias expresados con las 

identidades 4=12, 5=13 y 6=23, respectivamente. Inmediata a. la matriz del diseño, se incluyen 
los valores de los coeficientes de regresión (b) que cuantifican el efecto que cada nutriente ejerce 
sobre la producción de antraciclinas, así como el que se define como la media de la producción 
(544.93 µg/ml) y que representa el valor codificado del coeficiente de regresión del término 
independiente (o constante) que engloba el efecto total de todo aquello que afecta a la 
producción y que es ajeno al dominio experimental, pero que permanece constante. Cada uno de 
los índices de producción se encuentra expresado como el promedio de las repeticiones de cada 
condición. 

En la tabla 3.2.1.1. también se exponen las unidades reales en que se utilizó cada factor, los 
niveles que delimitan el espacio experimental para cada uno de ellos, y las unidades 
experimentales que incrementaron o decrecieron los centros experimentales, los cuales 
representan las concentraciones de los nutrientes en el mM J. Las referencias indican las fuentes, 
tanto de información como experimentales, que determinaron las condiciones señaladas como 
centros experimentales. La signifícancia de los efectos de los nutrientes fue establecida con base 
en la desviación estándar global (s=25.37), con un nivel de confianza del 95 %. Aquí es preciso 
señalar que la significancia de b es relativa ya que, generalmente, no es fácil establecer un 
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criterio universal para detenninarla; sin embargo, para esta investigación, se tomó como punto 
de referencia el valor de .I', El cálculo de los coeficientes de regresión normalizados se llevó a 
cabo mediante el algoritmo de Yates. 

3.2.2. Análisis de correlación multivariable. 

Como pudo observarse en la tabla 3.2.1.1., los valores de b significativos fueron los 
correspondientes a glucosa (57.42), levadura de cerveza (-52.64), y CaC03 (119.20), sin 

efectos significativos para sus interacciones apareadas y míiltiples. Para NaCI, K2HP04, y 

MgS04 no se registraron efectos importantes. 

Para confinnar el grado de influencia de los nutrientes sobre la producción de antraciclinas, 
se realizó el siguiente análisis de correlación multivariable por cálculo matricial: 

Glucosa Levadura NaCI CaCOJ K2HP04. , MgS04:;¡~!>.t'.ód,~~Ji1 
Glucosa 7400.00 3000.00 480.00 480.00 12.00 24.00 133079.90 

Levadura 1328.13 200.00 200.00 5.00 10.00 53177.00 

Matriz de NaCI 64.00 32.00 0.80 1.60 8746.56 

l'ariancias- CaC03 40.00 0.80 1.60 9672.50 

cornriancias K2HP04 0.04 0.04 212.67 

MgS04 0.16 434.56 

Producción 2545426.53 

Glucosa Lev•dura N",,C! :~::!:~.~,<>3~;1(:2HP04 · MgS04 Producción 

Glucosa 200.00 o o o o o 2296.70 

Matriz de Levadura 78.13 o o o o -1316.00 

l'ariancins- NaCI 32.00 o o o 27.68 

co\'ariancias CaC03 8.00 o o 953.62 

corregida 11or K2HP04 0.02 o -5.31 

11romcdio MgS04 0.08 -1.38 

Producción 169836.89 

Glucosa levadura-,, -'~a,'?!i:~i~~,<:.~3; K:2f:lf'.~4 i,l\!9!;~4!.\~~~~ 
Glucosa 1.00 o o o o o 0.39 

Malrizdc Levadura 1.00 o o o o -0.36 

correlaciones NaCI 1.00 o o o 0.01 

(r) CaC03 1.00 o o 0.82 

K2HP04 1.00 o -0.09 

MgS04 1.00 -0.01 

Producción 1.00 

Este análisis dio como resultado una influencia muy importante del· CaC03 ~obre la 

producción de antraciclinas (r=0.82), y una influencia menor por parte de la gIJco~~ y la 
levadura (r=0.39 y 1=-0.36, respectivam~nte),. sin que se presentaran factores o réspueStas 
espurios. El resto de los nutrientes no mostraron efectos significativos sobre .la producción; de 
tal modo que, efectivamente, los factores más importantes en la producción de antraciclinas por 
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S1repto11u-ces peucelius variante rnesius fueron la glucosa, la levadura de cerveza, y el CaC03, 

considerándose a los demás nutrientes dispensables. 

