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RESUt1EN 

La grieeofulvina ee un antibiótico antiftln¡ico utilizado 
principalmente contra infeccionee dérmicae de humanoe y animales. 
Loe microorganiemoe que ee utilizan para eu producción pertenecen 
al género PenicilliUlll . 

A pesar de eer una antibiótico clinicamente importante dada la 
eepecificidad de eu acción y que ee produce comercialmente en 
varioe paieee, la información referente al proceeo fermentativo 
no ee encuentra publicada en la literatura científica, por lo que 
no ee de fácil acceeo. De ahi eur¡¡ió el interée de conocer la 
influencia de loe factoree ambientalee que afectan eu 
bioeinteeie, aspecto que dió oriaen al preeente estudio. 

Utilizando una cepa de Penicillium 11riseofulVWD NRRL 2150A, 
que fue seleccionada con base en el titulo de arieeofulvina 
producido, la experimentac ión ee realizó en un medio conteniendo 
glucosa , ni trato de sodio y salee mineralee, todos el loe grado 
industrial . 

La cuantificación de la arieeofulvina ee realizó por ensayo 
microbioló¡¡ico utilizando una cepa de Hicrot!lporum gypeaum como 
microorganismo prueba. Algunos de loe reeultadoe obtenidos fueron 
comprobados por ·una técnica en cromatoarafia liquida de al ta 
resoluc ión . 

Loe resultados obtenidos muestran que la fermentación ee lleva 
a cabo muy lentamente. El crecimiento alcanza eu máximo a loe 12 
d!ae, tiempo en que ee aaota la fuente de carbono. La 
grieeofulvina ee detecta en el caldo aproximadamente a loe 3 dias 
y alcanza eu máximo (90 u¡¡/ mL) a loe 15 diae de fermentación. La 
productividad del proceso ee ve influida por el grado de 
oxigenación del cultivo. Cuando ee emplean matraces con 
deflectoree o ee aumentan lae velocidadee de aeración y de 
aaitación en fermentadores de 14 litros, ee reduce el tiempo de 
fermentación y ee incrementa el titulo de ¡¡rieeofulvina. 

Por otra parte la concentración de loe inaredientee en el 
medio también afecta el titulo de producción tanto volu~trica 
como especifica, siendo la ¡lucoea y el nitrato de eodio loe 
ingredientee de mayor importancia . 
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INTRODUCCION 

1. Antecedentes 

La griseofulvina es un antibiótico antifúnaico producido 

durante el metabolismo secundario de varias especies del aénero 

Pen1c1llium. Oxford y colaboradores ( 1939), reportaron por 

primera vez su aislamiento a partir del micelio de Pen1c1111Ulll 

griseofulvum. Estos autores describieron alaunas de sua 

propiedades generales y caracterizaron parcialmente su qu1mica. 

En 1946, Brian y colaboradores aislaron a partir de 

diferentes muestras de suelo una cepa de Penic1111um janczewskii, 

de cuyo micelio recuperaron un metabolito que produc ía 

anormalidades en el hongo Botryt11!J allii, particularmente 

ramificaciones excesivas en sus tubos aerminalea, internudos 

cortos y enrrollamientoa poco comunes, razón por la que a esta 

sustancia le denominaron factor de enrrollamiento (curling 

factor). 

Grove y Me Gowan en 1947, demostraron que este factor de 

enrrollamiento era químicamente idéntico a la ariseoful v ina 

previamente descubierta por Oxford. Tiempo después, Brian y 

colaboradores (1949), afirmaron que la actividad biolóaica y su 

espectro antibiótico también eran idénticos. 

La estructura química del antibiótico fue reportada por 

Grove y colaboradores en 1952, la cual se presenta en la Fiaura 

1. 
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2. Caracterlaticaa e importancia de la grieeofulvina 

La ¡rieeofulvina es un polvo microcristalino de color blanco 

o cremoso, inodoro, ins1pido, neutro y quimicamente estable. Es 

muy poco soluble en a¡ua (0.001%; p/v) pero soluble en etanol, 

metanol (0.1%; p/v) y en dimetilforlll8.lllida (12 . 0%; p/v). Tiene una 

rotación óptica de (+354c1°) y (-419~_')); no puede eer acetilado 

(Oxford y col., 1939). Presenta absorción máxima de luz 

ultravioleta a 324, 291, 252 y 236 nm . Ee estable en estado seco 

por al menos dos a~os a una temperatura de 38°C (Grove y col., 

1952) . 

