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Optimizacion de un medio de cultivo para la produccion de
antraciclinas por Streptomyces peucelius variante caesius

RESUMEN

Las antraciclinas son un grupo de compucstos que se caraclerizan, principalimente, por presentar una
importante actividad antitumoral. Actualmente, la doxorrubicina, la daunorrubicina; la Caminomiéina')"
Ia aclacinomicina, son las antraciclinas dc mayor uso terapéutico cn el tratamicnto contra ¢! céncer. La
produccién de estos compucstos ha sido reportada entre 5 y 15 pg/l,” por: 1o” qué “result6 : atractivo
incrementar su producciéon mediante un proceso de optimizacién del medio de cultivo en el cual sc
producen. =

Para cllo, durante Ia presente investigacion, sc utilizd una mutante de Streptomyees peucetius
denominada como variante caesius.
Durantc Ia optimizacion se cstablecieron las condiciones fisicoquimicas para incrementar la
produccion de antraciclinas en un medio de cultivo cuyos componcntes tiencn grado industrial.

Una vez que se establecicron las condiciones, se aplicé un disefio experimental factorial fraccionado
para cstudiar los efcctos de los nutrientes del medio sobre la produccion. A partir del diseiio, se
obtuvicron cocficientes de correlacion y de regresion con los cuales sc determiné la influencia estadistica
de cada uno de los factores (nutricntes) sobre la respucsta (produccion). Posteriormente, se definié el
modelo matemitico que mejor explicé el proceso de produccién, y esto dio origen a superficics de
respucsta que expresan graficamente ¢l comportamicnto del sistema.

A lo largo de la optimizacion, la produccion llegé a incrementarse hasta mds de 38 veces sobre la
obtenida cn ¢l medio de cultivo original, reduciendo cn 50% ¢l costo del medio. La glucosa, la levadura
de cerveza, y ¢l CaCO3 fucron los factorcs mds influyentes sobre la produccion de antraciclinas.

Del proceso fermentativo sc derivé un modelo matemiitico lincal, por lo que el efecto de cada
nutricnte sobre Ia produccion fue independiente de los demds.

Gilberto Casillas Pétriz



INTRODUCCION

Konrad Seitz*, director del Departamento de Planificacion Estratégica del Ministerio del
Exterior de Alemania, sostiene que para pertenecer al grupo de las naciones denominadas "del
primer mundo" existe una sola condicion: dominar, por lo menos, una de las tecnologias que
constituyen la clave del futuro mercado mundial. Tales tecnologias son: la informatica, la
tecnologia espacial, las nuevas energias, los nuevos materiales, y la biotecnologia. Segiin Noam
Chomsky, es esta ultima la mas importante y, por adicion, la que se encuentra al alcance
inmediato de muchos de los paises catalogados como "tercermundistas".

México es un pais en vias de desarrollo y privilegiado por la vastedad de sus recursos
naturales; no obstante, subraya Rodolfo Quintero**, en tan solo dos décadas "paso de ser el pais
con la industria biotecnoldgica mas desarrollada de América Latina, a colocarse como importador
de productos de la biatecnologia moderna elaborados en otros paises de la region”. Una de las
causas de tal retroceso, de acuerdo con el Dr. Quintero, ha sido la desigualdad en la evolucién
biotecnoldgica nacional. Mientras que académicamente se ha mantenido un liderazgo en
Latinoamérica con programas de investigacion de reconocida calidad nacional e intemacional,
industrialmente existe un rezago gradual propiciado, en parte, por una vision erratica hacia los
beneficios de la biotecnologia tanto de los organismos financieros nacionales como del circulo
politico gubernamental.

Ante este panorama, se ha originado una brecha cada vez mas dificil de franquear en el
vinculo entre las instituciones universitarias y la industria. El estudio de la biotecnologia dentro
del campus carece de sentido si se encuentra relegado de su ejercicio en las plantas industriales,
especialmente cuando la investigacion académica se ha encumbrado en un elitismo cientifico
cuyos intereses distan bastante de las perspectivas empresariales y de las necesidades reales de la
sociedad. No debemos olvidar que la biotecnologia 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 basicas de las comunidades, valiéndose para ello del material
bioldgico proveniente de diversas especies animales, vegetales y microbianas.

En México es imperante, actualmente, elevar el desarrollo biotecnologico global, impulsado
por las universidades e instituciones educativas de nivel superior, y acelerado por proyectos de
investigacion destinados a satisfacer, cuanto antes, las demandas prioritarias de nuestra sociedad.
Solamente asi se puede atraer la atencion de los diversos circulos empresariales, y lograr la
inclusion de los programas de desarrollo biotecnoldgico dentro de la planeacion politica
gubemamental. Et financiamiento de investigaciones estancadas en la generacion de conocimiento
estéril que inicamente 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 nacion en vias de desarrolio.

* Referido por el Dr. Heinz Dicterich Steffan durante la presentacion del Primer Simposio de Bioteanologia Cubana en México, que se
Hlevo a cabo del 6 al 9 de septiembre de 1994 en o Céimara Nacional de la Industria de la Transformacion, y en la Universidad
Auténoma Metropolitana Plantel Nochimileo, en el Distrito Federal, México, -

** Entrevista realizada al Dr. Rodolfo Quintero Ramirez por Jnse de Jesis Guadarrama H., y publicada en el periddico &I Financiero cl
24 de agosto de 1994, .



El trabajo realizado durante esta investigacion, es un reflejo del esfuerzo constante que se esta
Hlevando a cabo en México en los postgrados en biotecnologia para reivindicar nuestro nivel
académico de excelencia, formando profesionales comprometidos con la investigacion cientifica
nacional, tanto académica como industrial, frente a las naciones que marcan el rumbo a seguir
dentro de esta disciplina.

E!l término optimizacion es bien conocido dentro de los ambitos cientifico y tecnoldgico; sin
embargo, los procedimientos estadisticos para conseguir exitosamente los fines que se persiguen
en cualquier proceso de optimizacion son poco comprendidos, desdefidndose, con frecuencia, su
potencial real como elementos metodologicos.

Hablar de optimizacién en las diferentes escalas productivas, implica tener en consideracion
varios aspectos: primero, adoptar un modelo de produccion ya probado para asumir la viabilidad
de su mejoramiento; segundo, elegir el procedimiento mas adecuado o, en su defecto, el mejor
conocido por el investigador para cumplir dicha tarea; y por ultimo, contar no sélo con el
conocimiento tedrico-practico acerca del objeto de transformacion, sino también con una
consciencia critica del sujeto que investiga que le confiera flexibilidad a la aparente inmutabilidad
de los niimeros expresados en promedios, sumatorias, coeficientes, unidades de variacion, modelos
matematicos y, en general, a toda la gama de algoritmos que necesariamente se derivan durante el
desarrolio de un proceso de optimacion con elementos estadisticos.

Siguiendo en esta linea de pensamiento, la parcela de la realidad que se opto por estudiar fue
Ia produccién de antraciclinas por Streptomyces peucetius 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 |1, 43}.

E! 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 cancer. La
doxorrubicina es la antraciclina que ha recibido mayor atencion por parte de los investigadores,
debido a su comprobada eficacia clinica y su relativa seguridad, ya que la restriccion principal
para el uso de los compuestos antraciclinicos 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 faciles de obtener, por lo que su valor, no solo en términos de costos sino
también como objeto de investigacion, se ha visto incrementado. Desde el descubrimiento de la
daunorrubicina en 1963, y el de Ja doxorrubicina seis afios después, la produccion mundial de
ambos compuestos se encuentra monopolizada por las empresas Farmitalia Carlo Erba (Italia,
Alemania y Reino Unido) y Rhéne-Poulenc (Francia), por lo que resulta muy dificil definir los
puntos criticos del proceso para su produccion, 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 accion farmacologica, mutagénesis de los organismos
productores, condiciones de cultivo, biosintesis y bioconversion, pero no existen antecedentes
sobre la optimizacion de la produccion de dichos compuestos. Es asi que esta investigacién se
conjuntd con dos fases globales de desarrollo. La primera, consistio en la delimitacion tedrica y
metodologica para el estudio de la produccién de antraciclinas y de las posibles interrelaciones
entre factores y respuestas. La fase siguiente abarcd todos los experimentos, tanto simples como
combinados, que fueron necesarios para establecer las mejores condiciones nutricionales con las
cuales se incrementaria y evaluaria la produccion de antraciclinas. Durante la etapa experimental,
se aplicaron definiciones, conceptos, y métodos estadisticos que guiaron los criterios de decisién
hacia los objetivos planteados. Con ello se pretende aclarar la intencién de esta investigacion, y
que puede traducirse sencillamente como el uso de herramientas estadisticas basicas y avanzadas,
en un estudio de optimizacidn dentro de un proceso biotecnologico.



Uno de los puntos mas interesantes del proceso fermentativo estudiado en el presente trabajo,
fue la dilucidacion de un modelo matematico predictor para la produccion de antraciclinas por
Streptomyces peucetius variante caesius basada en la significancia estadistica de los factores
nutricionales evaluados durante todo el estudio.

Por todo lo expuesto anteriormente, la optimizacion de un medio de cultivo para la produccion
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 investigacion
cumplen con el propdsito de asentar algunos de los factores de cultivo que son determinantes en la
produccion de los compuestos antraciclinicos.

Dado que el desarrollo de este trabajo se ubicé en un laboratorio universitario de
“microbiologia industrial”, resulta obvio que el sentido dado a esta investigacion tenga un
enfoque académico cuya evaluacion, in extenso, le permita adquirir una connotacion tecnologica,
mas que a la produccion de antraciclinas, a la correcta aplicacion del criterio empirico sustentado
en elementos estadisticos a lo largo de un proceso productivo biotecnolégico.

Xil
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1. GENERALIDADES

1.1. Antecedentes.

Las antraciclinas constituyen un grupo de antibidticos que, debido a que algunos de ellos
exhiben una extraordinaria actividad antitumoral, han sido el foco de atencion de muchos
investigadores con la finalidad de aportar elementos de sintesis, regulacion, produccion, y
aplicacion de estos compuestos en el tratamiento quimioterapéutico del cancer. Estos
antibidticos se encuentran entre los primeros conocidos, desde 1939 [34].

La primer antraciclina descrita detalladamente, en 1950, fue la B-rhodomicina I producida
por Streptoniyces purpurescens, que presentaba una fuerte actividad antibacteriana, pero su uso
clinico fue limitado debido a su alta toxicidad. Posteriormente, en 1959, se obtuvieron las
cinerubinas A y B pero su alta toxicidad restringid definitivamente su aplicacion clinica como
antibacterianos, antimicdticos y anticancerigenos {32, 50).

La primera antraciclina con efectividad clinica fue aislada, entre 1962 y 1963, por tres
grupos de investigacién independientes. En Francia, investigadores de Rhéne-Poulenc la
obtuvieron con cepas de Strepfomyces coeruleorubidus, y 1a lamaron rubidomicina. En Italia,
fueron los investigadores de Farmitalia quienes con cepas de Streptomyces peucetins obtuvieron
el antibidtico al que llamaron daunomicina. Y en la ya desintegrada Union Soviética se aisld el
compuesto que fue denominado rubomicina, empleando, igualmente, cepas de Strepromyces
pencetins. De los tres nombres se derivo el nombre genérico actual del antibidtico que es
daunorrubicina {5, 32, 39, 50}.

Aunque es altamente toxico (toxicidad comin en las antraciclinas), la daunorrubicina
mostrd una actividad muy interesante en contra de varios tipos de cancer experimentales en
animales y, posteriormente, en canceres humanos. Asi, se observo que tiene un potencial de
accién muy grande en contra de leucemias infantiles y de tumores solidos, siendo el primer
farmaco que dié una considerable remision inducida en el tratamiento de estos padecimientos
hasta el grado de lograr una recuperacion completa en algunas leucemias agudas que, hasta el
descubrimiento de esta antraciclina, siempre fueron letales {5, 25, 39, 50).

La doxorrubicina, también lamada adriamicina, fue descubierta varios afios mas 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

2



relacionada a la daunorrubicina; sin embargo, se observd que ademas de tener un indice
terapéutico superior al de la daunorrubicina, poseia actividad para un mas amplio espectro de
tumores y, ademas, una toxicidad disminuida. Actualmente, es el agente antineoplastico de
origen microbiano mas utilizado clinicamente [3, §, 12,17, 25, 30, 32, 41, 50].

Tabla 1.1.1. Microorganismos productores de antraciclinas.

Acido aklanénico
Acido figaroico

Aclacinomicina

Aklavina
Aranciamicina
Baumicina

Beromicina
Carminomicina

Ciclacidina
Ciclamicina
Cinerubina -
Cirolemicina
Citotetrina
Daunorrubicina

Daunosaminil-Dauncrrubicina
13-Desoxicarminomicina
11-Desoxidaunorrubicina :

11 Descxudoxorrublcma :

soxtdaunorrublcma
~Desmetlldaunorrublcma
11-Desoxi- 4-0- Desmatlldoxorrublcma

11-Desoxi-4-0- Desmetll 13- Dlhldrodaunorrubscma

11-Desoxi-13-Dihidrodaunorrubicina
13-Dihidrodauncrrubicina
Doxorrubicina..

Eloramicina

Ericamicina

. Srraptomyces

» Straplam ce

*Micromonospora sp

Cepas productoras :

B

Straptomyces sp.
Streptosporangium sp.
Streptomyces galilasus
Streptormycas peucetius
Streptomyces sp.
Streptomyces echinatus
Streptomycas coeruleorubidus
Streptomyces sp.
Streptomyces griseoruber variante beromycini
Actinomadura carminate
Streptomyces peucetius
Streptomyces caaru/eorubldus
aamus -

Streptomyces capaamus .
Straptamyces c/nereoruber varlante f/uc!ofermsntans

5: ,vaname ctrole/csus

Slraptamyces pe

o Slrspromyces peucet/us vanante caes:us

L/b/dus

Strap ] varlante 7
Straptomyces blfurcus

Micromonospora sp.

Streptomyces peucet
Sfreptomyces pét)ceriu
Streptomyces poucetius
Micromonospora'sp.f ‘_ B FEE
Streptomyces peucetius variante carneus
Streptomyces p jus variante ]

ariante gureus

Streptomyces glaucescens
Straptomyces olivaceus
Streptomyces sp.




Tabla 1.1.1. Microorganismos productores de antraciclinas (continuacion).

Galirrubina
Isorhodomicina

Lateriomicina
Leucemomicina
Maggiemicina
Marcelomicina
Marimicina
Micetina

Miniatomicina
Mitocromina
Musettamicina
Nocardorrubina
Nogalamicina
Pilaromicina
Pirromicina

Quineciclina
Requinomicina
Retamicina
Reticulomicina
Rhodomicetina
Rhodorrubina
Rhodomicina
Riemicina
Rubomicina
Rutilantina
Steffimicina
Tauromicetina
Tetracenomicina C

Tripanomicina
Vacunocidina
Violacina

Violamicina
Violarina

Streptomyces gealilaeus

P purp
Streptomyces griseorubsr
Streptomyces griseus
Streptomyces sp.
Actinosporangium sp.
Slraplomycss marlensvs

Streptomyces /anlh/nus
Strepwmyces violans.

Slreptamyces sp

2k

P Y ¢

; Actinbspo_rangiqm 8p.
" Nocardia narashinoensis
Streptomyces nogalator

Streptomyces flavovirens
Streptomyces galilasus
Streptomyces sp.

reptomyces filar
Streptomyces olindensis
Streptdmyées rubr)'retlm)li
Streptomyces griéaus S
Stleptamyces ga/llaaus o
Streptomyces purpurescen
Streptomyces ryensis

St
irep Y

Streptomyces caarulaolub/dus
Streptomyces sp. i
Streptomyces stefllsbargensls )

Streptomyces taur/cus nov. ..

Streptomyces glaucechns .
Streptomyces olivaceus . . .

St Jie hromog
Actinomyces sp. s

Actinomyces sp.--." -
Macrospora violaceus
Streptomyces violaceus

Straptomyces violaceus
Streptomyces coelicolor

En 1974, fue descubierta la carminomicina, estrechamente relacionada en su estructura con
la daunorrubicina y la doxorrubicina. Su descubrimiento ocurrio en Rusia y el microorganismo
del que se aislo fue Actinomadura carminata {32, 50}.

En Japon, en 1979, se obtuvo la aclacinomicina A con cepas de Streptomyces galilaeus,
aunque también es producida por Streptomyces peucetius |29, 32]. )

Estas ultimas cuatro antraciclinas son, actualmente, las que han sido aprobadas para su uso
clinico en el tratamiento de milltiples tipos de cancer. No obstante, desde 1988 se han
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identificado mas de 400 antraciclinas diferentes, de las cuales aproximadamente la mitad son
producidas de manera natural, principalmente, por varias especies de actinomicetos |22, 28, 32].
Todas estas antraciclinas poseen una elevada actividad antitumoral pero su citotoxicidad es
lo que impide que tengan una aplicacion clinica confiable. Es por eso que la mayoria de los
esfilerzos realizados en las investigaciones acerca de estos compuestos, estan enfocados en la
obtencion de farmacos mas eficientes que los ya aprobados y con un grado de toxicidad alin
menor. Ademas de las especies silvestres de actinomicetos, se han utilizado especies mutantes,
ya sea para la obtencion de nuevas antraciclinas o para incrementar la produccion de las ya
conocidas. En la tabla 1.1.1. se enlistan algunos de los principales productos antraciclinicos 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 proporcion entre los compuestos
antraciclinicos conocidos hasta ahora. El éxito de la daunorrubicina y, posteriormente, de la
doxorrubicina, particularmente en el tratamiento clinico de tumores solidos, despertd el interés
en el aislamiento de antibidticos relacionados con ellas, asi como en la sintesis de analogos
estructurales y derivados [4].