3.2.3. Modelo matemático de la producción' de antraciclinas por Str~~tomyces 
peucetius variante cue.dus. 

Es así como se definió el siguiente modelo matemático que mejor explicó la producción. de 
antraciclinas por S1replamyces pe11cetius variante á1esi11s en el mMJ: 

en donde: 

y es la producción pronosticada por el modelo. . . , ... · • 
b 0 es el término independiente que se define con10 la media de producción. 

b 1•b2, y b J son los coeficientes de regresión de ca.da fa~o.r. .. • 
A, B, y C son las unidades nonnalizadas dé los fái:tore~>cuyas cl~ves son: 

A corresponde a glu~osi;~ <!' :/· .·, 
B corresponde a le./adurá de cervezá. 
C corresponde a CaC03·••/ ' , 

substituyendo con los valores deb e;fla e~uaaón: 

y= 544.93 + 51;42 A .: 52.64 s +119.20 e 

El modelo así obtenido índica que la producción de antraciclinas por Slreptamyces peucetius 
variante caesi11s en el mMJ, sigue un comportamiento lineal, lo cual se traduce en que cada uno 
de los factores A, B, y C, de manera independiente, ejerce un efecto sobre la producción, sin que 
entre ellos exista interacción alguna {ya demostrado en el análisis de correlación multivariable). 

A primera vista, se detectó en el modelo matemático un efecto positivo de la glucosa y del 
CaC03, siendo éste el factor más influyente; mientras que la concentración de la levadura de 

cerveza es excesiva, según el valor negativo del coeficiente de regresión para este nutriente. Esto 
último definió la tendencia a reducir, aún más, la concentración de la levadura en el medio de 
cultivo, lo cual se habia observado anterionnente (véase la sección 3.1.2.). 

Éste es un modelo matemático normalizado, o codificado, que facilita la representación 
gráfica del fenómeno (ver más adelante). Sin embargo, para detenninar el grado de explicación 
que posee el modelo sobre la producción, es necesario calcular los coeficientes de regresión en 
términos de unidades reales. 
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Para ello se utilizaron las siguientes ecuaciones: 

para los válores de b de los factores: 

b. xy-F.xf.y/n 
b=-----

l:x2-(Ú)2/n 

y para b 0 (se despeja dé la ecuación): 

en donde: 

n es el número de condiciones. 
x es el valor de los niveles superior e inferior de cada nufriente. 
y es la producción volumétrica de antra_ciclillas para éáda condición. 
y es la respuesta pronosticada por el modeló.mat:emático.-· 
b0 es el ténnino independiente. · ; ::/ -·-: ••. _ 

b1, b2, y b3 son los coeficientes de regresió1~ para losfactores. 
x1, x2, y x3 son las unidades reales del experimen'to. · .. 

Después de haberse calculado el valor de b, tanto para los factores como para el término 
independiente, con unidades reales, se procedió a calcular los índices ·de producción que el 

modelo pronostica. . ... ·-····. .· .... 
En la tabla 3.2.3.1. se dan los datos pronosticados (11) junto con la producción volumétrica 

real o experimental (y), y los residuos o diferencias (d) entre cada pronóstico; y'. cada 
observación experimental. __ · _ _ . . .· . ·.·_" . _ · • 

Simultáneamente, se tabularon las sumas de cuadrados (SC) experimental; pronosticada, y 
residual que ayudarán a calcular el grado de explicación del modefo matemático. ;<' • ..... ·. _ · · 

Los residuos (d) pueden graficarse en relación con y para definir la distribución dé la 
muestra experimental. 