En cultivos de superficie, con medios deficientes del ión 

c loruro y aún en medios normales, Penicillium 11ri11111ofulvum Y 

Penici llium nlgrlcsns produjeron el análo¡o decloro de la 

ariseofulvina a una concentración de 3-5 m¡/L . Cuando se 

a¡regó bromuro de potasio al medio deficiente del ión cloruro se 

aislaron trazas (1 - 2 mg/ Ll del bromo-análogo de la ¡rieeofulvi.na 

(He Hillan, 1954). 

Por otra parte, s e ha reportado que la ¡riseofulvina se 

sintetiza completamente deuterada cuando Penicillium 11riseofulvum 

ee cultivado en medios adicionados del óxido de deuterio, que es 

un compuesto radioactivo (Nona y col., 1968) . 

P. ¡¡ritJeofulvum y P. patulum producen muchos metabolitos en 

comdn además de la ¡rise.ofulvina, tales como ácido 6-

metilaalieilico, ácido gentisico y patulina siendo este último un 

compuesto carcinó¡eno (Rhodes, 1963). 
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La grieeofulvina inhibe el crecimiento micelial de varioe 

hongos cuyas paredee celulares contienen quitina, pero no tiene 

efecto en bacteriae, protoplaetoe de levadurae y hongoe con 

paredes celulares que contienen celulosa, por lo que no se le 

coneidera un antibiótico de ueo común (Brian y col., 1949). 

En la Cuadro 1 ee presentan aliiunos microorganismos cuyo 

crecimiento se ve afectado en presencia de griseofulvina (Huber, 

1974). 

De¡os y colaboradores ( 1959), reportaron que la dosis de 

¡rieeofulvina debe ser administrada oralmente para el 

tratamiento de infecciones dermatof!ticas. Al!I!, cobayos 

infectadol!I con Hicrosporum canis fueron curados con una dosis 

oral de 60 mg de grieeofulvina por cada kilogramo de peso. 

A partir de esa publicación, varios grupos de investigadores 

empezaron a administrar ¡rieeofulvina a humanos que presentaban 

infecciones dermatofiticas, reportando el 6xito en el tratamiento 

con el nuevo antimicOtico (Roth, 1960). 

Actualmente la ariseofulvina es ampliamente usada como el 

antibiótico antifún¡ico de elección para el tratamiento de 

infeccionee dermatofiticae crónicas en humanos y animales. 

Ejemplos de talea infecciones son aquellas que ee desarrollan 

principalmente en el cuero cabelludo, las ui'ias, la ingle y las 

~reas interdigitales de los pies (Howard, 1983) . En la Cuadro 2 se 

presE:ntan las caracterieticas clinicas de este tipo de infec­

ciones caueadae por hongos. 
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CUADRO 1 

SENSIBILIDAD DK ALGUNOS ORGANISHOS A LA GRISB'OFULVINA 

================================================================== 
ORGANISMO GRISEOFULVINA 

(ug/mL) 

~ DE INHIBICION 

================================================================== 

Al ternaria tenius 10 39 ( a J 

Glomerella cingulata 10 65 (a) 

Hicrosporum gypseum 5 97 (a) 

Trichophyton interdi¡¡italis 10 95 (a) 

Tri c hophyton mentagrophytes 5 95 (a) 

Armillaria mellea 1 50 (b) 

Botrytis allii 1 50 (b) 

Diaporthe perniciosa 1 50 (b) 

Phoma betae 1 50 (b) 

Botrirys cinerea 20 90 (a) 

Saccharomyces cerevisiae ( ins) 

Gandida albicans Cine) 

Penicillium chryso¡¡enum Cine) 

================================================================ 
(a) Basado en peeo seco; (b) Basado en crecimiento radial por eneayo 

microbiológico en placae con medio eólido; Cine) ineeneible a la 

grieeofulvina (Huber, 1974). 
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CUADRO 2 

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS PRINCIPALES INFECCIONES DERl'IATOFITICAS 

========================================================================================= 
TIPO DE INFECCION LOCALIZACION CARACTERISTICAS DE LAS LESIONES 
========================================================================================= 
Tiña corporal 

Tiña de loe pies 
(pie de atleta) 