Desde 1974, la doxorrubicina ha sido Ia antraciclina mas estudiada en diversas areas de
investigacion. Ha sido evaluada en sus efectos terapéuticos, tanto independientemente como en
su interaccion con otros farmacos, sin perder de vista los efectos toxicos que son inherentes a
sus mecanismos de accion. También se ha utilizado como punto de partida para la sintesis de
analogos estructurales que tengan una actividad antitumoral mejor y con menos efectos toxicos.
En este aspecto han sido determinantes algunos estudios quimicos y de bioconversion. Sin
embargo, actualmente la doxorrubicina junto con la daunorrubicina siguen siendo los
antineoplasticos de mayor demanda y su produccion se encuentra controlada principalmente por
las empresas Farmitalia Carlo Erba (ltalia, Reino Unido y Alemania) y Rhéne-Poulenc
(Francia), respectivamente {2, 12, 32, 47, 50].

1.2. Propiedades fisicoquimicas de las antraciclinas.

El término antraciclinas es el nombre genérico propuesto por Hans Brockmann para un
grupo de cromoglucésidos derivados de la aglicona 7,8,9,10-tetrahidro-5,12-naftaceno quinona,
Tanto las antraciclinonas como sus glucosidos son pigmentos cuya coloracidon varia desde el
amarillo hasta el purpura, predominando el anaranjado y el rojo. Esta caracteristica se debe a la
presencia de un cromoforo de polihidroxiantraquinona presente en el esqueleto del 7,8,9,10-
tetrahidro-5,12-naftaceno {2, 22, 25, 29, 32, 34]. En la figura 1.2.1. se esquematiza el esqueleto
basico de carbono de las antraciclinonas. La numeracion y la designacién 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 aliciclico, aunque algunos autores prefieren comenzar en el anillo del
extremo izquierdo de la formula estructural {2, §, 22, 34). Todas las antraciclinonas presentan
la misma configuracion en {a que el grupo quimico substituyente en el carbono 7 se encuentra en
una posicion frans en relacion con el substituyente del carbono 10. Puesto que las
antraciclinonas no deshidratadas poseen dos o tres centros quirales en el anillo A
(especificamente los carbonos 7, 9 y 10) pueden existir, tedricamente, cuatro u ocho
estereoisomeros.



Figura 1.2.1. Esqueleto de carbono dc 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
mayoria de las antraciclinas una molécula de azicar (mono, di, o trisacarido) se une en el
carbono 7, aunque en otros casos la unién ocurre en el carbono 10, y con menos frecuencia en
ambas posiciones simultaneamente. Cuando la molécula de aziicar no se encuentra unida en el
carbono 10, el substituyente de esta posicion es, generalmente, un grupo carbometoxilo o
hidroxilo. El carbono 8 casi no sufre substitucion, excepto en el caso de la steffimicina en donde
se encuentra un grupo metoxilo. La cadena lateral carbonada en la posicion 9 puede variar en su
longitud a partir de grupos metilo o isobutilo, dependiendo de la unidad iniciadora acoplada para
la formacion del decacétido precursor comiin durante la biosintesis de las antraciclinas (véase la
seccion 1.8.). Estos substituyentes pueden ser -CH,, -CH,CH,;, -COCH,, -COCH,0OH,
-CHOHCH;, -CHOHCH,0H, y -CH,COCH,. EI grupo hidroxilo del carbono 9 es
caracteristico en casi todos los compuestos antraciclinicos |2, 22, 25, 28, 34].

Entre los azicares que forman parte de la estructura de las antraciclinas, la daunosamina es
la mas comiin 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 glucésido doxorrubicina, en donde el aminoazicar 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 #-C H,;OH-n-C;H,,, CHCl;-CH,0H, y CH,COCH;-H,S0,. En
el mismo extracto, pueden ser cuantificados espectrofotométricamente por absorbancia a 495
nm, calculando la concentracion con una absorbtividad de 220 (1 %, lcm). La mayoria de las
antraciclinas poseen una capacidad de absorcién similar, ya que es la estructura tetraciclica con
sus regiones resonantes la que les confiere dicha caracteristica. Es por ello que los extractos, en
donde pueden encontrarse varios compuestos antraciclinicos, producen basicamente la misma
respuesta frente al haz de luz del espectrofotometro. Estos pigmentos tienen, ademas, Ia
particularidad de comportarse como indicadores acido-base; tienden a virar su coloracion hacia
amarillo o anaranjado con valores de pH &cidos; hacia anaranjado o rojo cuando el pH es
neutro; y a purpura o azul-violeta si el pH es alcalino (con descomposicion del glucésido). [3,
19, 24].

En general, los microorganismos productores de antraciclinas no producen un solo derivado,
sino una mezcla de compuestos antraciclinicos cuyo nimero varia de un organismo a otro. Asi,
de Streptomyces peucetius, productor de la daunorrubicina, pueden extraerse hasta 20
antraciclinas estrechamente relacionadas entre si [50].
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Figura 1.2.2. Doxorrubicina.

1.3. Caracteristicas de cultivo para la preduccion de antraciclinas.

Hablar de las caracteristicas y condiciones de cultivo para la produccion de antraciclinas,
obliga a hacer referencia a aquellas especificadas para la produccion de daunorrubicina y
doxorrubicina, ya que son las antraciclinas mas utilizadas de las cuatro que han sido aprobadas
para su aplicacion clinica y, por lo tanto, las que mas han sido estudiadas sobre su produccién
por la via fermentativa. Por cierto, es necesario hacer notar que tales condiciones son
basicamente las mismas en todos los estudios realizados desde los afios 60’s, época en que las
antraciclinas cobraron una inusitada importancia clinica.

Normalmente, los microorganismos productores de daunorrubicina y sus derivados, forman
colonias rojas en agar debido a la acumulacion de los pigmentos antraciclinicos. La misma
pigmentacion ocurre en medios de cultivo liquidos, en donde estos antibioticos se encuentran
presentes, principalmente, en la masa micelial del microorganismo productor.
Extracelularmente, la presencia de antraciclinas es infima {2, 3, 19, 50].

Streptomyces peucetius es uno de los microorganismos mas importantes =n la sintesis y
produccién de antraciclinas. Este actinomiceto fue aislado en 1957 de una muestra del suelo de
Peucetia, una de las dos regiones en que se dividia Apulia, comarca de la antigua Italia,
actualmente llamada Pulla. Esta cepa fue seleccionada durante un programa de tamizado
(screening) antibacteriano y antimicético (aunque el procedimiento que se utilizé atn no esta
claro), en los laboratorios Farmitalia Carlo Erba, en Milan, Italia. Durante su crecimiento
mostro tener actividad contra bacterias grampositivas y contra hongos. Streptomyces peucetius
suele presentar una variabilidad natural reflejada en la heterogeneidad de fenotipos como puede
observarse en la tabla 1.3.1. {29, 50].

De los diferentes grupos de cepas obtenidos con Streptomyces peucetius, es el grupo I el que
ha sido mas explotado desde 1963, afio en que fue descubierta la daunorrubicina. Sin embargo,
esta antraciclina se obtiene después de una hidrélisis acida de los glucdsidos conocidos como
baumicinas A1 y A2, presentes al final de la fermentacion. A las cepas silvestres las caracteriza
su baja produccion de antraciclinas, de ahi que al observarse la importante actividad antitumoral
de estos compuestos, se intensificaron los esfuerzos para incrementar el rendimiento de la



Tabla 1.3.1. Variabilidad natural de Streptomyces peuncetius en agar.

1 anaranjedo rojo intenso blanguecino (i } verd lad
) amarillo de amarillo a rojo ausente ausentes
L} anaranjado amarillo ausente ausentes
v purpura ptirpura blanquecino ausentes
\ ausente rosa ausente ausentes
A anaranjado purpura intenso blanquecino ausentes
vii de anaranjado a violeta plrpura intenso blanquecino ausentes

mezcla de antibidticos antraciclinicos (especificamente de la daunorrubicina) y, por otra parte,
se realizaron analisis cualitativos para detectar, entre todas las antraciclinas producidas por
Streptomyces peucetius, analogos con propiedades terapéuticas superiores. Una de las
estrategias que se proyectaron para incrementar la produccion de la daunorrubicina, fue la
seleccién de mutantes obtenidas a partir de las cepas del grupo I de Streptomyces peucetius. Se
emplearon varios mutagenos quimicos y fisicos, y las poblaciones sobrevivientes fueron
evaluadas con base en su morfologia colonial y en su pigmentacién. 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 [29, 39,
50]. En la tabla 1.3.2. se presenta, de manera general, la formulacion de los medios de cultivo
usados para Streptomyces peucetius.

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

Ademas, algunas sales minerales como el nitrato de calcio y de sodio, o aminoacidos como
la asparagina, y soluciones vitaminicas, han sido incluidos en los diversos medios de
preservacion, crecimiento y produccion en donde es cultivado Streptomyces peuwcetius. Este
microorganismo, como la mayoria de los actinomicetos, estd sujeto a regulaciones por
catabolitos (como las fuentes de nitrogeno y de fosfato, mediante mecanismos de represion e
inhibicién, respectivamente). De manera algo excepcional, la glucosa en altas concentraciones
no ejerce represion catabolica sobre la sintesis de antraciclinas (como podria esperarse) en
Streptomyces peucetius; sino que puede presentarse una inhibicién ocasionada por los acidos
organicos provenientes del metabolismo de la hexosa, excretados al medio por el actinomiceto.

La temperatura de incubacion puede ser mantenida entre 25 y 30°C, aunque parece
preferible mantenerla entre 27 y 29°C, 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 produccion de antraciclinas.

Cuando el medio de cultivo es liquido, las velocidades de agitacion en matraces pueden ir
desde 120 hasta 250 rpm, y los tiempos de incubacion suelen variar desde 2 hasta 10 dias
dependiendo del proceso de cultivo que se esté llevando a cabo |3, 18, 19, 20, 35, 50].



Tabla 1.3.2. Medios de cultivo fos para Strey ces |
i+ COMCENTRACION (%) =~ -
. Mediods ' Madio de .
conservacién - germinacién

Glucosa 3 6
Sacarosa 2 3.6
Licor de maiz 1 2.4
Levadura de cerveza 1.8 3
NaCl 0.1 0.2
KH2PO4 0.08 0.4 0.1
CaC0O3 0.1 0.4 0.9 0.2
{(NH4)2504 0.2 0.24 .
MgSO47H20 = . 0.005 -0.01
FeS047H20 . .~0.0008 : .0,001
2nSO47HZ0 -~ */0.0005. . 0,001
. CuSO48Hz0 - . " 0.0005 0.001

: Agar . 2 2

Todos los medios se preparan con agua coftiente.

iy

La maxima concentracién de antraciclinas no puede definirse en un tiempo constante, ya que
ello depende de la cepa, de las condiciones de cultivo y del antibidtico antraciclinico que se
quiere obtener. Por ejemplo, se han reportado dos diferentes tiempos para la maxima produccion
de doxorrubicina por Strepromyces peucetius. variante caesius (4 y 6 dias), en donde la
diferencia parece estribar en algunas condiciones de cultivo |3, 50].

El cultivo de Strepromyces peucetius para la produccion de daunorrubicina se ha
desarrollado en fermentadores de hasta 10 000 litros, mientras que para la variante caesius se
ha reportado el uso de fermentadores de 800 litros. Los titulos para la produccién de
daunorrubicina y doxorrubicina que se citan en la literatura de patentes se encuentran entre 60 y
70 pg/ml para daunorrubicina, y entre 5 y 15 pg/ml para doxorrubicina. Se ha llegado a estimar
que la produccion industrial de estos farmacos por parte de Farmitalia Carlo Erba y Rhéne-
Poulenc puede ir desde 500 hasta 1000 ug/ml, sin embargo no existen indices de produccion
publicados por estas empresas que corroboren dichas estimaciones (35, 50}.

En 1969, Federico Arcamone y sus colaboradores |3] establecieron las condiciones
fisicoquimicas propicias para el cultivo de la cepa caesius. Desde entonces, la base de la
formulacion del medio de cultivo para la produccion de doxorrubicina, practicamente, no ha
cambiado. En el grupo de investigacion del Laboratorio de Microbiologia Industrial del
Departamento de Biotecnologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
Nacional Auténoma de México, se han realizado fermentaciones con Strepfomyces 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 g/l, de: glucosa, 60; levadura de cerveza,

25; NaCl, 2; CaCOs3, 2; KoHPO4, 1; MgSOy, 0.1; FeSO4, 0.01; y ZnS04, 0.01.



1.4. Mecanismos de accion farmacologica de las antraciclinas.

Los mecanismos de accion de las antraciclinas sobre las células, explican tanto las
propiedades antitumorales de estos farmacos, como sus efectos toxicos. La daunorrubicina vy,
mas especificamente, la doxorrubicina, son los farmacos antraciclinicos que han servido como
modelo para comprender la actividad biologica de estos compuestos. Dicha actividad esta
relacionada con su capacidad para enlazarse especificamente con el acido desoxirribonucleico
(ADN), intercalandose 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 polinucleétidos que siguen una secuencia altemada de purinas y pirimidinas en cada una
de las hebras. Cuando la interaccion ocurre, se generan desordenes estereoquimicos entre las
hebras del ADN interfiriendo con la funcion del acido nucleico como molde progenitor durante
su replicacion, y durante el evento de la transcripcion. La intercalacion consiste en la formacion
de un complejo entre el esqueleto plano de Ja antraciclinona y los polidesoxirribonucledtidos,
impidiendo la sintesis del ADN y del acido ribonucleico (ARN). El ADN sufre un
desenrollamiento local de la doble hélice a consecuencia de la separacién de las bases apifiadas
por la molécula intercalada. El complejo formado es metacromatico y sensible a incrementos de
la fuerza idnica, asi 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 fragmentacion del polimero. En la figura 1.4.1. se ilustra 13 intercalacion de {a
doxorrubicina en un segmento del ADN |2, 5, 12, 24, 26, 27, 32, 41, 43, 50, 51].

Ho NH,

Doxarrubicina

normal

Complejo doxorrubicina-ADN

Figura 1.4,1. Intercalacion de la doxorrubicina en el ADN,
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Otros estudios han revelado que varias actividades de la membrana son moduladas,
especificamente, por la doxorrubicina; por ejemplo, la organizacion y estructura de los
fosfolipidos, la sintesis de glucoproteinas, la fluidez de la membrana, algunas propiedades de
fusion intercelular, el transporte de iones y moléculas pequefias, y la expresion de los receptores
hormonales. Aunque es evidente que las antraciclinas actian sobre las membranas biologicas, es
importante enfatizar que los efectos citotoxicos de estos antibiéticos, especialmente en las
células cancerosas, no se deben exclusivamente a sus interacciones con las membranas, sino que
estas estructuras parecen representar el blanco de accion mas sensible de la célula, durante la
actividad farmacolégica de las antraciclinas |5, 49].

1.5. Toxicidad de las antraciclinas.

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

Estudios en cultivos celulares y en animales de laboratorio, han mostrado una rapida
penetracion celular y su unién a la cromatina perinuclear. De esta manera, la actividad mitética
es inhibida rapidamente, asi como la sintesis de los acidos nucleicos, dando origen a
mutagénesis y aberraciones cromosomicas. Es comin la deteccion de sindromes
inmunosupresivos, y se atribuyen a estos antibioticos propiedades carcinogénicas. Los efectos
toxicos mas caracteristicos de las antraciclinas son: toxicidad cardiaca progresiva, y
mielosupresion en practicamente todas las especies animales de experimentacion, y en el propio
ser humano. Tanto en la cardiotoxicidad (cronica o aguda) como en la resistencia al efecto de
las antraciclinas, es probable que el mecanismo de accion se manifieste, principalmente, sobre
las membranas celulares [S, 11, 40, 43, 50].

La cardiopatia ocurre en aproximadamente el 2.2 % de los pacientes después de haber
acumulado varias dosis superiores a 650 mg/m?, de daunorrubicina, o 550 mg/m?, de
doxorrubicina. La supresion de la médula osea se presenta en el 70 % de los casos, y otras
reacciones como estomatitis (80 %), nausea y vomito (20-55 %), y alopecia (en practicamente
todos los casos), asi como ocasionalmente anorexia, diarrea, fiebre, urticaria, anafilaxis y
necrosis local en el sitio de la inyeccion, también se hacen presentes {2, 5, 12, 24, 33, 41, 43).

La causa mas importante por la cual la quimioterapia contra el cancer suele fracasar, es el
desarrollo de resistencia de las células malignas hacia los farmacos. En el caso de las
antraciclinas, los mecanismos de resistencia parecen derivarse de diversos factores, como la
penetracion disminuida del antibidtico al interior de la célula, la alteracion de la sensibilidad de
las ADN y ARN polimerasas, y un incremento en la eficiencia del transporte activo del farmaco
hacia el exterior de la célula |5, 41, 49].