En la figura 3.2.3.l. puede observarse que las desviaciones de los elementos muestrales 
indicaron una tendencia hacia w1a distribución normal (esquematizada en el extremo derecho de 
la gráfica), lo cual garantizó la confiabilidad en el diseño experimehtal aplicado. 
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Tabla 3.2.3.1. Pronóstico del modelo matem:ítico 1mra la 11roducción de :111traciclinus 11or 
Streptom.rces peucetiu~· ,·ariante c11e.d11s, y las sumas de cuadrados (SC) 
exflerimental, derirnda del modelo, y residual. 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

659.35 

535.75 

315.71 

668.91 

659.35 

535.75 

315.71 

668.91 

614.87 

573.35 

330.17 

654.41 

703.84 

498.22 

301.17 

683.41 

y=produedón \'olum~trieu ttatl o l'Xpt'rimental 

¿:=produeclcín pronosUcada por el modl'lo 

d=J'-Y 
Reelduo 

44.48 

-37.60 

-14.46 

14.50 

-44.49 

37.53 

14.54 

-14.50 

(y--J' 12 
scexpeftmental 

4891.60 

807.70 

46121.86 

11985.87 

25252.39 

2181.82 

59418.94 

19176.71" 

)'=media dl' la producción ,·olumétriea rrul o c.•IpNimcntal global==544.93 

d=reslduo o dlfettndu (error· ci:perlmentaJ) 

• 'IO • 
20 

• 
d o 

• -2o 

-•o • 
.. • 

31S.71 535.75 6S9.3S 

·. 

(I• - J' 12. 
SCmodelo' 

13091.94 

84.27 

52541.81 

15371.04 

13091.94 

84.27 

52541.81 

15371.04 

• 

• 

668.91 

1978.47 

1413.76 

209.09 

210.25 

1979.36 

1408.50 

211.41 

210.25 

Figura 3.2.3,J. Gr:ílica de rcs.iduos. {d)'bcint;a pronósticos del modelo matemático (v). A la 
derecha de. esta gráfica.; se ºrepresenta la distribución de las observaciones 
evaluadas;· su. normalidád indica que el diseño elegido para este estudió fue 
adecuadamente aplicado a l.a ºproducción de. Ímtraciclinas por Slreplomyces 
peucetiusvarfantc cae:,:;its, en el mM I formulado durante los. ensayos de 
optimización previos a la aplicación del diseño experimental. · 
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En la tabla 3.2.3.1. puede notarse la propiedad descubierta por Ronald Fisher 1231 
expresada como: 

y que es la clave para detenninar el grado de expfü:a6ió!I (~n %)qÜe ti.e~e el modelo matemático 
sobre el fenómeno observado, en este caso, sobre Ja prOducción de 'antraciclinas: 

por Jo tanto: 

% de sc;.:.;;de1o 
explicación = ------X 100 
del modelo se experui..ntal 

%de 
explicación = 
del modelo 

162178.12 XIOO= 95.49% 
169836.89 

Con estos resultados, se estableció .que~d,:nodélo inate,mátiCo pr~puesto explica 
adecuadamente, en tém1inos de producción volumétrica':éleº antraciclinas, el comportamiento de 
Streptomyces pe11cetiu.1· variante caesius en el .m.Mi:' ESto es"'así,' porque ·se ha establecido que 
los modelos que explican por encima del 90 %, son··eStádísticamente perfectos, es decir, 
representan leyes naturales. El mínimo valor que puede aceptarse. para que un modelo tenga una 
aplicación explicativa confiable sobre el fenómeno que se está investigando, es de 75 % [23). 

Es importante hacer notar que la identidad: 

SCexJ!<'rimcntal = SCmoddo + SCrcsidual 

para este diseño, no fue exacta; ya que para que· la 'igualdad ·5e cumpliera hizo falta una 
diferencia de 37.68 que constituye únicamente el 0.02 %'de explicación sobre Ja producción de 
antraciclinas. Sin embargo, este hecho se explica comó'ima;consecuencia de la imperfección 
natural del modelo, Ja cual genera un porcentaje de érrorde pronóstico de 4.70 %, después de 
resolver la siguiente ecuación: 

%de 
error de 

pronóstico 

SC,,;,idu.i 
-----X100 

SC,..;delo 
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3.2.4. Diagrama cuboidal. 