1.6. Farmacologia de las antraciclinas.

La farmacologia de las antraciclinas en humanos (esencialmente de la doxorrubicina y de la
daunorrubicina) ha sido dificil de definir, aunque las rutas metabolicas de estos farmacos
parecen ser similares. Su administracion es por via parenteral puesto que el enlace glucosidico
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 via oral |[41]. Las principales
transformaciones metabdlicas de la doxorrubicina son: la reduccion de la cadena lateral en
donde se encuentra el grupo carbonilo, para obtener un alcohol secundario: el adriamicinol (13-
dihidrodoxorrubicina); y la escision reductiva de la daunosamina con la formacion de la 10-
desoxiadriamicinona (10-desoxidoxorrubicinona), véase la figura 1.6.1. De una manera similar,
fa daunorrubicina es reducida hasta daunorrubicinol. Ambos alcoholes son agentes citotéxicos
activos. Estas reducciones son catalizadas por aldo-ceto reductasas, dependientes del fosfato
reducido de nicotinamida-adenin-dinucledtido (NADPH) citoplasmico, que se encuentran
presentes en todos los tejidos en donde se localizan las antraciclinas, y son estas enzimas las
que, probablemente, determinan la farmacocinética global de estos farmacos. Para la reductasa,
la daunorrubicina es un mejor sustrato que la doxorrubicina. Al igual que estos farmacos, sus
formas reducidas, como el adriamicinol y el daunorrubicinol, son a la vez sustratos para las
glucosidasas microsomales que estan presentes en la mayoria de los tejidos [24, 41].
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Figura 1.6.1. Reacciones metabélicas de la doxorrubicina.
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Dichas enzimas descomponen a las antraciclinas en agliconas inactivas mas el aminoazicar
libre; las agliconas son desmetiladas por reacciones de conjugacion, que dan como resultado
substituciones de ésteres de sulfato y glucurénido. Las antraciclinonas asi substituidas son
excretadas principalmente por la bilis. Por esta via, al término de 7 dias, 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 clinica e industrial de las antraciclinas.

Desde 1963, cuando se determin6é que la daunorrubicina era un potente agente
antineoplastico, muchos programas de investigacion 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 biisqueda de
otros compuestos antraciclinicos, mas eficientes y menos toxicos que aquellos que ya se
conocian.

Hasta nuestros dias, la biisqueda continiia. Se han desarrollado nuevas antraciclinas que
poseen un espectro de actividad antitumoral mas amplio que la doxorrubicina y que la
daunorrubicina (algunos de los nuevos farmacos son derivados de ellas), ademas de representar
un menor riesgo por su cardiotoxicidad reducida. Estos logros se han derivado de sintesis
quimicas y métodos bioldgicos como la bioconversion.

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

Aunque las cuatro antraciclinas principales que han sido aprobadas para su uso clinico 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 mas estudiada en cuanto a sus propiedades terapéuticas, y no es por
casualidad: posee el mas amplio espectro entre todas las antraciclinas, y es la mas efectiva y la
menos toxica de todas aquellas que son producidas fermentativamente. En la tabla 1.7.1. se
enlistan las principales patologias en que es administrado este antibidtico, ya sea como Unico
agente medicamentoso o en combinacion con otros principios activos.

La daunorrubicina y la doxorrubicina son moderadamente activas contra bacterias
grampositivas y acidorresistentes, y no causan efecto alguno en las gramnegativas. Solamente
una cepa de Streprococcus fecalis ha sido reportada como un organismo sumamente sensible a
la doxorrubicina |27, 50). Algunos estudios han demostrado que ambas antraciclinas son
inhibidores potentes de la transcriptasa reversa, cuya actividad es esencial para la replicacion de
los retrovirus; de tal forma que pueden ser buenas candidatas para ser aplicadas en la
quimioterapia contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que es el agente etioldgico
del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida) [38].

En términos generales, la doxorrubicina produce el doble de toxicidad y de efecto
terapéutico en relacion con la daunorrubicina, lo que lo hace uno de los antineoplasticos de
mayor demanda en la actualidad [51].



Tabla 1.7

1. Espectro de actividad antitumorat de la doxorrubicina.

Adenocarcinoma de estémago Leucemia granulocltica

Adenocarcinoma de mama Leucemia linfoblastica

Adenocarcinoma de ovario Leucemia mielobléstica

Adenocarcinoma de préstata Leucemia‘promielocltica

Adenocarcinoma de vejiga Linforna de Burkitt.

Céncer esofégico Linfbr_ﬁas de Hodgkin y no Hodgkin

Céncer pulmonar ) . Linfosarcoma. . : :

Carcinoma ascitico de Ehrlich M'icy‘péis’[undigi CLN

Carcinoma broncogénico - Mieloma miitiple

Carcinoma celular escamoso de la cabeza y del cueflo ; "Nédioblééfdéng ond

Carcinoma celular escamoso del cérvix 'Ré‘triculés‘a'r‘cqvhé :

Carcinoma pancreético y biliar ' Sarcoma de Ewing ;

Carcinoma testicular Sarcomas 6seo y de tejidos blandos

Carcinoma tiroideo Tumor carcinoide maligno metastético del intestine
Hepatoma Tumor de Wilms

G e 2 T e

La tnica antraciclina que se comercia en México es la doxorrubicina, con las marcas
registradas Adriblastina® y Doxotec™™ (ambos medicamentos con clorhidrato de doxorrubicina,
10 mg; liofilizado con frasco ampula) por Farmitalia Carlo Erba, S.A. de C.V. y Tecnofarma,
S.A. de C.V., respectivamente |42, 43, 50].

1.8. Biosintesis de las antraciclinas.

La ruta biosintética a partir de un decacétido hipotético derivado de la condensacion de
nueve equivalentes de malonil~-CoA y una molécula iniciadora de propionil-CoA, anilogamente
a como ocurre durante la sintesis de acidos grasos, ha sido la explicacion mas aceptada sobre la
sintesis in vivo de las antraciclinas (2, 15, 16, 22, 25, 28, 32, 34, 35, 36, 50]. El policétido se
forma por la condensacion lineal de la unidad de propionato iniciadora mas las unidades de
acetato secuenciales, con la subsecuente pérdida del grupo carboxilo terminal. La unidad
iniciadora puede variar, dependiendo de fa cadena carbonada lateral unida al carbono 9. Asi,
dicha unidad puede ser un acetato, un propionato, un butirato (o acetoacetato), o un iso-butirato
{25, 50]. Se cree que un sistema de policétido sintetasas (similares a la B~cetoaciloacil sintetasa
presente en la formacion de los dcidos grasos) es ef responsable de catalizar la formacién del
oligocétido que da origen al croméforo de antraquinona, aunque también se ha planteado la

* E} medicamento Adriblastina es vendido en dos presentaciones: de 10 y de 50 mg, cuyos precios son N$80.00 y N$350.00,
respectivamente (precios de menudeo, septiembre de 1994).

** B medicamento Daxofec ha sido introducido at i
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posibilidad de que la formacién de la estructura tetraciclica ocurra espontaneamente como un
evento de estabilizacion [32, 50]. Las principales reacciones que sufre la aglicona de
antraciclina a lo largo de la biosintesis de la mayoria de estos compuestos constan de
hidroxilacion, metilacién, glucosilacion, oxidacion, reduccion, y acilacion [28, 32). Hay
evidencias, por experimentos realizados con inhibidores de la metilacion y mutantes bloqueadas,
de que el grupo metoxilo de la daunorsubicina y de la doxorrubicina se deriva del aminoacido
metionina; mientras que el aminoaziicar daunosamina parece derivarse directamente de la
glucosa [34, 36, 50]. Se ha observado que las diversas mutantes de Streptomyces peucetius son
muy inestables y tienden a no ser confiables en su viabilidad, por lo que los estudios sobre
biosintesis que se han relizado con mutantes bloqueadas de dicho microorganismo no han sido
sistematicos; de ahi que casi todas Jas rutas elucidadas para las sintesis de estos antibidticos son
inferencias tedricas mas 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, 32]. Una vez que se ha formado la cadena policétida, sufre una deshidratacion
sin perder un grupo ceto ubicado en el carbono 2 del esqueleto de Ja futura antraciclinona. En
esta etapa no se descarta la posibilidad de formacién de intermediarios mono y biciclicos §22}.
La reduccién del grupo ceto del carbono 2 seguida por una deshidratacion, da origen a un
hipotético intermediario cuya enolizacion resulta en la formacion del acido aklandnico. Este
ultimo compuesto parece ser el primer intermediario estable después de la formacion de los
anillos aromaticos de la aglicona; una metiltransferasa lo convierte en su metil éster
completandose después, via cicloadicion por una ciclasa, la configuracion del anillo aliciclico.
El compuesto asi formado es la aklavicetona, la cual presenta en su estructura el caracteristico
esqueleto de la tetrahidro-naftacenoquinona [15, 22, 28, 32}. Por la posible accién de una
reductasa, la aklavicetona es hidroxilada en el carbono 7 de la molécula tetraciclica,
obteniéndose asi la aklavinona; que es la primer antraciclinona completa de la ruta biosintética.
Es también el mayor precursor comun de los principales grupos antracilinicos: daunorrubicina
(v. gr. doxorrubicina y sus derivados, y las baumicinas); aclacinomicina (v. gr. aclacinomicinas
A, B, vY, y la aklavina), rhodomicina (v. gr. todas las B-rhodomicinas); carminomicina (v. gr.
carminomicinas y sus derivados); pirromicina (v. gr. cinerubinas); nogalamicina y steffimicina
{2, 15, 16, 22, 25, 28, 32, 34, 50}. La aklavinona puede ser oxidada en el carbono 1 para
formar e-pirromicinona; o en el carbono 11 para formar e-rhodomicinona; o en ambos carbonos
a la vez con lo cual se producen iso-rhodomicinonas. En estos uitimos eventos, pueden estar
involucradas una o mas hidroxilasas [15, 22, 28, 34|. Por otra parte, la aklavinona puede ser
glucosilada directamente para preducir aklavina y aclacinomicina A. Sin embargo, en la ruta
biosintética de la daunorrubicina, la aklavinona es hidroxilada para formar la s-rhodomicinona
siendo este itimo el compuesto predominante (junto con fas baumicinas A1 y A2) durante las
fermentaciones para la produccion de la daunorrubicina y sus derivados {15, 30, 36, 50]. La
coloracion rojiza de la e-thodomicinona, y de otros compuestos antraciclinicos, se debe a la
presencia del grupo hidroxilo en el carbono 11 de Ia molécula tetraciclica, a diferencia de los
primeros intermediarios que son pigmentos amarillos {29, 32}. Se ha observado que la
conversion de aklavinona hacia e-thodomicinona, catalizada por una hidroxilasa, es dependiente
del oxigeno y de la presencia del NADPH {15, 32}. En la figura 1.8.1. se representa la ruta
biosintética via oligocétido, hasta la formacion de la e-rhodomicinona y otros intermediarios {2,
15, 22, 25, 28, 29, 32, 34, 36, 50). Hace todavia algunos afios no se definia el rol de la e-
rhodomicinona durante la biosintesis de antraciclinas. Se creia que podia ser un producto
colateral de la sintesis de la daunorrubicina, pero con algunos trabajos realizados con mutantes
bloqueadas y bioconversiones se determin6 iinalmente que es, sin duda, el principal
intermediario en la biosintesis de la daunorrubicina [14, 29, 30, 32, 35, 36, 50].
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Proploml -CoA + 9| Malonll CoA
Pohcehdo smtetasa J,

,0'»

' p'ecaéétido hipotético

Intermediario hipotético

- Metil éster del écido aklantnico”’

ccccw,

" Hidvoniasa ’

Una vez que seha f‘onnado fa s-rhodomlcmona ‘suffe una glucosxlacnon que
de transformacnones que dan por resultado la fonnacxon de otras antracxchﬁas La secuencia ‘de "
reacciones: enznmatlcas que se llevan a cabo desde la s-thodomicinona hasta fa- daunorrublcma,
es menos conocida que aquelia que se da desde la condensacion del decacetldo hlpotetlco hasta
la sintesis de la e-rhodomicinona, pero resulta obvio que las siguientes reacciones son las que
tienen lugar: glucosilacion (con daunosamina para el caso de la daunorrubicina) del grupo
hidroxilo del carbono 7; substitucion del grupo carbometoxilo ubicado ‘en el carbono .10;
oxidacion de un grupo metileno a un grupo ceto en la posicion del carbono 13; y la metilacién
del grupo hidroxilo del carbono 4. En relacion con esta tltima reaccién, es posible que para
llevarse a cabo tiene que ocurrir después de la descarbometoxilacion en el carbono 10, ya que
tal vez las agliconas que contienen al grupo carbometoxilo no son sustratos para las 4-O-
metiltransferasas que llevan a cabo la metilacion del grupo hidroxilo del carbono 4. De aqui se
infiere el hecho de que la daunorrubicinona no es un intermediario sino un producto del
metabolismo de la daunorrubicina. Finalmente, la doxorrubicina se forma a partir de una
oxidacién adicional del carbono 14 redituando un grupo hldroxllo en esa posicion {14, 28, 32,
36, 50}.

Con esto hltimo puede determinarse que la daunorrubicin_a es el precursor directo durante la
biosintesis de la doxorrubicina por Strepromyces peucetius variante caesius {17, 29, 32].
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Figura 1.8.2. Ruta biosintética desde Ia s-rhodomicinona hasta la doxorrubicina,

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 ultima, las reacciones enzimaticas que llevan a su formacion 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 formacion de la daunorrubicina vy,
consecuentemente, de la doxorrubicina, a partir de la e-thodomicinona |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 glucdsidos con mayor peso molecular llamados baumicinas A1 y
Az, cuya hidrdlisis acida genera la daunorrubicina como tal {25, 29, 36, 39, 50].
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“La idea es una semilla;

el método es la tierra que proporciona las condiciones
en las que aquella pueda desarrollarse,
Slorecer y dar los mejores frutos posibles

- ‘- conforme a su naturaleza.

Pero del mismo modo

= que nada crecerd en el suelo

que no haya sido previamente sembrado en él,
asi tampoco desarrollara

el método experimental cosa alguna,

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

Claude Bernard




2. MATERIAL, EQUIPO Y METODOS

NOTA IMPORTANTE:

Todo aquello que se encuentre en contacto con los pigmentos
antraciclinicos, ya sea material, equipo, lugar de trabajo, etc., debe ser
cuidadosamente aseado (tal y como se indica mas adelante); ademas
de que el laboratorista debe tomar todas las precauciones que sean
pertinentes para su propia seguridad y para la de los demas, como el
uso de guantes de latex, anteojos de seguridad, bata, mascarilla, etc.,
asi como la restriccion de su area de trabajo y de almacenaje,
refrigeracion y congelacion. Todo esto debido a la elevada toxicidad
y considerable potencial cancerigeno de las antraciclinas.

2.1. Condiciones de cultivo.

2,1.1. Cepa.

La cepa utilizada en este trabajo fue Streptomyces peucetius variante caesins ATCC 27952,
Fue mantenida viable como micelio fragmentado (lavado con solucién salina al 0.85.%) en ﬁha
suspension en glicerol (Baker"®) al 20 %, y en una concentracion micelial de 40 % (v/v) a ‘
-20°C. Dicha suspensién (sfock) fue resembrada cada dos meses. .



2.1.2. Agua.’

erial, pii'eparacién de
5ua destllada normal

Se emplearon tres tlpos de agua; tanto para la hmpxeza det n
reactivos y. sfocks' como para fa preparacion de los medios. de cultiv
agua destllada hbre de ‘fosfatos, y agua cornente El uso de cada tipo de’ abu “se mdxca alo
largo de las slgulentes seccxones S : i . :

2.1.3. Esterilizacién.

La esterilizacion tanto del materlal de Iaboratono como de los medlos de cu]tlvo se llevo a:
cabo a una temperatura de 122°C- durante’20 minutos; en: cambio;’ el matenal que “contenia
desechos biolégicos y antraciclinicos fue debldamente neutrahzado (ver mas adelante) y’
esterilizado a 122°C durante 30 minutos. : -

2.1.4. Esporulacién.

Antes de iniciar cada experlmento ta cepa Fue sometlda a condiciones de esporulacnon =

durante 10 dias a 29°C en el siguiente’ medio d
almidén (leco‘"‘) 20 extracto de levadura (leco""‘)

* Medio de cultivo para ,espomlaclm d; n-ollndu y adaptadd
Industriat del Dep: i
México,
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Con la dispersion del micelio, la superficie celular de contacto se incrementa, facilitando asi
el consumo de los nutrientes, y la transferencia de oxigeno que es fundamental en” la blosmtesls
de los compuestos antraciclinicos. Para el crecimiento del preinéenlo se utlhzaron 10"perlas en
cada matraz, y para el caso de la fermentacion (ver mas adelante) se utlhzaron do perlas por
medio. Cada matraz contenia 50 ml de medio de cultivo. y se utlhzaron tapones de gasa y
algodon de consistencia homogénea. : s

2.1.6. Incubacion.

Para llevar a cabo la mcubaclon del mlcroorg,amsmo en los dlferentes medios de cultlvo se.
contd con el agltador-mcubador de medlo ambiente controlado Psycrotherm™* y. el mcubador 3
orbital con sistema de enfnamlento Gallenkamp""L En algunas ocasiones, se utilizé también el
cuarto de temperatura constante a-29°C, del’ Departamento de Biotecnologia  del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la Umversndad Nacional Autonoma de México.