El modelo matemático que explica y pronostica la producción de antraciclinas, en el mM 1, 
por Streptomyces pe11ceti11s variante caesius, fue visualizado mediante un diagrama cuboidal 
(figura 3.2.4. l.). Dicho diagrama encierra el espacio experi111ental dentro del cual se desarrolló 
la investigación. Los niveles de producción fueron expresados co1110 superficies de respuesta 
pronosticados por el modelo. Para la realización del diagra111a fue necesario trazar la imagen de 
un cubo en perspectiva isométrica, de tal manera que pudieran dimensionarse adecuadamente los 
ejes coordenados cartesianos tridimensionales: abscisas (.t) para glucosa, ordenadas (1•) para 
CaC03, y cotas (z) para levadura. Cada eje fue segmentado en unidades codificadas (parte 

interna del eje) y unidades reales (parte externa del eje). Para graficar las superficies de 
respuesta, se utilizaron las unidades codificadas, debido a la si111plicidad de los cálculos. Con los 
pronósticos del modelo mate111ático, puede calcularse y dibujarse una infinitud de superficies de 
respuesta. Así, por ejemplo, si se desea trazar la superficie para 710 µg/ml de antraciclinas 
(valor elegido arbitrariamente), el tér111ino y del 111odelo predictor es substituido por 71 O, al 
mis1110 tiempo que B (levadura de cerveza) es igualada a -1 para explorar la base del diagrama 
cuboidal y encontrar los valores correspondientes a A (glucosa) y a C (CaCO.l). El valor de Bes 
incluido en el modelo normalizado, dando como resultado la siguiente ecuación: 

57.42A + 119.20C= 112.43 

'-·· ' :·. 

Como se tienen dos incógnitas, es necesario Ótorgarlf~n'~~l~r ~"ooitkado a cualquiera de 
ellas. De esta manera; siiQ es igualada a 1, él punto•'resultal1te se encontrará sobre la arista 
for111ada por la_ base del diagralUªY el plano frontáf pa.ralelo al eje x correspondiente a glucosa; 
y su valor será -O. l_ 18~ el cual se ubicárá'sobrela .escala· codificada de dicho eje. Este punto se 
identificó como. a en '.la tfigu0

ra'. ];2.4 .' f:, ~osteíici'rme'ntei manténiendo la igualdad B=- l, e 
igualando a A conJ;'se i:ieneºque.'C:§.4~1 que'es, ~I pimtó ben la figura 3.2.4.1. Finalmente, si 
C=l y A=I, entonces B=0.219; que eqúivale'.al punto e de la misma figura. Es así como se 
grafica la superficie de resjiuesta párá \177 ¡ocµg/ml. Con estos mismos criterios puede trazarse 
la superficie de· produi:ciÓri para>~11al_quier respuesta . pronosticada por el modelo. Es 
recomendable que tales superfíciés séan calculadas dentro de los límites experimentales fijados 
por los índices de prodúcciónvolum<3trlcá reales. ' 

Aparte de la superficie dé respueSt? que explica la producción pronosticada de 71 O µg/ml de 
antraciclinas, se graficarÓn dos más como ejemplo: la de 590 µg/ml y la de 380 µg/ml de 
antraciclinas, ambas. calc11Iadas ~e la 'misnía forma con la que se definió la anterior a ellas. 