2.1.7. Preinéculo.

En este estudlo se determmo que el preindculo - estaria constxtutdo ppr el mlcello de
-glucosa (LMG),
l crecnmlento de

la esterlhzaclon y las condlcrones ‘fi swas para el crecmuento del nti

oorg,amsmo fueron 180
pmy 29°C durante 48 horas |18] :

2.1.8. lnoculo.

Al concluu' el tiempo de cremmlento del premoculo este ultlmo ﬁle separado del medlo por
centrifugacién en una centnfuga clinica Equipar’™ a- 5000 rpm durante 5 mmutos Despues de
desechar el sobrenadante, la bxomasa fue lavada do
estéril. Posteriorments, con. el ‘micelio: lavado. se  prepar
estéril. Dicha’ suspensién fue dllulda hasta- bbten
con una Jongitud:de-onda de 540 nm:
ultravioleta modelo .Speclromc 21 de Bausch & Lomb**. De esté suspensron se afiadieron 1.25
ml (2.5 % en relaclon con:el. volumen el medl' de cultlvo ) a cada matraz que contenia el
medio de produccnon PR S

* Preparacion de indeulo dcs.nrmll.ld-n y ud.lpl.\da por cl yupu de ln\'x.suymun del L.xbonlorm de Microbiologia Industrial del
Dy de Biotea gia’ del Ingtituto de In idicus de la Universidad Nacional A de Mdsico,
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2.1.9. Fermentacion.

El medio de cultivo utilizado cormo medio de produccion esta basado en el que proponen
Federico Arcamone y sus colaboradores para la produccion de doxorrubicina  por
Streptomyces peucetius variante caesius |2, 3). Para este medio de cultivo se utilizaron
ingredientes con grado de pureza analitica, alimentaria e industrial. Los reactivos con grado
analitico fueron de Baker™® (en el caso de los sulfatos, fosfato, NaCl y glucosa) y de Merck""
(CaCO,); el nutriente con grado alimentario fue la levadura de cerveza desamargada distribuida
como complemento alimenticio por Drogueria Cosmopolita, S.A. de C.V.; y los proveedores de
los nutrientes con grado industrial para la formulacion del medio de fermentacion fueron
Drogueria 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 formulacion del medio
de fermentacion fue la siguiente: en g/l; glucosa, 60; levadura de cerveza, 25; NaCl, 2; CaCO,,
2; K,HPO,, 1, MgSO,, 0.1; FeSO,, 0.005; ZnSO,, 0.006; y agua corriente {3}. La glucosa fue
esterilizada por separado y el pH del medio (ver mas adelante) fue ajustado a 7.00 antes de la
esterilizacion. La fermentacion se llevo a cabo a 180 rpm y 29°C.

2.1.10. Muestreo.

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

2.2, Métodos analiticos generales.

2.2,1. Crecimiento.

El crecimiento de Streptomyces peucetius variante caesius fue analizado mediante la
cuantificacion del volumen micelial en relacién con el volumen total del medio de cultivo, por lo
que fue registrado como fraccion micelial. Este procedimiento es ampliamente usado y consiste
en centrifugar 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 asi obtenido es
registrado como fraccién micelial en una grafica contra el tiempo de cultivo.

* Segiin el andlisis de Pharm Yeast de México, S. A., la levadura de cerveza utilizada para esta investigacion estd autolizada,
desamargada y es de grado U.S.P. Su contenido proteinico no es menor del 45 %, y cada gramo de levadura oonucne 0.30 mg de -
dcido nicotinico, 0.04 mg de riboflavina, y 0,12 mg de tiamina.
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2.2.2. Glucosa.

El consumo de la fuente de carbono fue analizado con base en la cuantificacion de la
glucosa remanente en el medio de fermentacion mediante el método enzimatico colorimétrico
Glucosa God-Pad de Erlic"®, utilizado generalmente para fines de diagndstico clinico. Para
flevar a cabo este método, se preparo una solucion con un amortiguador (hu/ffer), que contiene la
enzima glucosa oxidasa, la 4-amino antipirina, y fenol.

La mezcla se conservo protegida de la luz y a 4°C. Bajo estas condiciones, fue estable
durante un mes. Antes de usarla, se dejo ambientar a 15 o 25°C. La muestra requerida para el
analisis fue de 20 ul y se hizo reaccionar con 2 ml de la mezcla de reaccion. El periodo de
incubacion fue de 25 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz, produciéndose una
coloracién rojiza debida a la presencia de una antipirilquinonimina. Se determiné la absorbancia
a 510 nm (en este caso se hizo con un espectrofotometro digital de espectros visible y
ultravioleta modelo Spectronic 21 de Bausch & Lomb™*) dentro de los 10 minutos posteriores
al periodo de incubacion. La coloracion fue proporcional a la concentracion de la glucosa
remanente en el medio. Dicha concentracion fue determinada en relacion matematica con la
absorbancia del suero patron cuya concentracion de glucosa fue de 100 mg/dl (o 1 g/l),
suministrado en el mismo paquete de reactivos de Erlic"".

2.2.3. Amonio.

Para evaluar el consumo de la fuente de nitrogeno, se optd por el método de la reaccién
fenol-hipoclorito para la determinacion de la concentracién del ion amonio remanente en el
medio de fermentacion, propuesto por M. W. Weatherbumn [52]. Si bien la tnica fuente de
nitrégeno en el medio de produccién la constituye la levadura de cerveza (nutriente rico en
compuestos nitrogenados), la cuantificacion de la concentracion del ion amonio tiene sentido si
se considera que uno de los mecanismos fundamentales que tienen los microorganismos para
incorporar el nitrogeno a sus células es mediante la asimilacion reductiva del ion amonio
proveniente del medio extracelular. Los aminoacidos contenidos en la levadura de cerveza, sin la
presencia de azucares reductores, sufren reacciones entre ellos en condiciones de tratamientos
térmicos excesivos (como aquellas presentes en una autoclave), formando enlaces isopeptidicos
y liberando NH, [10]. De aqui se desprende la presencia del ion amonio en el medio. El método

se basa en la reaccion colorida de Berthelot {52], y su desarrollo se llevd a cabo de la siguiente
manera:

Sistema de reaccion:

Solucién A: Fenol (Baker**) al 1 % + Naz[Fe(CN)sNO] 2H20 (Merck™") al 0.005 %.
Esta solucién es estabie durante un mes a 4°C v

protegida de la luz.
Solucién B: NaOH (Merck**) al 0.5 % + NaClO (Bakex”") al 0 05 %.
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Procedimiento:

A 50 pl de muestra se agregaron 2.5 ml de la solucién A. Después de
agitar se anadieron 2.5 ml de la solucién B, agitando nuevamente. La mezcla
se dejd reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente para,
posteriormente, medir la absorbancia de la solucion azul a 625 nm en un
espectrofotometro digital de espectros visible y ultravioleta modelo
Spectronic 21 de Bausch & Lomb™*. Para conocer la concentracion (mif)
del ion amonio en la muestra, su absorbancia fue interpolada en una curva
estandar de NH,CI (Baker"*).

2.2.4. Fosforo.

El método empleado para evaluar la cinética del consumo de fosforo fue un método
colorimétrico basado en la reduccion del H;PO,-12MoQ;-6H,0 (por el FeSO,-7H,0) originado
por la reaccion entre los fosfatos presentes en el medio y el (NH,);Mo,0,,-4H,0 mas el H,SO,
que componen la mezcla reactiva. Este método, propuesto por James B. Sumner, permitio
cuantificar, (inicamente, la concentracién del fosforo inorganico (Pi) que se encontraba en el
medio de cultivo [45]. La forma en que se procedio para realizar este analisis es la siguiente:

Sistema de reaccién:

Solucién A: (NH,)¢Mo,0,,4H,0 (Merck™*) ai 6 %.
Solucién B: H,S0, (Baker"*) 7.5 N.
Solucién C: FeSO,-7H,0 (Baker") al 9.8 % en H,SO,, (Baker**) 0.15 N.

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

Procedimiento:

Una alicuota de 0.2 ml del medio de cultivo fue diluida (1:18) con agua
destilada libre de fosfatos. A esta solucion se afiadié un volumen de 0.5 ml
de la solucion A, agitando suavemente. Después se agregd un volumen igual
de la solucién B, mezclando con suavidad. Finalmente, se adicionaron 0.4 ml
de la solucién C, la cual se preparo justo antes de usarfa para evitar, lo mas
posible, la oxidacion del Fe** a Fe***. Se dejo reaccionar la mezcla durante
10 minutos a temperatura ambiente adquiriendo una coloracion azul y,
posteriormente, se midio su absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro
digital de espectros visible y ultravioleta modelo Spectronic 21 de Bausch &
Lomb™*. La concentracién de Pi (ug/200 pl, convertidos a pg/ml) en la
muestra fue obtenida por la interpolacion de su absorbancia en una curva
estandar de NaH,PO, (Baker""), aunque también puede emplearse el

KH,PO,. Este método ofrece la ventaja de que la reaccion puede
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desarrollarse a temperatura ambiente y, ademas, el FeSO,-7H,0 es el mejor
agente reductor que se ha aplicado para este analisis cuyo fundamento fue
desarrollado originalmente por R. D. Bell y E. A. Doisy en 1920 [45].

2.2.5. pH.

El pH del medio, tanto para su ajuste como para la medicion de su variacion a lo largo de la
fermentacion, fue cuantificado con un potenciometro 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
formulacion de los diferentes medios.

2.2.6. Neutralizacién de desechos.

Para ser desechadas, las antraciclinas deben ser neutralizadas con una solucion de NaOH
(sosa industrial) en una concentracion minima de 0.05 N. La neutralizacion puede observarse a
simple vista ya que las antraciclinas muestran propiedades de indicadores acido-base, virando la
coloracion (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 pirpura o violeta (pH=9.00 o mas) {24). Después
de haber sido neutralizadas las antraciclinas, se procede a limpiar el area de trabajo, material y
equipo, bajo las normas de seguridad estipuladas por cada laboratorio.

2.3. Métodos de extraccion y cuantificacion de antraciclinas.

2.3.1. Extraccion de antraciclinas intracelulares.

El método de extraccion de antraciclinas a partir de la biomasa que fue utilizado en esta
investigacion, 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 [2, 3, 50]. Este método consistid en una extraccion,
con un sistema disolvente formado por 4 volumenes de CH;COCH; (Merck™®) y 1 volumen de
H,SO, (Baker™*) 0.1 N, de las células separadas previamente del medio nutritivo. Los

pigmentos antraciclinicos fueron extraidos repetidamente hasta que la masa micelial o el
extracto eran incoloros. Posteriormente, se midié la absorbancia del extracto a 495 nm con una
absorbtividad de 220 (1 %, ! cm) en un espectrofotometro digital de espectros visible y
ultravioleta modelo Spectronic 21 de Bausch & Lomb™*. Aplicando la ley fotométrica de
Bouguer y Beer fue posible determinar Ia concentracién de antraciclinas intracelulares en el
medio de produccién. Inmediatamente después, el extracto fue neutralizado con una solucién
amortiguadora (buffer) de KH,PO, (Baker"*)/K,HPO, (Baker"*) 0.25 M con pH=7.00. El
disolvente del extracto fue evaporado tanto por liofilizacion como por vacio, y los cristales
fueron posteriormente resuspendidos en CH;OH (Merck™") para su analisis cromatogréfico en

capa fina (ver mas adelante).
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2.3.2. Extraccion de antraciclinas extracelulares.

Las antraciclinas extracelulares fueron extraidas a partir del sobrenadante que resultd
cuando la biomasa fue separada del medio de fermentacion. El método que se utilizo es también
propuesto por Federico Arcamone y sus colaboradores [2, 3, 50]. Consistid en varias
extracciones sucesivas con una mezcla de 9 volimenes de CHCI; (Merck™®) y 1 volumen de
CH,;O0H (Merck""), manteniendo el pH constante en 8.60 con una solucién amortiguadora
(buffer) de KH,PO, (Baker"“)/K,HPO, (Baker**) 0.1 M. Tal como se hizo anteriormente, se
midio la absorbancia del extracto de la misma forma y bajo los mismos criterios con los cuales
pudo determinarse la concentracién de antraciclinas intracelulares en el medio de fermentacion.
Estos extractos fueron evaporados a temperatura ambiente gracias a la elevada presion de vapor
propia de los disolventes, y los cristales fueron resuspendidos en la misma mezcla con la que se
extrajeron para su analisis cromatografico en capa fina.

2.3.3. Cromatagrafia en capa fina.

Son varias las técnicas cromatograficas que han sido reportadas para la purificacion,
principalmente, de doxorrubicina y daunorrubicina |2, 3, 17, 24, 36, 53, 54]. Se han empleado
técnicas de cromatografia en columna, como es el caso de la cromatografia liquida de alta
presion, asi como cromatografia en papel o en capa fina. Como un complemento para este
trabajo de investigacion, los extractos antraciclinicos fueron sometidos a cromatografia en capa
fina utilizando varias mezclas de disolventes como fases mdviles. Los sistemas de elucion que se
probaron fueron aquellos que se han utilizado para aislar la doxorrubicina, ya que Strepromyces
peucetius variante caesius es el Unico organismo que produce este antibidtico, por lo que la
cuantificacion del mismo adquirio una singular importancia debido a que los reportes acerca de
su produccion y purificacion no son del todo claros. Los analisis cromatograficos se lievaron a
cabo sobre cromatofolios AL de silicagel 60 (0.2 mm de espesor; sin indicador fluorescente)
para cromatografia en capa fina (Merck™™). La elucién se desarrolid en camaras
cromatograficas con doble pozo (CAMAG™"), y la cuantificacion del compuesto ya separado se
hizo con un digitalizador (scanner) para cromatografia en capa fina modelo TLC Scanner I,
junto con el paquete para computadora (soffware) “Cats” version 3.1 para cromatografia en
capa fina de CAMAG"". A continuacidn, se exponen los sistemas de elucién que fueron
probados, con sus respectivas proporciones en v/v:

Sistema A: CH,Cl, : CH,0H : H,0 (100:20:2)

Sistema B: #-C,HyOH : CH;COOH : H,0 (4:1:5)

Sistema C: CH;COOC,H,

Sistema D: CHCI; : CH;OH : CH,COOH : H,0 (80:20:14:6)
Sistema E: CHCI, : CH,0H : CH,COOH (80:20:4)

Sistema F: CHCIS:Cﬂ36ﬂ': CH,COOH (93:5:2)

Sistema G: CHCl, : CH;OH : CH;COOH (76:20:4)
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2.4. Métodos estadistices,
2.4.1. Parametros estadisticos bdsicos*.

En los diferentes experimentos se determinaron los valores de la media

la variancia

la desviacién estandar

y el coeficiente ‘deivanfa(‘:ién :

Cv—( )’100

en do_ﬁde'

nes el namero total de las'muestras.
X €8 el valor de la vanable de la 1-esnma observaclon. -
X es la medxa de la vanable

* Actualmente cxiste un niimero incalculable de textos elementales sobre estadistica (la mayoria de ellos faﬁlrﬁenic comprcns:lilts)'
ibles en el y bibli , en los que el Ieaor puede d con niayor | " didad umreu de los pummctros
cstadlsucos bisicos que nqui se cxponcn [
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2.4.2. An:ilisis dela variancin.‘

Ademas se aplico el anal “de la variancia de clasificacion simple, el cual es un método de
comparacion estadistica entr dos 6 'més - tratamientos en donde los mismos: son-asignados
aleatoriamente en cada’ experlmento para confirmar o refutar Ia hipdtesis de la g z/ iferencia
entre sus medias. En el anahsns fonnal de los resultados, se determina la ecuaclon matematlca de
un modelo estadlstlco lmeal : L

1=1,2,..k

. ,yﬂ;p’-.f‘ti'f' Sib =1‘2'.__

"a}réi todos'los tratamientos

experimentalmente. ‘Tal suposicion” es” que” los~ efecto ] edla poblacional, de los
tratamientos, y del error son aditivos. Ademas, se asum error.es una variable aleatoria
distribuida normal e independientemente con una media igial a' ‘cero’y una variancia constante
en todos los niveles de cada factor. Es asi que en teoria estadistica; los mejores estimadores de
las incognitas p y 7, se obtienen por el método de los minimos cliadrados. Dichos estimadores
reducen al minimo la suma de los cuadrados residuales (también llamada suma de cuadrados del
error dentro de los tratamientos) tomados de todas las observaciones. Una forma sencilla para
encontrar estos valores es mediante el analisis de la variancia 9,13, 37}.
A’continuacién se resume el procedimiento 5eneral del anahsns de la variancia de
clasificacion simple.
Los datos de un experimento con una sola clasificacién pueden presentarse como se muestra
enla sxgulente tabla : .