Nótese que las supefi1~i~J~u~ ~e o~tie~en con el modelo: 
- - ---:.<o-- . ·-- -

'·-·-·- '·· . -
y= 544:93 + 57.42 A - 52.64 B + 119.20 C 

son paralelas y prácticamente planas.· Ello. es un •reflejo de la linearidad del mismo y, por lo 
tanto, de lo altamente pronosticable del proceso fermelltativo bajo las condiciones establecidas 
hasta ahora. Es importante señalar que lo qu·e se debe buscar en cualquier investigación es, 
justamente, establecer un modelo lineal para que los· resultados sean acordes con la parcela de la 
realidad que se está estudiando. Como complemento a este aspecto, si las superficies de 
respuesta hubiesen sido curvadas o plegadas, indicarían la existencia de interacciones entre 
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factores teniendo que modificar, por supuesto, el modelo matemático. Las interacciones dobles 
son las más frecuentes cuando se aplican adecuadamente los diseños experimentales, habiendo 
grandes posibilidades de_ linearizar los modelos qi1e los explican. Sin embargo, cuando las 
interacciones son múltiples, las superficies de respuesta' que se producen son del tipo de 
hipérbola de doble mamo (también ·denominada "silla de montar"), y representan un 
comportamiento caótico con zoná.1· d~ catásírofe'..localizadas en varios puntos imposibles de 
predecir. Cuando esto ocurre en 1ina invéstigadóií; se debe, indudablemente, a un diseño 
experimental deficiente o a una mala interpretación de los resultados generados por 
experimentos anteriores. -

15.6 +1 

Levadura o 

9.4 -1 

Figura 3.2.4. l. Diagrama cuboidal que ilustra el comportamiento fisico de la producción 
de antraciclinas por .S~repto11(rces peucetius variante caesius en el mMJ. 
Además de la superficie que corresponde a 710 µg/ml, se ilustran dos 
superficies más para ,;sualizar la tendencia de producción pronosticada 
por el modelo matemático inferido de este estudio. 

El diagrama cuboidal es una representación gráfica del proceso de fennentación, en donde es 
factible visualizar la correlación que guarda la progresión en aumento de las superficies de 
respuesta, en términos de producción, con la_ variación de la concentración de los factores 
glucosa, levadura y CaC03. 



3.3. Consideraciones finales sobre el medio de 1>roducción 01>timizado. 

3.3.1. Costo del medio de producción optimizado. 

El análisis del costo del medio de producción de antraciclinas fue sumamente importante, ya 
que desde los 20.3 ±5.57 ~tg/ml de antraciclinas que se obtuvieron con el medio inicial, se 
avanzó extraordinariamente en su optimización hasta superar los 700 ~tg/ml, reduciendo 
sensiblemente la concentración de los principales nutrientes. 

En la tabla 3.3.1.1. se enlistan los precios por kilogramo de cada constituyente del medio de 
producción inicial, junto con el costo de los medios inicial y mMJ por litro. 

Tabla 3.3.1.l. Costos de cada uno de los nutrientes estudiados (NS/kg), y de los 
medios inicial y mMJ (011timizado). 

L~: Costo• 
Castas de las":..":': de fenn,,,,tllción (N$R dt1 mtdlo~ ;{:'.".!,·¡ 

,.;,t.;~~~- '. '1iVs il<ei 

Glucosa 

Levadura 

8.00 

18.00 

NaCI 5.00 

CaC03 2.50 

K2HP04 32.40 

MgS04 4.10 

inicial mM1 

0.98 0.48 

• Precios proporcionados por la Droguería Cosmopolita, S.A. de 

C.V. durante el mes de octubre de 1994. 

La reducción en el costo del medio de fermeiít~ción, c()nsideral1clo toclo ,el t~abajo realiiado 
durante esta investigación, fue del 50 %, lo qÚeen sí mi~mó; répresenió un ava~ce notable . 

. ~' '.·, ·~ ~ . . . . .,.,. 

Mediante la relación: ;'> ¡ ·. 

costo· cÍ~1 me.rua·~~$~jl~t~ éX;. ;:2.;_~;~-~,s \.~_;~$ ~- ~ ·.· Costo de 
antraciclinas = 

en bruto 
. . . ..· .· . . XlOOOOOO [=]. .. ··. ·.···· ........ . 