Observaciones Y11 Va1 Y3t e Ykt
dentro " .
.- de un tratamiento Y22 Va2 © e Yie
Y23~ Yaz . oo e Yka
Vijm Yoz o Yama o e Yink
Totalde. " T, T, T Tk
tratamientos ’ .
Namero de ny n; ns Nk
observaciones
‘dentro de los
tratamientos
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De esta tabla puede calcularse el total general de tratamientos y de observaciones:

G=X T£=,Total general
b=t

correccxon)

la cantidad Sp que es la suma total de cuadrados qorregida béray la méidia:

S
8,=Zv’-8,

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

la suma de cuadrados dentro de los tratamientos (S ):

- E '2
. §Réz¥'>_SA—ST‘
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los cuadrados medios entre tratamientos y dentro:—de los “tratamientos ‘sé obtienen
dividiendo la suma de cuadrados por sus correspondientes grados de libertad:

uadrados - “libertad - 'me

Entre Tratamientos Sr=% Tf/n(- Sa k-1
Denrodelos g =Zy2- Sa-Sy N-k Sr*
tratamientos
Suma corregida So =Ey2_ Sa N-1
total de
cuadrados

La hipotesis de #o diferencia seria refutada si:

Frsiota = Fog invi

en donde: F o kN €S el punto de’ porcentaje de la distribucion £, con un nivel de
conﬁanza a Y la relacxon entre k-1 g 5rados delibertad y N-k grados de libertad. La
'se expresa como diferencia significativa, expresada con un

o0 como diferencia altamente significativa, expresada con dos
% Su confirmacion se expresa como diferencia no significativa

*Es reeomendnble que ‘el lector consulté las referencias bibliogrificas seflaladas a lo largo del texto para abundar - no sélo cn el
conocimiento y npllenclén del andlisis de la _variancia, sino también en ¢l de toda In mc(odologfn estadistica utitizada en este trabajo,

ya que el propdsito del mismo no estribs en la conformacién de un tratado sobre distica, sino cn la lizacién prictica de
esta disciplina dentro de un proceso biotecnolégico. S
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2.4.3. Prueba de homogeneidad de Bartlett.

La determinacion de la variabilidad en las observaciones a través de un analisis de variancia
es una relacion aigebraica, por lo que se requiere comprobar que la suposicion:

y Rty

es valida; de ser asi, entonces el procedimiento para el analisis de la variancia es una prueba
exacta de la hipdtesis de no diferencia entre las medias de los tratamientos. Sin embargo, en la
practica, tal suposicién no siempre se mantiene con exactitud. Consecuentemente, la validez del
modelo debe ser evaluada mediante pruebas denominadas exigencias del andlisis de la
variancia. La mas importante de ellas es la homogencidad, que expresa la igualdad de la
variancia en todos los tratamientos y cuya determinacion es factible por varios procedimientos;
el que aqui se utilizd fue la prueba de Bartlett. Esta prueba involucra elementos estadisticos
cuya distribucion muestral esta estrechamente relacionada con la distribucion de %* con n-1
grados de libertad, cuando las n muestras aleatorias provienen de poblaciones normales
independientes |37].

La prueba estadistica es:

2_ g
X,=23026

en donde:

: G
=(N-ajlog,q sz_a; (-1 )v]vogiusf

i ? es la variancia muestral de la poblacnon i-ésima;

N es el nimero total de muestras.

a es el mimero de tratamientos,

n es el nimero de repeticiones. :

q es proporcional a las diferencias entre las S; %; pero es cero cuando todas las §; 2
son iguales; por lo tanto, fa hipotesis de no homogeneldad no seria refutada
cuando:



2 2
xo > xa,a-1
en donde:

%*w.+1 €s el punto de probabilidad de la distribucion %2 con un mvel de conﬁanza
oy a-1 grados de libertad.

2.4.4. Prueba de comparacion apareada de Tukey.

e requiere el uso

Esta prueba es un procedimiento de comparacion mualtiple de vmedias_ (k)
de: D
qu(a, /)

que es el punto porcentual mas alto del nivel de confianza o de la distribucion  de Student, para
grupos de medias de tamafio a con f grados de libertad del error, para determinar el valor critico
de todas las comparaciones apareadas posibles entre las medias [37]. El. mtervalo t (Student) es
definido como:

- Vmax" len

CM;.
n

en donde:

Ymsx ¥ Ymia Son las medias muestrales a comparar.

‘ 88 el error‘estandar (S ;
CMg es‘ ei cuadfédo medio del efror. :

n es el nimero de muestras,

La longitud del intervalo de confianza para cualquier nivel de confianza dado es mayor
cuando se utiliza el estadistico de rango qu(a, /) que cuando se utiliza el estadistico ¢, puesto que
el estadistico de rango tiene en cuenta la posibilidad de que cualquiera de las 4(k-1)/2 posibles
parejas de diferencias pueda ser seleccionada en el contraste [9].

Asi, la prueba de Tukey declara que dos medias son diferentes significativamente si el valor
absoluto de sus diferencias muestrales excede:

Ta=q.,(a. j) S ¥i
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En todas las comparaciones se utiliza un solo valor-critico, g,eneralmente con un nivel de
confianza del 5 % [37]. :

2.4.5. Diseiio experimental y algoritmo de Yatés. v

El nimero de experimentos elementales que- requlere un dlseno actorial’ completo )
aumenta geométricamente al crecer . Sin embargo;; cuando k es grande la' informacion deseada
se puede obtener realizando sélo una fraccion del disefio fac nalqc ni etoi,[G, 7,8,9, 13, 23,
31, 37]. En esta investigacion, se aplico un disefio’ expenmental factonal fraccionado a dos
niveles, habiendo establecido, a partir de los’ expenmentos de optlmxmclon, as’ condiciones de
cultivo del centro expenmental del disefio: ‘La costrucclon ‘de- latmatri él "disefio se_ hizo

matriz estandar de cualquner disefio factorial.. El conoctmlento la aphcacnon y Ia mterpretacxon :
de dicho calculo son la base de las detenmnacxones “que:son’ tomadas a lo largo de-tna
investigacion cientifica en donde se emp]ean disefios factoriales.
Todo disefio expenmental implica tres’ elementos ﬁmdamentales para 1a mvestxgacnon
biotecnologica: la organizacion. de los experimentos, el anahsns de los datos obtenidos, y la
construccién de modelos. El -analisis~ del disefio” mediante el algoritmo de Yates, permite
establecer la influencia de los efectos de cada.uno de los fac’tores y de sus interacciones sobre
las respuestas (expresados como coeficientes de regreswn) -
La obtencidn de la ecuacion de un modelo matematlco que deﬁne en términos estadisticos el
comportamiento de un proceso biotecnoldgico es; sin. ‘dudayel principal enfoque que se persigue
en esta investigacion. Predecir la obtencion de la respuésta'dentro del dominio experimental, es
una funcién trascendenta! del modelo obtenido.:.
Es asi como en este trabajo se recurri¢’ al alg» Yates para calcular los coeficientes
de regresién normalizados, o codificados, con.1o: cuales se‘ expllco fisicamente la influencia de
los nutrientes sobre la produccion durante.la:optimizacién de! medio de fermentacion., y a
métodos de analisis matricial para calcular los’ v' Iores de los coeficientes de correlacion entre
factores y respuesta.
El comportamiento del sistema”de. fermentacnon fue representado graficamente con
superficies de respuesta {9, 21, 23, 37]. La representacnon grafica de estas superficies de
respuesta se explica dentro de la exposicién y: discusion de los resultados, para su mayor

comprension,
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A continuacién, se llustra la matriz estandar de un dlseno factorlal 23 junto con el desarrollo
del algontmo . .

Tl gl L2410 (4430 4{2+41) 1+2434445+6+7+8
2 4 - - - IR IR U T - {4+3) _(8+‘7)+(6+5) -1+23+4—5+67+8
B o T 4 8 b . {6+5) (4-3) +(2- 1) -2+3+4—5 6+7+8
4 o oL a4 ab (8+7) (87)+(65 : -2-3+4+567+8

6 . . o 4B {21y E(4+3) @2+1) 12 2-34+‘+e+7+s
6 4 gl . L igc6 . ae o (43)) (8+7)- (6+5) 1-243:46+6:7+8

R I i be (6:5) (+a)(z-]1 : +23¢5 s+7+s-
8 L4 4+ 4+ 4 4 qE abe (8-7) @7HE5) 14243 4+5-6-7+8

El modelo matematico se obtiene de la siguiente manera:

b1 Y=bg+biA+bB+b3C+b12AB+ b13AC + b23BC + b1234ABC

A, B, C=factores

Y=respuesta

b=coeficientes de regresion

M=Muestra

Col.=Columna

E.T.=efecto total

n=nimero de muestras

El némero de columnas depende del niimero de factores que se evalinn
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2.4.6. Analisis de correlacién multivariable por cilculo matricial.

A partir de una matriz de diseiio cualquiera, como:

Muestra A B 'C Y
7 - - . 1
2 4+ - - 2
3 -+ - 3
4 44 - 4
5 ... 45
Y
7 _++7
g o++ 4B

la cual constituye la primera matriz de varmncm-covar/ancm “se. pueden calcular los
coeficientes de correlacion entre factores y respuestas que detemunan la magmtud de sus
interacciones intrinsecas y de su relacion causa-qfecfo . :

De ella se obtiene la segunda matriz de varianciaQCQVQ}'ianc{ia: i

Z:A2 2AB  ZAC
B2 IBC ZXBY

zce.

L

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

- Beorregido
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en donde:

I representa a cada elemento de la matriz.
K es el promedio de la columna que intersecta con el elemento.

K, es el promedio del renglén que intersecta con el elemento.

# es el nimero de muestras en el disefio experimental.
Lcorregido es el elemento corregido por promedio.

Finalmente se obtiene la matriz de coeficientes de regresion (v) 21, 23], transformando a
cada elemento a sus valores de » mediante la ecuacion:

#= Ecorregido(Qz - Q)"

en donde:

Qg es la covariancia de la columna que intersecta con Lcorregido-
O, s la covariancia del renglén que intersecta con Ecorregido.
~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 111

“Sin embargo, los buenos métodos

pueden enseiiarnos a desarrollar

las facultades con las que la naturaleza

nos ha dotado y a servirnos de ellas

con propésito mas acertado,

en tanto que los mélodos deficientes, en cambio,
" pueden impedir. que las aprovechemos.

Es genio de la invencion,

an valioso en las ciencias,
puede verse d:smmmdo o incluso extinguido
“por un método deficiente,
en tanto que un buen método

puede aérecenlar/o Ydesarrollario.

: "En fin, un, buen método favorece
e/ prog 50 de la c:em:m Y pone en guardia
alos ctenn/‘ cos contra las numerosas_fientes de error
‘que, encuentran en su biisqtieda de la verdad;
“ésteesel umco objeto del meloa’o experlmental "

Claude Bernard




3. RESULTADOS Y DISCUSION

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

3.1.1. Fermentacién inicial.

En el medio de cultivo inicial (medio de produccion propuesto por Federico Arcamone y sus
colaboradores) cuyos componentes eran de grado industrial, el microorganismo crecié con
dificultad y la produccion de antraciclinas se manifesté 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 3.1.1.1.

Tabla 3.1.1.1. Producciéon y productividad volumétricas de antraciclinas
intracclulares por Strepfomyces peucetius var. caesius en
¢l medio de produccién inicial con nutrientes de grado

120

industrial.

{ug/ml)
0 o]
2.3 1.54
7.7 2.74
173 5.7¢9
203 557
18.7 5.34

de

(%}

66.9
35.6
33.5
27.4
285

{ug/mth})

o
0.08
0.16
0.24
0.21
0.15



Tabla 3.:.

120

1.2, Producciéon volumétrica de antraciclinas
extracelulares por Streptomyces peuceting
variante caesins en ef medio de produccion
inicial con nutrientes de grado industrial.

C o D io Coefich
de ich and. de variacié
{pg/mi) (sg/mh) (%)

o o o
0.66 0.10 15
0.75 0.23 31
1.43 0.09 6
1.23 0.22 18
1.08 0.32 30

25 q

Antraciclinas (pg/mi)

02

y 0,15

a1

0,05

(] 24

48 72 96

Tiempo de cuitivo {h)

Flgur.|3 LLI Cmcueas de produccion volumétrica de antraciclinas intracclulares (PVI)
_y extracelulares (PVE), v productividad (Pd) de .S eplomvce\' peucenus
variante caesius cn el medio de fermentacion ini 'al con nulrlcnlcs “de.
grado industrial. La Pd esta basada en Ia PVI umcamenlc :

Aunque la produccién maxima de antraciclinas mtracelulares (20 35, 57 w_./ml) seﬁlog,ro a.

Productividad (pgimlh)

—a—PVi
—&~—PVE
—e~Pd

las 96 horas de femlentamon la maxima productlvndad (0 24 gg/ml h) se reglstro a las 72 horas
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La produccion de antraciclinas extracelulares fue tan pequeiia que se decidié no seguirla

cuantificando postenormente

Dentro del género Streptomyces varios organismos excretan aCIdOS organicos cuando crecen
en presencia de glucosa |1, 46]. La acidificacion del' medio, mlun[ para Sln/)lomyccs peuwnm' ’
variante caesius concuerda con esta caracteristica a juzgar por el decremento del pH del medio'a
lo largo de la fermentacion, Con el antecedente de que’ ‘la_acidez del medlo de. cultivo’ inhibe Ia '
produccion de los compuestos antraciclinicos por .S/rc/)l()m} S encelis. [18] fue de suponerse
que el pH juega un papel muy importante en'la produccion’de tales compuestos por-la mutante -
caesius, No obstante que la produccién de antraciclinas se vi6 afectada,’ el micelio atn pudo .
crecer aunque no sin dificultad; esto ultimo se evidencié por la marcada heterogeneidad en:la -
formacién de agregados y esférulas (pellers) 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 3.1.1.3, Cinética de pH en el medio inicial
con nutricntes de grado industrial,

i Coeficiente
" Desviacién de variacio
" esténdar {%)
0 8.79 0.04 0.6
24 6.54 0.04 0.6
a8 6.28 0.03 0.5
72 5.92 0.07 1
96 5.69 0.06 1
120 555" 0.05 0.9

Figura 3.1.1



represion (mas que una inhibicion) por la fuente de carbono (v. gr. el sustrato glucosa), aunque
es posible que el microorganismo sea mas sensible a la acidificacién del medio de cultivo que a
una represion catabolica por glucosa especificamente [18]. En:el cas de la: fuente de ‘nitrégeno,
igualmente se presenta una represion catabolica, siendo una car
rutas metabélicas derivadas de las sintesis de policétidos,’ tal como
la tetraciclina y los lipidos. Y, finalmente, se ha observado que mveles supenores a:10 mg/l de
fosfato inorganico tienen un efecto inhibitorio sobre la- produccxon “de- antraciclinas por
Streptomyces peucetius, especialmente al inicio de la idiofase. Los mecanismos de regulacion
catabolica que tienen lugar en este organismo y, por supuesto, en sus mutantes, ain no han sido
dilucidados fielmente {19, 20]. 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 fosforo
inorganico), en términos de concentracion remanente de cada uno de ellos en el medio inicial.

Tabla 3.1.14. Cinética de glucosa remanente en el
medio inicial con nutricentes de grado

industrial.
o [+ i6 Coefi
Glucosa and. de variaci®
tam. tom %) .
o] 62.5 2.6 4.1
24 58.6 6.5 1
48 51.8 5.3 10
72 49.6 3.2 6.5
. '96 40.2 3.4 8.6
120 38.9 4.0 10

Tabla 3.1.1.5. Cmetlc.l de amonio remanente en el
medio inicial con nutrientes de grado

industrial.

" Desviacion - Coeficiente
estandar . de variacion

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

42



Tabla 3.1.1.6. Cinética de Pi remancnte en ol medio
inicial con ingredientes de grado

industrial.

S . D 5 Coefi

HE T énd de variacié

- {pglmb) (wrg/mi} (%)
0 444 16.5 3.7
24 314 19.5 6.2
a8 276 14 5.1
72 223 14 6.3
96 212 10 4.7
120 214 10 4.7

- Glucosa
-4~ Pj
-8~ Amonio

Amonio (mM)

'cij_'c et 0
o 24 48 72 95 120

Tiempo de cultiva {h)

Figura 3.1.1.3.’ Cindticas de consumo de nutricnics expresadas como concentraciones remancntes
de glucosa, fosforo inorgdnico (Pi), y amonio cn ¢l medio inicial durantc cl culuvo
de SIreplomvces peicetius varianic caesius para la produccnon, de nnlracxclmas

Puede observarse que se consumié un poco menos de la mitad de la concentracion total de .
glucosa (equivalente a 23.6 g/i, aproxlmadamente) Para la fiente de nitrogeno se detecté un
consumo equivalente a 2.2 mM de i6n amonio, y para la fuente de.fosforo se cuantificd un
consumo de 232 pg/ml a pesar de que la concentracién de 1 g/l de K,HPO, equivale a. 178 pg ,

de Pi en una muestra de | ml de la fase liquida del medio de fermentacion.
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Esto pudo explicarse en el sentido de que la levadura de cerveza es una fuente compleja no.
solo de nitrogeno sino también de carbono y fosforo, pudiendo tener en el medio -inicial una
concentracion aproximada de 1.5 g/l adicionales a'! g/l del K,HPO, incluida en la formulacion
(segiin el valor de Pi calculado al inicio de la fermentacion y que fue 444 +16.5 pg/ml). Al igual
quie el consumo de nutrientes (con la excepcion, quiza, de la fuente de nitrégeno), la medicion
del pH reflejd muy poca variabilidad entre las réplicas de las condiciones. La variacion de dicho
parametro a lo largo de la fermentacion estuvo relacionada con el consumo de glucosa; sin dejar
de contemplar, claro est4, la significacion de la capacidad amortiguadora del medio inducida por
el CaCO;.

Las substancias en general que tienen un grado de pureza industrial, poseen un costo varias
veces menor que los reactivos con grado quimicamente puro o alimentario, y pueden redituar
niveles de produccion mayor que estos Ultimos, por lo que su inclusion en los sistemas
fermentativos es sumamente atractivo. Sin embargo, en esta investigacion, en el medio inicial,
se observd lo contrario. En este estudio, simultaneamente con la fermentacion en el medio
inicial con nutrientes de grado industrial, se realizo el cultivo de Streptomyces peucetius
variante caesins en un medio con la misma formulacion del medio inicial pero cuyos reactivos
eran de grado analitico y grado alimentario. Dicha fermentacion se llevo a cabo para evaluar la
produccion y la productividad de antraciclinas reduciendo lo mas posible la influencia de otros
factores quimicos 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 la figura
3.1.1.4., para el medio inicial con nutrientes de grado analitico y alimentario, Unicamente se
cuantificaron la produccién y la productividad volumétricas para antraciclinas, detectandose el
maximo valor para ambas a las 96 horas de fermentacién (151 £28.7 ug/ml y 1.6 pg/ml-h,
respectivamente). Es evidente que el grado de pureza de los componentes del medio influencio
notablemente la produccion de antraciclinas por Streptomyces peucetius variante caesius, dadas
las diferencias entre los resultados obtenidos en ambos medios.

Tabla 3.1.1.7. Produccién y productividad volumétricas de antraciclinas
por Streptomyces peucetius variante caesius en ¢l medio
de produccion inicial con nutrientes de grado analitico y

alimentario.
o i Decvincid Confici Productividad
. de antraciclinas estandar de variacid lumé
‘ I-iorqs ‘ {wa/ml) (waiml) (%) (pg/mth)

o o] 0 ¢} Lo}

24 0.85 0.23 27 0.03

48 1.0 0.21 21 0.02

72 6.6 1.6 28 0.08

96 161 28.7 18.9 1.6
120 134 15.2 11.3 1.
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Ademas de haber rendido una mayor produccidn,.la variabilidad de este parametro,
expresada como coeficiente de variacion (C¥), en el medio con nutrlentes de’ grado analitico y
alimentario (CV=18.9 %), ﬁle menor que la expresada enel medno mdustnal (CV=27 4 %) a las ;
96 horas de f’emlentacxon ; . . :

160 7. - 16
140 1 .1.4
S d (12
e : 2
E 0l E
100 1. 1
R 2
@ ) k-] —a—PV
£ 80¢ 08 §
= S —e—Pd
.8 g
g 60 106 3
< 2
[-%
40 1 404
20 + 0,2
0 [

0 24 48 72 86 120
Tiemipo de cultivo (h)

Figura 3.1.1.4. Produccién volumétrica (PV)de anlmcnclmas y producllvldad (Pd) de:
Streptonyces peucetius variante caesius” cn ¢l medio /mcm/ con’ nu=’
tricntes de grado analmco ) ahmcnlano BEEar

No obstante, el mteres pnnclpal de esta mvestlga fue el de’ optlmlzar el medto de cultwo‘
con nutrientes- de grado mdustnal por lo que de aqut en adelante se trabaJo umcamente con
dichos nutnentes e

3.1.2. Evaluacién de la concentracién de la levadura de cerveza.’

Ya que la levadura de cerveza fue el tnico nutriente indefinido quimicamente en el medio de
fermentacion, era prudente modificar su concentracién en el medio con nutrientes de grado
industrial (antes que la de cualquier otro nutriente), con la intencion de establecer una condicion
que favoreciera un crecimiento uniforme, asi como una mayor produccién volumétrica de
antraciclinas, y un decremento en la relacién de variabilidad estadistica entre las repeticiones de
cada experimento.

Como complemento a lo anterior, Ia utilizacion de perias de vidrio dentro de los matraces
con deflectores en su base, permitié una disgregacion homogénea del micelio, incrementando asi
la transferencia de masa y, al mismo tiempo, facilitando la cuantificacién de la biomasa.



Mediante el uso de las pe//a\ de vidrio, se evito exitosamente la f'om\acmn de agregados :
miceliales’ (pellclv) ‘que, habrian’ dificuitado enormemente el -trabajo; experlmental g,enerando, :

ademas, resultados poco conﬁables En este sentndo, se determmo utlhzar 2 pe las (con diametro "

de cerveza sobre ia produccion de antraciclinas de acuerdo

medio, por lo que se determino que, separando en cuartas ‘partes:la° concentracnon inicial, era
factible tener un dominio experimental pleno :y verosimil que permntlera establecer. la
concentracion de la levadura de cerveza con la cual se daria inicio a la optimizacion del medio
de cultivo. En la tabla 3.1.2.1. y en la figura 3.1.2.!, puede hacerse un seguimiento parcial (a
las 72, 96, y 120 horas de fermentacion) de la cinética de produccion volumétrica de
antraciclinas, segun las diferentes concentraciones de levadura de cerveza que se evaluaron.

Tabla 3.1.2.1, Efecto de la concentracion de la levadura de cerveza en ¢l medio de cultivo
sobre la produccion de antraciclinas por Streptomyces peucetius variante
caesius, alas 72, 96, y 120 horas de fermentacion,

6,25 g/l de Ievadura 12.50 g/l de levadura 18.75 g/l de levadura
i Coefici C i Coefici

8 jon Coefi Ci
. "c.ia'A icdil de variacid de icli de variacib de icli de variacién :
Horna_' ’ :.(yg/ml) (%) (ug/mt} _ (%) {pg/ml) (%)
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 10.8 77.6 +8.6 11.0
120 149 +9.9 6.6 174 £15.3 8.8 96.5 +14.1 14.8

En este experimento, la produccién volumétrica fue en aumento conforme avanzo el tiempo
de fermentacion. No obstante, la productividad alcanzo su -valor. maximo alrededor de las 96
horas, tal como puede verse en la figura 3.1.2.2: .

En la tabla 3.1.2.2. y en la figura 3.1.2.3. puede observarse que la cantldad de biomasa no
resultd afectada por la variacion de'la concentracion - de levadura, especialmente entre 6.25-y
12.50 /1, de las 96 horas de fermentacxon en adelante por lo que la cantidad de biomasa no se
consideré como criterio de decnsnon para la evaluacxon dela concentracion de levadura sobre la
produccion de antraclclmas
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Figura 3.1.2.1. Produccion de antraciclinas por Streptomyees peucetins
varianle caesius: al variar la concentracion de la Ievadura
de cerveza del medio inicial en 6.25, 12,50, y 18.75 g,/l,} a

16 1
1.4 4

12 4

038 4
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Productividad volumétrica (pg/ml-h)

0.2 1

125 18.75
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las 72, 96 y 120 horas de fermentacion.

Figura 3.1.2.2. Productividad de Streptomyces peucetius variante caesius
con diferentes concentraciones de levadura de cerveza en cl‘

6.25

Levadura (g1}

medio inicial,

o72h
086 h
8120h

o72h
096h
a120h
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Tabla 3.1.2.2. Cantidad dc biomasa expresada como fraccion micelial
(f. m.) sedimentada en el medio de cultivo durante {a
evaluacion de la variacion de La concentracion de levadura,

..~ Concentracién 72hde 86 hde 120 hde
" delevad 16 fermentacion fermentacion
-] {f.m.) {f. m.) {f.m)
625 0.60 0.60 Q.60
1250 055 0.60 0.60
18.75 0.40 050 0.55
06 7
05 4 5
% 04 4 —
E’ : a72h
g 037 3 og6h
‘8 A4 |@120n
T 02
=
04 4
o
625 2.5 1875
Levadura {(g1)

Figura 3.1.2.3. Cantidad dc biomasa cxpresada como fraccién micclial -
con 6.25, 12.53, y 18.75 g/l de levadura de cerveza, ¢n cl
nredio de cultivo, a las 72, 96, y 120 horas de fermenta-
cién. T

Con base en estos resultados, se determiné cual seria el tiempo fijo, de aqui en’adelante, en:
el que se realizarian las evaluaciones de la optimizacion - del- medio. La produccién
volumétrica mostré una tendencia a seguir incrementandose en’ tiempos mas prolongados de
fermentacion, mientras que la productividad, en la mayoria de los experimentos hasta aqui
realizados, alcanzo los valores mas altos a las 96 horas de cultivo. Fue éste el tiempo fijado para
Hevar a cabo la optimizacion.

Los resuitados obtenidos en este experimento demostraron que al reducir la concentracidn de
la levadura de cerveza, no solamente se incrementd notablemente la produccion de antraciclinas,
sino que ademas la variabilidad entre las repeticiones de cada una de las condiciones se redujo
substancialmente. Es por esto que el inicio de la optimizacion del medio de cultivo consistié en
elegir la concentracion de la levadura de cerveza que permitiera trabajar con niveles de
produccion facilmente cuantificables (mas de 50 pg/ml de antraciclinas), y con una alta
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confiabilidad de los resultados dada por la menor vanablhdad respecto’ del medio lmcml Para
definir formalmente dicha concentracién se. aplico unanalisis de. variancia;y la prueba de
comparacién apareada de Tukey, cuyos resultados se expresan en'la tabla 3.1:.2.3.°

Con el analisis de variancia se determind que los niveles de producclon entre las condiciones
evaluadas eran d' .rentes significativamente, y con la prueba de Tukey se especificod que entre
12.5 y 6.25 g/l de levadura se encontraba la mejor condicion de produccion, descartando
definitivamente la concentracion de 18.75 g/l.

‘Fabla 3.1.2.3. Analisis de variancia y prucba de Tukey para la produccion volumétrica
de antraciclinas por Streptomyces peucetius variante caesius, al variar
1a concentracion de la levadura de cerveza en ¢l medio inicial con nu-
trientes de grado industrial, a las 96 horas de fermentacion.

| -Fuentede ' Grados de Suma de Cusdrado F F .
- variacién fibertad cuadrados medio estimada critica a5 Significancia’
Tratamientos 2 10462.83 6231.41 46.84 3.89 *
Error 12 1340.09 111.67
Total 14 " 11802.91

Prueba de Bartlett: 0.33 (X uaos=5.99)

§*=SigqlﬂiﬁﬂVo S

Prucba de Tukey ag,5

. Condicidn

" {gh da lav.)
18.75 g/l 5 77.65 a
6.25 g/l 5 125 b
12,5 gh 5 139.50 b

Dentro del margen de error expenmental intrinseco al proceso el expenmento mostré una
tendencia a disminuir la cantidad de levadura, lo cual no solamente representa una reduccién en
el costo del medio, sino que, ademas, la producclon se-ve mcrementada en cast el 100%. Fueron
dos los criterios fundamentales que se tomaron en cuenta para elegir la concentracion de 12.5 g/l
de levadura como punto de partida para- la optimizacion: ‘e primer lugar, la productividad fie
siempre mayor con esta concentracion;’ y. en 'segundo’ término, la modificacion de la
concentracion de levadura hasta 12.5 g/l es un punto medio en su concentracién inicial, lo cual
permitio tener un panorama experimental amplio y seguro. Es asi como no se considerd la
concentracion de 6.25 g/l como inicio de la optimizacién ya que ello implicaba un porcentaje tan
alto como el riesgo de pasar inadvertidos los efectos atribuibles a otras concentraciones
intermedias de la misma levadura. De cualquier manera, el analisis de un disefio factorial
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fraccionado, aplicado posterlormente establecena formalmente Ia tendencna para modlﬁcar la
concentracion de la levadura. Y ya que la producc on de antracnchnas con.18.75 gl de levadura
no fue tan alta como con 2.5 gfl, fue est uItlma Ia elel:,lda como el primer paso de la
optimizacién del medio de fermentacion. Como se mencnono antenormente, la productlwdad es
un parametro relativo que puede ser empleado mo " un:criterio " de - definicién ' para el
establecimiento de condiciones en el proceso Fermentatlvo 'Sin’ embargo para llevar a cabo la
optimizacion del medio de cultivo es preferible hacerlo en_términos de una respuesta absoluta,
tal como lo es la produccién volumétrica; en este caso’el-parametro relativo expresa una
respuesta o variable dependiente (produccion volumétrica) en funcién de una constante (tiempo
de fermentacion). Mientras que la produccion volumétrica sigue un patrén 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 interpretacion de las
estimaciones calculadas durante la optimizacion podria haber sido confusa. Considérese
simplemente que, aunque la produccion siga aumentando, la productividad puede decrecer.

3.1.3. Evaluacion de Ia concentracién de Ias sales minerales.

En Ja levadura de cerveza también se encuentran sales inorganicas que Strepromyces
peucelius variante caesius puede seguramente asimilar. Como en la formulacién del medio de
cultivo se incluyen algunas sales minerales, era necesario conocer su xmpontancna para la: ‘
produccion de antraciclinas, y mas todavia después de haber modificado la concentracién de la
levadura de cerveza. Por lo tanto, el siguiente expenmento consistié en evaluar el efecto que =
tendria sobre la produccion eliminar una sal cada vez, y asi obtener datos mdependlentes para
cada compuesto. Los resultados esquematizados en la figura 3.1.3.1. fueron obtemdos a Ias 96
horas de fermentacion y cuantificados como produccion volumétrica. :

450 1
400
350 4+
300
250 A
200 +
150 -

Antraciclinas (ug/miy

100 A
50

Contral - sin Chsin T isin L Dlsin sini‘ sin
NaCl. CaC03~ ,Kp_HPO4 ,Mgs_o4 . FeSO4 , ZnSO4

Figura 3.1.3.1. Efecto dc l.l clnmnacmn de cadd sal mmeral dc In formulac:én dcl mcdlo inicial
sobre la produccmn de amr'xmclmas por -Streptomyees pencelms variante caesiis,
El mcdxo Canl/ al conucnc lodas las S'llCS mmcralcs de la ronnulacmn
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De este expenmento se mf’ no que umcamentc el CaCO1 cs lmprescmdlblc para la

medio de cultivo control, el cual contema todas las sales. chh ncreniento vano desde 191 £14

pg/ml para la condicion sin MgSO,, hasta 250° :i:IZVpg/ml para a condlcxon sin“NaCl. Por
supuesto que aunque estos resultados no fueron. concluyentesf (por no: Thaber considerado Ias
interacciones enire los componentes mediante un esquema onog,onal), si - dieron una idea general
de la significacion de los componentes inorganicos en el medio, especialmente del CaCo; (56.9
+2.8 ug/ml para la condicion sin CaCO,), y del K2HPO4 cuya exclusién de la formulacién

incremento significativamente Ia produccion volumétrica (423 £28 ug/ml), lo cual coincidi6 con
el efecto inhibitorio de los iones fosfato sobre la produccion de antraciclinas por Streptomyces
peucetius, ya seiialada con anterioridad. La variabilidad entre las repeticiones bajo estas
condiciones se mantuvo baja respecto del medio inicial lo cual fue atribuido a la modificacion
hecha anteriormente con la concentracion de la levadura de cerveza, obteniéndose un CV
maximo de 7.2 % entre repeticiones. El analisis de variancia y la prueba de comparacién de
medias de Tukey resumidos en la tabla 3.1.3.1. confirmaron la diferenciacion que distingue
la trascendencia de cada una de las sales minerales del medio sobre la produccion volumétrica
de antraciclinas por la mutante caesiis.

En dicha tabla se percibe que, la eliminacion de las sales NaCl, MgSQ,, FeSO,, y ZnSO, -
tuvieron un efecto similar sin’ modificar significativamente la produccion, mientras que las
demas pueden repercutir de manera importante la produccién de antraciclinas por Streptomyces
peucefius variante caesius, ya sea por su ausencia en la formulacion (como en el caso del
CaC0,) o por su presencia en la misma (como ocurrié con el K,HPO,).

Tabla 3.1.3.1. Andlisis de variancia y prucha dc Tukey para la produccion volumétrica
de antraciclinas por Streptomyces peucetius variante caesius, eliminando
una sal mineral cada vez. en el medio inicial con nutrientes de grado
industrial, a las 96 horas de fermentacion.

.’ Fiente de - ;' Grados de Suma de Cuadrado CF L F R
3 variacién | libertad cuadrados medio - - estimada ~critica wgs- Significancia ;
Tratamientos 3] 208249.25 41649.85 203.47 3.11 *

Ercor 12 2456.33 204,70

Total 17 210705.58

Prueba de Bartlett: 0.10 (X" coos=11.07) -
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Tabla 3.1.3.1. Andlisis de vaviancia y pruebi de Tukey para la produccion volumétrica
de antraciclinas por Streptomyces peacetins vavianie caesius, climinando
una st mineral cada vez en et medio fuicial con nutrientes de grado
industrial, a Jas 96 horas de fermentacion (comtinuacion).

Prucha de Tukey o gst

! Condicién B Homogeneidad
. {tipo de sul)  Repetici Promedi entre tr ientos
sin CaCO3 3 56.9 a
sin MgS04 3 181 b
sin FeS04 3 210 b
sin ZnS04 3 216 be
sin NaCi 3 250 c
sin KoHPO4 3 423 d

" 3.1.4. Evaluacion de Ia concentracién de la glucosa.