Producción volumétrica (m!Y'IJ: ; ,•; ;'i :/· ·:t,,kg'~e antracicliri.as 
',<;~,·~:,: - ;;~·:¡: ~:~K:~<·: '-;'::e::~·].: • ·:~·~::;:· . /'":·'··' 

·, . .,,,,.; '<:.· ·!,':,.> , ~:. ,._. 

se obtuvo el costo de las antraciclina~ é~ ¿ii;ib'¡)j;;kll~~r~r~c;.'.;X~í,'·~d;ri¡~s d~r~presentar un 
ahorro sumamente importante para :.la\producción jdé ;'~ilt~~Ciclinas, ;los rendimientos se 
incrementan hasta varios miles por ciento'eií relación C:on'el mediÓ'Íhicial. '. . . . ' 

Esta situación resulta evidente en la tabla 3;3J . .Í. en donde se da~:a ¿~l1oc~r los precios por 
kilogramo que tendrían las antraciclinas en brutó, basádas exclusi~amente en el costo del medio 
y en la producción volumétrica. ,,, · · · ·· ' . . . 
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El precio exorbitante de antraciclinas calculado para el medio inicial era de esperarse 
debido a la relación del costo del medio y de la ínfima producción obtenida en el mismo. 

El costo de las antraciclinas basado únicamente en el costo del medio de cultivo, es sólo una 
fracción de su costo real; deben considerarse otros criterios para definir el costo que tendrían en 
el mercado, lo cual escapa del ámbito de este trabajo. 

Tabla 3.3.1.2. Costo de las antraciclinas en bruto en los medios de 
fermentación ernluados durante esta im·estigación. 

inicial 

mM1 

0.98 

0.48 

Producción 
volum6trica 

(mgn) 

20.3 

780 

Costo de 

antraciclinas 

!N$/lcgJ 

48276.00 

615.00 

3.3.2. Trascendencia del pH sobre la producción de antraciclínas. 

Aunque en esta investigación no se realizó un estudio fomial sobre la variación del pH en el 
medio de fermentación, un ensayo colateral al diseño factorial fraccionado resaltó un aspecto 
importante que ya antes, y acorde con algunos trabajos referidos anteriormente, se había 
manifestado: un pH moderadamente alcalino favorece la producción de antraciclinas. 

Dicho ensayo consistió en medir, únicame1íte, eÍ efecto que tendria sobre la producción el 
CaC03 en diferentes cantidades, mantenie~dcíco.nstantes las concentraciones de la glucosa (37.5 
gil) y de la levadura de cerveza (9.00 gil); definidas empíricamente. 

Las lecturas de producción fueron tomadas a·· la~· 96 horas de fermentación, y se evaluaron 
concentraciones de 1, 2, 3, 4, y 5 gil de' ca:co~Y Los resultados se muestran en las figuras 
3.3.2.1. y 3.3.2.2. . .• :... ·, • ~ .. 

Puede observarse claramente, que la prod~·cción ·de antraciclinas se incrementó conforme la 
concentración de CaC03 también aumentó. Coní~·consécuéncia de la mayor concentración de 

CaC03, el pH inicial del medio (después de esterilizar) fue mayor cada vez (véase la figura 

3.3.2.2.). El decremento inicial del pH en las primeras horas de fermentación, y su posterior 
aumento hasta valores de pH alcalinos, es caracteristico de los cultivos de Streptomyces 
pe11ceti11s en medios sumergidos (18, 19(. El CaC03 le confiere al medio de fermentación una 

adecuada capacidad amortiguadora. Cualitativamente se observó que la mayor parte del CaC03 

precipita al final del periodo de incubación. Con estos resultados puede deducirse la importancia 
que tiene el CaC03 como agente amortiguador del pH, más que por su utilización por el 

microorganismo para la producción de antraciclinas. Aunque con altas concentraciones de 
CaC03 los títulos de antraciclinas se vieron incrementados, se reservó su elección como uno de 

los mejores medios debido a que el exceso de la sal interfirió con los procesos de extracción, 
cuantificación, y purificación de las muestras, lo cual incrementaría su valor con base en estos 
procedimientos y no en el medio de cultivo. 
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3,3,3, Cuantificación de doxorrubicin11. 