Considerando la actdogenes:s del medlo de produccxon, mducxda por altas concentraciones
de glucosa, se evalud el efecto de I sobre la:p od ’c:o d'vxdiendo la concentracién
inicial en cuartas partes, tal y como se hizo con la levadura de cerveza, De'esta forma, y con fa

concentracxon de levadura reducxda ala: mltad s 'probaron" a sxgulente concentracmnes de
v ‘I a las 96 horas de
uphcar la produccion

encelms vanante caesius
a condlcmn de15 g/l de

para lograr una produccion importante’; de
concentracion optima de glucosa estaria ent
concentracion de levadura en este experimento fue de’12.5 g/l

Asi, para iniciar el estudio de la fermentacion’ medlant u 1 xpenmental, se decxdm
tomar como punto de partida (centro experimental) 30 g/ ide gluco r.ser la concentracion
que reditud la mas alta concentracién de antraciclinas y porque, al ‘igual que"con la’levadura de
cerveza, resulto ser la mitad de la concentracién del medio’ lmcza lo;cual permitié tener un
mejor panorama experimental para la aplicacién “del dlseno La prueba de ' Tukey confirmd que
30 g/l de glucosa fue la concentracién a elegir, sin lugar-a dudas, ara el inicio de los estudios
con el diseiio experimental, Al mismo tiempo, se observo. que la ac1dez ‘del medio de cultivo
tiende a disminuir conforme la concentracion de glucosa es menor, como puede verse en la
figura 3.1.4.2,
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Fq,,ura 3.14. l Efecto de dlfcrcntcs conccnlracxoncs dc glucosa sobrc la produccion dc
- antraciclinas por Streptomyces peucelm.s ariante caesius en ¢l medio
de fermentacién con nutrientes de grado industrial.

Tabla 3.1.4.1. Andlisis de variancia y prueba de Tukey para la produccién volumétrica
de antraciclinas por Streptomyces peucetius variante caesius, al variar
Ia concentracion de glucosa en ¢l medio inicial con nutrientes de grado
industrial, a las 96 horas de fermentacion.

. Grados de Suma de Cuadrado i
: libertad  cuadrados medio - -estimad
Tratamientos 2 303611.65 151805.83 273.18 5.14 *
Error 6 3334.05 556.67
Total 8 306945.70

Prueba de Bartiett: 0.48 (x2 Ugos=5.99)

=Slenificativo; N.S =No qngnm Ative
{Continda). +

w
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Tabla 3.1.4.1. Analisis de variancia y prucba de Tukey para la produccion volumétrica
de antraciclinas por Streptomyces pencetius vaviante caesius, al variar
1a concentracion de glucosa en ¢l medio inicial con nutrientes de grado
industrial a las 96 horas de fermentacion (continuacion).

Prucha de Tukey g g5t

Condicion Homogeneidad

- g[lt:de'g.luc.) Repeti Promedio " entre tratami
45 3 382 a
15 3 399 a
30 3 780 b

C.G. {g/l)
man
45|

adoptado como la cinética tipica en cultivos de Streptomyces pez/cenm y otras especxes'

productoras de antraciclinas {18}, no le correspondié a dicha condicion- la“mejor: producclon :
volumétrica. Los estudios realizados en este aspecto, establecen que el decremento inicial del pH
ocurre entre las primeras 24 y 48 horas de fermentacion, 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 produccion de antraciclinas tiene lugar {18, 19].

Los resultados obtenidos en la evaluacién de las diferentes concentraciones de glucosa,
confirman lo que se mencioné anteriormente sobre la acidogénesis del medio a partir de altas
concentraciones del aziicar, pero ademds indican que el incremento de la produccién
volumétrica no depende solamente del sostenimiento del pH propicio, sino también de Ia
cantidad de glucosa disponible como sustrato.
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Entre algunos experimentos relacionados con la variacién de fa concentracién de glucasa, se
midié la biomasa como la fraccién sedimentada que ocupa el micelio en el medxo de cultivo; A~
las 96 horas de fermentacion la cantidad de biomasa fue constante, por lo’ qug. no,se_considerd
como una variable determinante durante la evaluacion del efecto de la conc traclon de glucosa
sobre la produccion.

Fue asi como se evaluaron siete expenmentos al azar en donde I
condiciones de incubacién estaban conformados de la siguiente | mane

1e(_i_los_,de‘clrlltlvo ylas

Condicién 1: glucosa 30 g/l; levadura de cerveza 12.5 g/l; sales (sin fosfato);
150 rpm; 10 perlas de vidrio por cada matraz; 29°C..
Condicion 2: glucosa 15 g/l; levadura de cerveza 12.5 g/l; sales (sin fosfato);
150 rpm; 3 perlas de vidrio por cada matraz; 29°C.
Condicién 3: glucosa 45 g/l; levadura de cerveza 12.5 g/l; sales (sin fosfato);
150 rpm; 3 perlas de vidrio por cada matraz; 29°C. .
Condicién 4: glucosa 30 g/l; levadura de cerveza 12.5 g/l; CaCO5 2 g/l;
.7 7150 rpm; 2 perlas de vidrio por cada matraz; 29°C, - -
Condlcnon 5: glucosa 30 g/1; levadura de cerveza 12.5 g/l; CaCO; 2 g/l
180 rpm; 2 perlas de vidrio por cada matraz; 299C e
Condxcnon 6 g!ucosa 30 g/l; levadura de cerveza 12.5 g/l; CaCO 2 g/l -
m 2 perlas de wdrlo por cada matrai L

A contmuacmn se expresan las fracciones equivalentes a la biomasa contenida en el medio

de cultlvo

<> Condicién [fraceion

0.69+0.07 .
0.67+0.05"-
-0 67:&009, .
£0,72£0.025
- 0,69%0.07 -
0714005 -

0.66 +0.02

- N7 O R I

Considerando la cuantificacion de la fraccién micelial que se realizo al variar la
concentracion de la levadura de cerveza, y la obtenida en esta tltima fase de la investigacion, se
determiné que la cantidad de biomasa seria una constante durante el desarrollo de estos estudios,
por lo cual, el incremento y la evaluacion de la produccién se darian, dnicamente, en funcién de
la concentracion de los componentes del medio de cultivo.



3.1.5. Medio de fermentacién modificado.

Es asi, finalmente, que el medio de fermentacion inicial fue modificado en la concentracion
de los dos componentes organicos: la levadura de cerveza paso de 25 g/l a 12.5 g/l, y la glucosa
se redujo de 60 g/l hasta 30 g/l. En cuanto a las sales. inorginicas que complementan la
formulacién, se decidio eliminar el FeSO, y el ZnSO, ya que su inclusién no resulté importante
para la produccion de antraciclinas, ademas de que representarian dos factores mas en el disefio,
lo cual incrementaria el nimero de experimentos potenciales a realizar y, por ende, el grado de
confusion de los efectos. Independientemente de que el NaCl y et MgSO, hayan mostrado
alguna influencia sobre la produccién volumétrica, se decidié mantenerlas en la composicion del
medio debido a que sus respectivas concentraciones son lo suficientemente cuantificables para
evaluarlas dentro de un disefio experimental y, por lo tanto, determinar cuantitativamente su
efecto sobre la produccion. Obviamente, el CaCO; fue mantenido en su concentracion inicial,
mientras que el K,HPO, no fue eliminado de la fom]ulacnon a.pesar de que anteriormente se
observé que presentaba un efecto inhibitorio sobre la] pr uccnon de antraciclinas.: El propésito
de incluirlo en una concentracion de 0.1 g/ fue el’de; ‘cuantificar: su~ efecto real -sobre la
produccién, y asi obtener, al igual que los demas nutrientes, los coefi cientes de regresion que
determinan el grado de importancia que cada uno de ellos tiene sobre ‘Ja’ produccxon de -
antraciclinas bajo un esquema ortogonal, como lo es un disefio factorial frace onado El nuevo
medio de fermentacion asi conformado fue designado como mM{ (imedio Modlf cado 7 ) :

3.2. Desarrollo del diseiio experimental.

3.2.1. Diseiio factorial fraccionado.

Para concluir el estudio de optimizacién del medio de fermentacion, constituido ahora,-en
g/l, por: glucosa, 30; levadura de cerveza, 12.5; NaCl, 2; CaCOJ, 2; K,HPO,, 0.1;y MgSO4,
0.1; se aplico un disefio factorial fraccionado 2%, representado por la matriz de disefio de la
tabla 3.2.1.1.

Si se hubiese aplicado un disefio factorial completo para la evaluacion de los seis nutrientes
sefialados con antenondad habria sido necesario realizar 64 experimentos (2°), sin considerar
las repeticiones” para cada uno de ellos, lo cual resulté incompatible con la practica
experimental. Fue esta la razon por la cual se decidié aplicar un disefio factorial fraccionado que
contuviera un nimero minimo de experimentos que permitiera evaluar confiablemente la mayor
parte de los factores, incluyendo, por supuesto, aquellos que hasta este momento se habian
manifestado como los mas influyentes sobre la produccion de antraciclinas por Streptomyces
peucetius variante caesius. Ademas, los disefios factoriales fraccionados ofrecen la ventaja de
aportar las principales tendencias del comportamiento del fendmeno que se esta estudiando,
realizando una cantidad pequeiia, pero significativa, de experimentos. No es casual que en la
practica industrial sea uno de los métodos mas empleados para incrementar la produccién y
evaluar, sobre una base de prondsticos, el desarrollo de sus procesos,
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Tabla 3.2.1.1. Matriz del disciio 29 (en unidades reales) para la produccion de antraciclinas
por Streptomyces peucetius variante caesius.

113 4=12  §=13 =23  Produccion
- 'NaCl' - CaCO3 - KpHPOg - MgSOs de antraciciinas
0 3 0.1 0.2 615

35 9.37 [o] 1 o 0.2 573
25 15.63 o 1 0.1 0 330
35 15.63 [o] 3 [¢] ¢} 654
25 9.37 4 3 [} [o} 704
35 9.37 4 1 0.1 (o} 498
25 16.63 4 1 o] 0.2 301
35 15.63 4 3 0.1 . .02 683 " Desviacion
: S L e e "' eaténdar
6264 173 119.20°7-13.26 .73 " g £26.37
wr=unidades reales
(+)=nivel superior
{-)y=nivel Inferior i}
¢.c.=centro experimental
we=unidad experimental .
ref=referencia de los datos [Annmunc yeol. {2, 3] (Ar&um), ¥ mperlmen!nl (experlm)l
En relacion con la matriz de dlseno de la’ tabla, 2:1: las combmacnones ortogonales

correspondientes con CaCO;, KZHPO4, Y. MgSO4 se’ denvaron de los alias expresados con las
identidades 4=12, 5=13 y 6=23, respectivamente. Inmediata ala matriz del disefio, se mcluyen
los valores de los coeficientes de regresnon (b) que cuantifican el efecto que cada nutriente gjerce
sobre la produccion de antraciclinas, asi como el que se define corno la media de la produccion
(544.93 pg/mi) y que representa el valor codificado del coeficiente de regresion del término
independiente (o constante) que engloba el efecto total de todo aquello que afecta a la
produccion y que es ajeno al dominio experimental, pero que permanece constante. Cada uno de
los indices de produccidn se encuentra expresado como el promedio de las repeticiones de cada
condicion.

En la tabla 3.2.1.1, también se exponen las unidades reales en que se utiliz6 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/. Las referencias indican las fuentes,
tanto de informacion como experimentales, que determinaron las condiciones sefialadas como
centros experimentales. La significancia de los efectos de los nutrientes fue establecida con base
en la desviacion estandar global (y=25.37), con un nivel de confianza del 95 %. Aqui es preciso
sefialar que la significancia de & es relativa ya que, generalmente, no es facil establecer un
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criterio universal para determinarla; sin embargo, para esta i|1vesti§,aci6|1 se tomd como punto
de referencia el valor de s. El calculo de los coeficientes de reg,resxon normahzados se llevo a.
cabo mediante el algoritmo de Yates. : i

3.2.2. Analisis de correlacion multivariable.

Como pudo observarse en la tabla 3.2.1.1., los valores de b éigﬁiﬁcéﬁvoé “figron “los
correspondientes a glucosa (57.42), levadura de cerveza (-52.64), y CaCOjy (119.20), sin

efectos significativos para sus interacciones apareadas y miltiples. Para NaCl,” KZHP04,
MgSO, no se registraron efectos importantes.

Para confirmar el grado de influencia de los nutrientes sobre la produccion de antraciclinas,
se realizo el siguiente analisis de correlacion multivariable por calculo matricial:

[ Ghucosa  Levadura NaCl  CaCO3 . KoHPO4 rodt
"Glucosa *  7400.00 3000.00 480.00 480.00 12.00 24.00 133079.30

i Levadura 1328.13 200.00 20000 5.00 10.00 53177.00
Matrizde . :NaCi 64.00 32,00 0.80 1.60 8746.56
rariancias- CaCO3 40.00 0.80 1.60 9672.50
covariancias " 'K2HPOgq 0.04 0.04 212.67
. Mgsog 0.16 43456
. Produccion 2545426.53
Glucosa  Levadura: - 2HPO4 . MgSO4 ' Produccién
Glucosa  200.00 ) o o 2296.70
Matriz de Levadura 78.13 (o] o] o] -1316.00
variancias- NaCt 32.00 o o o . 27.68
covariancias CaCO3 8.00 o o 953,62
corregida por  K2HPO4 0.02 o -5.31
promedio MgSOq 0.08 -1.38
Produccién 169836.89
Glucosa Levadura
Glucosa 1.00 0
Matriz de Levadura 1.00 o 0 [} [} .0.36
correlaciones NaCl 1.00 [ (] [ 0.01
) CaCO3 1.00 [} o 082
KoHPO4 1.00 0 -0.09
MgSO4 .00 - .0.01
Produccién 1.00

Este anélisis dio como resultado una influencia muy importante del CaCO, sobre la
produccion de antraciclinas (#=0.82), y una mﬂuencxa menor por parte de:la glucosa y la
levadura (#=0.39 y /=-0.36, respectlvamente) sin‘que se presentaran factores o respuestas :
espurios. El resto de los nutrientes no mostraron efectos significativos sobre la: produccnon de
tal modo que, efectlvamente los factores mas importantes en la produccion de antracnclmas por
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Strepramyces pencetius variante caesing fueron la g g,lucosa, la levadura de cerveza, yel CaCOJ,
considerandose a los demas nutrientes dlspensables .

3.2.3. Modelo matemdtico de la produccion - de : ahti':_lqi_élinras ‘por "Slre]'ir‘opiva‘.’s‘

peucetius variante caesius.

Es asi como se definio el sngutente modelo matematico que mejor exphco la produccxon de:
antraciclinas por Streptomyces pencelnn' vanante caesins en el mMI :

y=by v bA- b_,B +b,C

en donde:

yes la produccnon pronostlcada por.el modelo. e
bges el término mdependxeute que se defme OMmo. la medxa de produccxon. o

as claves son:

El modelo asi gbténido indica que la produccion de antraciclinas por Streptoniyces peucetius
variante caesius en el mM/, sigue un comportamiento lineal, lo cual se traduce en que cada uno
de los factores 4, B, y C, de manera independiente, ejerce un efecto sobre la produccion, sin que
entre ellos exista interaccion alguna (ya demostrado en el analisis de correlacion multivariable).

A primera vista, se detecto en el modelo matematico un efecto positivo de'la glucosa y del
CaCO,, siendo éste el factor mas influyente; mientras que la concentracion de la levadura de
cerveza es excesiva, segun el valor negativo del coeficiente de regresion para este nutriente. Esto
ultimo definié la tendencia a reducir, ain mas, la concentracion de la levadura en el medio de
cultive, lo cual se habia observado anteriormente (véase la seccién 3.1.2.),

Este es un modelo matematico normalizado, o codificado, que facilita la representacion
grafica del fendmeno (ver més adelante). Sin embargo, para determinar el grado de explicacion
que posee el modelo sobre fa produccion, es necesario calcular los coeficientes de regresidn en
términos de unidades reales.



Para ello se utilizaron las siguientes ecuaciones:
para los valores de b de los factores:

5 'ny—ZxEy/n ‘

y paia‘b;, (se de‘spéja,d_é‘l‘zi_ géuaciéil): oL b

: ,}_‘,J‘:;= b,,n %’b,_zft',j'b_,‘&\;z + b}l\',‘

. en donde'v .

" nes el nimero de condlcwnes
__x es el valor dé los niveles superior e mfenor de cada nutnente
y es la produccion volumétrica de antractclmas para cada condncnon
yes la respuesta pronosticada por el mod I mate atico. B
b, es el término independiente.-- - i
by, by, y b; son los coeficientes de | reg,resloxt para los 1

X, Xy, Y X; son las unidades reales del experlment

Después de haberse calculado el valor de b, tanto para los factores como para el termmo
independiente, con unidades reales, se procedid a calcular los mdlces de producclon que el"
modelo pronostica. . 3

En la tabla 3.2.3.1. se dan los datos pronosticados (¥) junto con la prod cx volumetrlca
real o experimental (¥), y los residuos o diferencias (d) entre cada: pronostlco
observacion experimental.