El medio inicial del que se partió en esta investigación, es básicamente el mismo que ha sido 
reportado por Federico Arcamone y otros investigadores para la producción de doxormbicina 
por Streptomyces pe11ceti11.1· variante caesius 12, 3, SOi. Sin embargo, aunque la producción de 
antraciclinas se incrementó considerablemente, los títulos de doxormbicina no superaron las 
espectativas que se habían formulado en el sentido de que su incremento sería concomitante con 
el del gmeso de los compuestos antracilínicos sintetizados por el microorganismo. 

Se pensó que durante el proceso de extracción y purificación ocurrieran mermas del 
compuesto, por lo que se ensayaron modificaciones en el método de extracción, y se evaluaron 
diferentes sistemas de elución para cromatografías; pero los procedimientos que redituaron los 
mejores resultados fueron los que ya han sido propuestos anteriom1ente, y que se detallan en la 
Pane JI de esta tesis (extracción con la mezcla CH.1COCH.1:CH.10H, 4: 1 v/v; y cromatografía 

con el sistema CH2Cl2 : CH30H : H20, 100:20:2). Al cuantificar las muestras sobre las placas 

cromatográfícas con el digitalizador TLC Scanner JI (CAMAG""), se encontró que la 
producción máxima de doxormbicina durante toda la investigación fue apenas de 1.58 µg/ml en 
el medio inicial, y 8.30 µg/ml en el mMJ. Esta última concentración se encuentra dentro de los 
limites productivos reportados formalmente hasta ahora (5-15 µg/ml) fSO). Aunque no se logró 
incrementar la producción de doxormbicina más allá de los datos hasta ahora publicados, es 
importante observar que bajo las condiciones de trabajo establecidas durante esta investigación, 
se obtuvo un progreso en la producción de dicho fármaco en más de cinco veces en relación con 
el medio inicial. 
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CONCLUSIONES 

El objetivo principal de esta tesis fue optimizar un medio de cultivo para la producción de 
antraciclinas por Streptomyces pe11ce/i11s variante caesim en matraces, el cual fue concretado, 
definiendo la influencia de los factores estudiados sobre la producción, mediante un modelo 
matemático generado por un diseño experimental factorial fraccionado. 

Los diferentes experimentos que se realizaron durante esta investigación, demostraron la 
importancia de diversos factores fisicoquímicos, principalmente de los nutrientes del medio de 
cultivo, sobre la producción de antraciclinas, y el diseño experimental definió el comportamiento 
del fenómeno concretándolo en una explicación matemática. 

Con la finalidad de favorecer la transferencia de masa durante la fermentación, se 
implementó el uso de perlas de vidrio dentro de los matraces con deflectores, donde se llevaron 
a cabo los cultivos liquidos. 

Simultáneamente, el proceso de optimización del medio de cultivo, se inició variando la 
concentración de la levadura de cerveza, obteniéndose titulas de antraciclinas claramente 
superiores a los obtenidos en el medio inicial. Durante esta etapa, la producción se incrementó 
desde 20.3 ±5.57 hasta 140 ±14.6 µg/ml de antraciclinas, a las 96 horas de fermentación. 

De esta manera, y coincidiendo con la mayoría de los trabajos publicados al respecto, la 
fuente de nitrógeno constituida por la levadura de cerveza tuvo un efecto negativo sobre el 
crecimiento del microorganismo y sobre la producción de antraciclinas, en el medio inicial. Al 
parecer, altas concentraciones de levadura de cerveza dificultan la transferencia de masa, de ahí 
que fuera necesario reducir la concentración de levadura hasta un 50 %'. . _ '. ~·, 

Desde este momento, se evaluaron uno a uno los factores nufridoríales.'que fonnaron parte 
de la fonnulación del medio inicial, estableciendo las diferencias':· entre 'las condiciones 
ensayadas en función de elementos y conceptos estadísticos. _ 'i:¡ ;• '7\c _,_·-:;·1, __ , -

Así, se encontró que el KiHP04 inhibió la producción _de lós 'antibióticos, por lo que es 
recomendable eliminarlo de la formulación del medio. --- ·''-' .. -->' :•~2'c 

Aunque la glucosa no representó ningún obstáculo para .q'ue'el;miúoorganismo se 
desarrollara y produjera antraciclinas, la reducción en su ·conceritráción',hasta del 50 % 
favoreció la producción, incrementándola casi al doble. Aún se cÍesºéón_oce ermecanismo preciso 
por el cual la glucosa regula la producción de antradcÚrías•e-n Streptdmy~es pe11ce1i11s y sus 
mutantes. - - - -- · - - · - ,-, - ·- · · -

El CaCOJ fue un factor sumamente importante puesto que permitió mantener el pH del 

medio dentro de un rango ligeramente ácido en las primeras etapas de la investigación, y 
alcalizándose posterionnente, contrarrestando así la acidificación inducida por el metabolismo 
de la glucosa. 

Los compuestos MgS04, FeS04, y ZnS04 no mostraron influencias significativas sobre la 

producción de antraciclinas, por lo que su eliminación de la formulación del medio fue factible. 
Aunque esto ya se había observado durante los experimentos previos al diseño, era necesario 
cuantificar sus efectos y sus posibles interacciones en una combinación ortogonal. 

El diseño factorial fraccionado es uno de los más empleados para la evaluación y 
optimización de procesos en general, resultando ser, muchas veces, el camino más corto y 
seguro hacia la comprensión y optimación de éstos. Por este motivo, se decidió utilizarlo para 
valorar con confiabilidad estadística los efectos que los componentes del medio de cultivo tienen 
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sobre la producción de antraciclinas, bajo un esquema ortogonal, centrando. su análisis en 
métodos estadísticos de carácter predictivo. • · .. 

Los resultados de este análisis llevaron a la conclusión de que la glucosa y el CaC03 ejercen 

un efecto positivo sobre la producción de antraciclinas, mientras que el efecto de la levadura de• 
cerveza es negativo. 

La aditividad de los efectos nutricionales sobre la producción obedeció a un comportamiento 
lineal, por lo que la evaluación uno a uno de los factores durante los experimentos previos a la 
aplicación del diseño adquirió su justificación estratégica y metodológica. 

La visualización del espacio experimental a través de un diagrama cuboidal con sus 
superficies de respuesta, pennitió conferirle su esencia física y predictiva, dentro del dominio 
experimental, a los coeficientes de regresión calculados durante el análisis del diseño. 

En la última etapa de la investigación, se realizó un análisis de costos del medio mejorado 
(mMJ) contra el medio inicial, lo cual dio como resultado una reducción del costo del medio de 
cultivo en un 50 %, mientras que la producción de antraciclinas se elevó hasta más de 38 veces 
sobre la producción generada en el medio inicial. De 20.3 ±5.57 µg/ml de antraciclinas 
obtenidas en el medio inicial, se llegaron a producir hasta 780 ±27 µg/ml en el mMJ. 

Quedó establecido que el procedimiento de optimización empleado en esta investigación fue 
adecuado para elevar la producción de antraciclinas, lo cual demuestra que es probable 
desarrollar un proceso específico de optimización para la producción de doxorrubicina, siempre 
que sea plenamente identificada la fase crítica de su síntesis; que bien pudiera encontrarse en los 
procesos analíticos de extracción y purificación, y no precisamente en la fermentación. No 
obstante, es aconsejable que en estudios y proyectos sobre antraciclinas, posteriores al presente, 
se enfatice en la evaluación de la transferencia de masa, especialmente de oxígeno, y en el pH 
del medio. Estos trabajos podrían llevarse a cabo variando velocidades de agitación, 
modificando las relaciones del volumen de trabajo y volumen nominal, incluyendo en el medio 
sistemas amortiguadores de pH estables e inertes y, sobre todo, el uso de fermentadores en lugar 
de matraces. 

Por lo que respecta a proyectos de optimización, es casi imprescindible la aplicación de 
disefios experimentales desde el inicio de cualquier investigación. Su correcta y oportuna 
aplicación, reduce substancialmente tiempos y movimientos, además de generar resultados 
sumamente confiables y pronosticables. 
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