Simultaneamente, se tabularon las sumas de cuadrados (SC) expen
residual que ayudaran a calcular el grado de explicacion del modelo’ matematlco Y

Los residuos (d) pueden graficarse en relacién con y para deﬁmr la dlstn ucién de, la -
muestra experimental. ol

En la figura 3.2.3.1. puede observarse que las desviaciones de los- elementos muestrales -
indicaron una tendencia hacia una distribucién normal (esquematizada en el extremo derecho de
la grafica), lo cual garantizé la confiabilidad en el disefio experimental apllcado o
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Tabla 3.2.3.1. Prondstico del modelo matem:tico para la produccion de antraciclinas por
Streptomyces peucetins variante caesins, y las sumas de cuadrados (SC)
experimental, derivada del modelo, y residual.

oy d=y-y -y yR U GoyR
L enarimontel) - Reskd BCementl - 80
1 659.35 614.87 44,48 4891.60 13091.94 1978.47
2 535.75 573.35 -37.60 807.70 84.27 1413.76
3 318.71 330.17 -14.46 46121.86 52541.81 - 209.09
4 668.91 654.41 14.50 11985.87 15371.04 210.25 :
5 659.35 703.84 -44.49 25252.39 13091 94 1979.36
6 535.75 498.22 37.53 2181 82 S . 8427 E - 1408.50
7 316.71 301.17 14.54 59418.94 52541.81 S 211.41
8 668.91 683.41 -14.50 19176.71 15371.04 210.25

y=p rics real o experi
J=produccién pronosticada por el modelo

' =media de Ia produccian volumétrica real o experimental global= 544 93
d=rexiduo o diferencia (error experimental)

3
[ ]

®
LX N

20
® .P

d-o
. |e o oo

-20

. g g

! cvaluadds 'su normahdad indica quc ol dlscﬁo clegido para este csludxo fuc.
‘adecuadamcmc aphcado a la produccion de antraciclinas por- St eplo myces
peuce/:m vananlc caesm\ “en'cl mM1 formulado  durante los- cnsa)os dc o
koplumzacmn prcvlos ala aphcacnon del diseiio experimental. -+ (T A
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En la tabla 3.2.3.1. puede notarse la propledad descublerta por Ronald Fisher {23}
expresada como: : .

SCc,\pcrimcmul =

y que es la clave para determinar el grado de expli
sobre el fendmeno observado, en este caso, sobre |

de antraclclmas

% de o
: : delo;
explicacién = __’3';_—_ X I‘UU
det mnd§10 - ,Scexpenmental :

por lo tanto:
% de
explicacién’= —1%‘—;’:—;2— X wn 95, 49%
del modelo- 1698

Con estos resultados, se establecié . que’ at_em' co. propuesto explica
adecuadamente, en términos de produccion volumétrica:de antracnclmrr el comportamiento de
Streptomyces pencetins variante caesius en el mMI E porque se haestablecido que
los modelos que explican por encima del 90 %, son’ estadlstlcamente ‘perfectos, es decir,
representan leyes naturales. El minimo valor que puede aceptarse para que un modelo tenga una
aplicacion explicativa confiable sobre el fenomeno que se esta mvestlgando, esde 75 % [23].

Es importante hacer notar que la identidad:

SCe.\pcrimcmnl = SCmodelo + SCresidual -

para este disefio, no fue exacta; ya que para’que ‘lajigualdad ,_,se‘é‘umpliera hizo falta una
diferencia de 37.68 que constituye unicamente el 0.02:%de explicacion sobre la produccion de
antraciclinas. Sin embargo, este hecho se explica éoin una;consecuencia de la imperfeccion
natural del modelo, la cual genera un porcentaje de error de pronostlco de 4.70 %, después de
resolver la siguiente ecuacion: :

SCruii
error de. = e—mimal——XIDD

prongstico scmndelo

62



3.2.4. Diagrama cuboidal,

E! modelo matematico que explica y pronostica la produccion de antraciclinas, en el mM/,
por Streptomyces peucetius variante caesius, . fue-visualizado mediante un diagrama cuboidal
(figura 3.2.4.1.). Dicho diagrama encierra el espac:o expenmental dentro del cual se desarrollo
la investigacién. Los niveles de produccion fueron expresados como superficies de respuesta
pronosticados por el modelo. Para la realizacion del diagrama fue necesario trazar la imagen de
un cubo en perspectiva isométrica, de tal manera que pudieran dimensionarse adecuadamente los
ejes coordenados cartesianos tridimensionales: abscisas (v) para glucosa, ordenadas ()) para
CaCO0;, y cotas (2) 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 simplicidad de los calculos. Con los
prondsticos del modelo matematico, puede calcularse y dibujarse una infinitud de superficies de
respuesta. Asi, por ejemplo, si se desea trazar la superficie para 710 pg/ml de antraciclinas
(valor elegido arbitrariamente), el término p del modelo predictor es substituido por 710, al
mismo tiempo que B (levadura de cerveza) es igualada a -1 para explorar la base del diagrama
cuboidal y encontrar los valores correspondientes a 4 (glucosa) y a C (CaCO,). El valor de B es
incluido en el modelo normalizado, dando como resultado la siguiente ecuacion:

57424+11920C=11243 "

Como se tienen dos mcogmtas es necesano otorgarle un_valo ;:odxﬂcado a cualqulera de

antracwlmas ambas calculadas dela mxsma forma con la que se defini la anterior a ellas

Nétese que las supe cies que se obtienen cgnr el ,modelo: .

y=54403157424-52.64B+119.20C

son paralelas y practicamente planas. Ello'es un:reflejo de la linearidad del mismo y, por lo
tanto, de lo altamente pronosticable del proceso fermentativo bajo las condiciones establecidas
hasta ahora. Es importante sefialar que lo que’se debe buscar en cualquier investigacion es,
Jjustamente, establecer un modelo lineal para que los resultados sean acordes con ja parcela de la
realidad que se esta estudiando. Como complemento a este aspecto, si las superficies de
respuesta hubiesen sido curvadas o plegadas, indicarian la existencia de interacciones entre
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factores teniendo que modificar, por supuesto, el modelo matematico. Las interacciones dobles
son las mas frecuentes cuando 'se aplican ; adecuadamente los disefios experimentales, habiendo
yandes pos:blhdades de_linearizar’ los - modelos que los exphcan Sin embargo, cuando las
interacciones son. multiples,’ las superﬁcnes de respuest “que‘'se’ producen son del tipo de
hipérbola de doble manto (tamb'" "silla:"de montar"), y representan un
comportamiento cadtico con zonas ahzadas en varios puntos imposibles de
predecir. Cuando esto ocurre en:una: mvestlg,acnon 'se debe, indudablemente, a un diseiio
experimental deficiente o a una mala mterpretacxon de los resultados generados por
experimentos anteriores. -

15,6 +1

Levadura

=7
Sy

g:.4-L-1 125

Glucosa

Flgura 3 2.4.1. ‘Diagrama cuboidal que ilustra ct comportamicnto fisico de ta produccion
de antraciclinas por Strepromyees peucetius variante caesius en el mi{].
Ademas de la superficic que corresponde a 710 pg/ml, sc ilustran dos
superficics mas para visualizar la tendencia de produccion pronosticada
por el modelo matematico inferido de cste estudio.

El diagrama cuboidal es una representacnon graﬁca del proceso de fermentacion, en donde es
factible visualizar la correlacién que guarda'la progreswn en aumento de las superficies de
respuesta, en términos de produccidn, ‘con la variacion de la concentracion de los factores
glucosa, levadura y CaCO,.
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3.3. Consideraciones finales sobre ¢l medio de produccién optimizado.

3.3.1. Costo del medio de produccién optimizado.

El anélisis del costo del medio de produccién de antraciclinas fite sumamente importante, ya
que desde los 20.3 £5.57 ug/ml de antraciclinas que se obtuvieron con el medio inicial, se
avanzé extraordinariamente en su optimizacién hasta superar los 700 pg/ml reducnendo
sensiblemente la concentracion de los principales nutrientes.

En la tabla 3.3.1.1. se enlistan los precios por kilogramo de cada constituyente del medlo de
produccién inicial, junto con el costo de los medios inicial y mM 1 por litro.

Tabla 3.3.1.1. Costos de cada uno de los nutrientes estudiados (NS/kg), y de los
medios inicial y mM1 (optimizado).

Costos de los medios de idn (N$/1 de medio)
’ Medio ’ e
inicial mM?
Glucosa .. 8.00 0.98 0.48
: Levadura 18.00
- NaCl -2 .00
CaC0z’. 250 °
KoHPO4 .. ..32.40
Mgso;,?' B
FeS04 " * Precios proporcionados por la Drogueria Cosmopolita, S.A. de

ZnS04° - C.V. durante el mes de octubre de 1994,

Mediante la relacié

Cosfa de "

antraciclinas '= —- Casto del m

en bruto Produccién vo

y en la produccion volumétrica:




El precio exorbitante de antraciclinas calculado para el medio inicial era de esperarse
debido a la relacién del costo del medio y de la infima produccion obtenida en el misnto.
El costo de las antraciclinas basado unicamente en el costo del medio de cultivo, es solo una
fraccion de su costo real; deben considerarse otros criterios para definir el costo que tendrian en
el mercado, lo cual escapa del ambito de este trabajo.

Tabla 3.3.1.2. Costo de las antraciclinas en bruto cn los medios de
fermentacién evaluados durante esta investigacién,

Produccion Costo de
{mgh) (N$/xg)
inicial 0.98 20.3 48276.00
mM1 0.48 780 615.00 4

3.3.2. Trascendencia del pH sobre la produccion de antraciclinas.

Aungque en esta investigacion no se realizé un estudio formal sobre la variacion del pH en el
medio de fermentacion, un ensayo colateral al disefio factorial fraccionado resalto un aspecto
importante que ya antes, y acorde con algunos: trabajos referidos anteriormente, se. habla :
manifestado: un pH moderadamente alcalino favorece la produccion de antraciclinas. :

Dicho ensayo consistié en medir, umcamente el efecto que tendria sobre la produccion el
CaCO; en diferentes cantidades, mantemendo onstantes las concentraciones de la glucosa (375
g plrlcamente -
s 96 horas de fermentacion, y se evaluaron
Lds resultados se muestran en_las figuras ’

332.1.y3.32.2. ‘

Puede observarse claramente, que la produccxon de antramclmas se incrementé conforme la
concentracién de CaCO; también aument6, C nsécuencna de la mayor concentracién’ de
CaCQ;, el pH inicial del: medio (despues de esteri 1zar) fue mayor cada vez (véase la figura
332.2) E decremento inicial del pH en las primeras horas de fermentacion, y su posterior
aumento hasta - yalores de pH' alcalinos, ‘es caracteristico de los cultivos de Streptomyces
peucetius en medios sumergidos [18, 19). El CaCO; le confiere al medio de fermentacion una
adecuada capacidad amortiguadora. Cualitativamente se observo que la mayor parte del CaCO,
precipita al final del periodo de incubacién. Con estos resultados puede deducirse la importancia
que tiene el CaCO; como agente amortiguador del pH, mas que por su utilizacién por el
microorganismo para la produccién de antraciclinas. Aunque con altas concentraciones de
CaCOs; los titulos de antraciclinas se vieron incrementados, se reservé su eleccién como uno de
los mejores medios debido a que el exceso de la sal interfirid con los procesos de extraccion,
cuantificacion, y purificacién de las muestras, lo cual incrementaria su valor con base en estos
procedimientos y no en el medio de cultivo.
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3.3.3. Cuantificacion de doxorrubicina.

El medio inicial del que se parti6 en esta investigacion, es basicamente el mismo que ha sido
reportado por Federico Arcamone y otros investigadores para la produccion de doxorrubicina
por Streptomyces peucetius variante caesius [2, 3, 50). Sin embargo, aunque la produccién de
antraciclinas se increment6 considerablemente, los titulos de doxorrubicina no superaron las
espectativas que se habian formulado en el sentido de que su incremento seria concomitante con
el del grueso de los compuestos antracilinicos sintetizados por el microorganismo.

Se pensd que durante el proceso de extraccion y purificacion ocurrieran mermas del
compuesto, por lo que se ensayaron modificaciones en el método de extraccion, y se evaluaron
diferentes sistemas de elucion para cromatografias; pero los procedimientos que redituaron los
mejores resultados fueron los que ya han sido propuestos anteriormente, y que se detallan en Ia
FParie Il de esta tesis (extraccion con la mezcla CH;COCH;:CH,0H, 4:1 v/v; y cromatografia
con el sistema CH,Cl, : CH;0H : H,0, 100:20:2). Al cuantificar las muestras sobre las placas
cromatograficas con el digitalizador 7LC Scanner 1I (CAMAG™), se encontrd que la
produccion maxima de doxorrubicina durante toda la investigacion fue apenas de 1.58 pg/ml en
el medio /nicial, y 8.30 ug/ml en el mA/. Esta Gltima concentracion se encuentra dentro de los
limites productivos reportados formalmente hasta ahora (5-15 pg/ml) {S0). Aunque no se logré
incrementar la produccion de doxorrubicina mas alla de los datos hasta ahora publicados, es
importante observar que bajo las condiciones de trabajo establecidas durante esta investigacion,
se obtuvo un progreso en la produccion de dicho farmaco en mas de cinco veces en relacion con
el medio inicial.
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CONCLUSIONES

El objetivo principal de esta tesis fue optimizar un medio de cultivo para la produccién de
antraciclinas por Strepromyces peucetins variante caesius en matraces, el cual fue concretado,
definiendo la influencia de los factores estudiados sobre la produccion, mediante un modelo
matematico generado por un disefio experimental factorial fraccionado. :

Los diferentes experimentos que se realizaron durante esta investigacion, demostraron la
importancia de diversos factores fisicoquimicos, principalmente de los nutrientes del medio de
cultivo, sobre la produccién de antraciclinas, y el disefio experimental definié el comportamiento
del fenomeno concretandolo en una explicacion matematica.

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

Simultaneamente, el proceso de optimizacién del medio de cultivo, se inicié variando la
concentracion de la levadura de cerveza, obteniéndose titulos de antraciclinas claramente
superiores a los obtenidos en el medio inicial. Durante esta etapa, la produccion se incrementé
desde 20.3 +£5.57 hasta 140 +14.6 pg/mi de antraciclinas, a las 96 horas de fermentacion.

De esta manera, y coincidiendo con la mayoria de los trabajos publicados al respecto, la
fuente de nitrogeno constituida por la levadura de cerveza tuvo un efecto negativo sobre el
crecimiento del microorganismo y sobre la produccién de antraciclinas, en el medio inicial. Al
parecer, altas concentracnones de levadura de cerveza dificultan Ia transferencxa de masa, de ahi

Utri ue fonnaron parte
de la fonnulacién del medio inicial, estableciendo las " difere as gondiciones

Asi

recomendable eliminarlo de la fonnulaclon del medio.

Aunque la glucosa no represento ningtin obstacul raque; el mlcrporganismo se
desarrollara y produjera antraciclinas, la reduccion: en* stz
favoreci6 la produccion, incrementandola casi al doble.’A
por el cual la glucosa regula la produccion de antramclma en étrc 10)
mutantes. :

El CaCO, fue un factor sumamente lmportante puesto que permitio’ mantener el pH del
medio dentro de un rango ligeramente acido en las primeras etapas de la investigacion, y
alcalizandose posteriormente, contrarrestando asi la acidificacion inducida por el metabolismo
de la glucosa.

Los compuestos MgSQ,, FeSO,, y ZnSO, no mostraron influencias significativas sobre la
produccion de antraciclinas, por lo que su eliminacion de la formulacion del medio fue factible.
Aunque esto ya se habia observado durante los experimentos previos al disefio, era necesario
cuantificar sus efectos y sus posibles interacciones en una combinacion ortogonal.

E! diseiio factorial fraccionado es uno de los mas empleados para la evaluacion y
optimizacion de procesos en general, resultando ser, muchas veces, el camino mas corto y
seguro hacia la comprension y optimacién de éstos. Por este motivo, se decidié utilizarlo para
valorar con confiabilidad estadistica los efectos que los componentes del medio de cultivo tienen

amsmo precxso
[JEIICGIIMA‘ Yy sus

1yC
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sobre fa produccion de antraciclinas, bajo un esquema: ortogonal, centrando si anahs:s en'
métodos estadisticos de caracter predictivo. -

Los resultados de este analisis llevaron a la conclusion de que la glucosa y el CaCO eJercen
un efecto positivo sobre la produccion de antraciclinas, mientras que el efécto de fa levadura del
cerveza es negativo. 0

La aditividad de los efectos nutricionales sobre la produccion obedecio a un comportamlento :
lineal, por lo que la evaluacion uno a uno de los factores durante los experimentos previos a la
aplicacion del disefio adquirié su justificacion estratégica y metodologica.

La visualizacién del espacio experimental a través de un diagrama cuboidal con sus
superficies de respuesta, permitio conferirle su esencia fisica y predictiva, dentro del dominio
experimental, a los coeficientes de regresion calculados durante el analisis del diseiio.

En la ultima etapa de la investigacion, se realizd un analisis de costos del medio mejorado
(mM1) contra el medio iricial, lo cual dio como resultado una reduccion del costo del medio de
cultivo en un 50 %, mientras que la produccion de antraciclinas se elevo hasta mas de 38 veces
sobre la produccion generada en el medio inicial. De 20.3 +5.57 ug/ml de antraciclinas
obtenidas en el medio inicial, se llegaron a producir hasta 780 £27 ug/ml en el mM/J.

Quedo establecido que el procedimiento de optimizacion empleado en esta investigacion fue
adecuado para elevar la produccion de antraciclinas, lo cual demuestra que es probable
desarrollar un proceso especifico de optimizacion para la produccion de doxorrubicina, siempre
que sea plenamente identificada la fase critica de su sintesis; que bien pudiera encontrarse en los
procesos analiticos de extraccion y purificacion, y no precisamente en la fermentacion. No
obstante, es aconsejable que en estudios y proyectos sobre antraciclinas, posteriores al presente,
se enfatice en la evaluacion de la transferencia de masa, especialmente de oxigeno, y en el pH
del medio. Estos trabajos podrian llevarse a cabo variando velocidades de agitacion,
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 optimizacidn, es casi imprescindible la aplicacion de
disefios experimentales desde el inicio de cualquier investigacion. Su correcta y oportuna
aplicacion, reduce substancialmente tiempos y movimientos, ademas de generar resultados
sumamente confiables y pronosticables.
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