Tiña crural 

Tiña cefálica 

Onicomicoeis 

piel no pilosa, lisa 

eepacioe interdigitales 
de los pies 

ingle 

cabello 
(endotrix, hongo dentro de 
diáfieie pilosa; ectotrix, 
hon¡o sobre la superficie 
del cabe 1 l n) 

uf!. a e 

parchee circulares con bordee rojos 
vesiculosoe crecientes y descamación 
central, prurito 

prurito, piel roja vesiculosa en la faee 
aguda; eecamae y fieuras en la faee cró­
nica 

eecamae eritematosae en zona intertrigi­
noea, prurito 

parchee circularee de calvicie, con cabe­
llos cortoe 6 rotos dentro de loe folicu­
los piloeoe; querión raro, loe cabellos 
infectadoe con Hicro~porWD dan fluoree­
renr.i ~ 

uñas grueeae o deemenuzadas dietalmente 
cambio de color, sin lustre; por lo gene­
ral asociada con la tiña de loe pies 

========~================================= = ============================================== 



Actualmente ee han identificado 40 eepeciee de hongoe 

infeccioeoe que eon pató1enoe al hombre, loe cualee pertenecen a 

tree aeneros: Tr1chophyton, Hlcrosporum y Ep1dermophyton, de lae 

cualee 11 eepeciee eetán implicadas en infeccionee humanae 

(Haehimoto, 1991). Se¡dn eu adaptación eetos hongoe pueden ser 

1e6filoe (cuando el euelo ee el hábitat natural), zoófilos 

(cuando una variedad de animalee actdan como huéeped natural) y 

antropófiloe (cuando el hombre ee el huéeped natural) (Blumer y 

Fromtling, 1963). 

En la Cuadro 3 ee enlietan loe or¡aniemoe caueantee de laa 

principales infecciones dermatofiticas en humanoe. 

Exieten otrae infeccionee que también pueden eer tratadas 

con la grieeofulvina. Un ejemplo ee la curación de la esporotri­

coaie, infección cutánea producida por Sporothrlchum schenck11 

localizada ein la piel de loe brazos, la cual se ha tratado 

experimentalmente por médicoe mexicanos obteniendo resultados 

exitoeos (González-Ochoa, 1960). 

La grieeofulvina ea actualmente recomendada para el tratamiento de 

infecciones en humanos de acuerdo al Cuadro BAeico de Medicamentos del 

Sector Salud eri México ( 1966). La admietración oral de la 

¡rieeofulvina por periodos prolon¡adoe ha moetrado tener una toxicidad 

remarcablemente baja, no hay reportee de manifeetacionee tóxicas 

ei¡nificantee. En al¡unoa pacientes se han detectado reacciones 

eecundariae como diarrea, cefalea, naOeea, leucopenia y erupcionee 

cut4neae. No ee han reportado anormalidadee en la función hepática, 

renal o de la química eangu!nea. En ratae ee demoetró que el 

antibiótico no ee un a¡ente carcinó¡eno (Huber, 1974). 

En cultivo de tejidoe, ee ha encontrado que la ¡rieeofulvina en 

concentracionee de 100 ug/mL inhibe el crecimiento de célulae HeLa y 
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CUADRO 3 

HICROORGANISHOS CAUSANTES DK LAS PRINCIPALES IMFKCCIOMES 
DKRHATOFITICAS BM HOHANOS 

================================================================== 
INFECCION AGENTE CAUSANTE 
======================================:=========================== 
Tifía de la cabeza 

Tifía del cuerpo 

Tif'la crural 

l'ifía de los pies 

Tif'la de las uf'las 

HicroBporum canis 
Trlchophyton tonsurans 
Trichophyton mentagrophytes 

Hicrosporum canis 
Triclwphyton mentagrophytes 
Trlchophyton rubrum 
Trlchophyton tonsurans 
Trlchophyton concentriccum 
Epldermophyton floccosum 

Trichophyton rubrum 
Trichophyton mentagrophytes 
Epldermophyton floccosum 

Trlchophyton mentagrophytes 
Trlchophyton rubrum 
Epidermophyton f loccosum 

Trlchophyton rubrum 
Trichophyton mentagrophytes 
Eplderrnophyton floccosum 

================================================================== 
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de U.neae celularee de piel humana. A una concentración de 1 mg/mL, 

ca u ea la destrucción completa de dichas células. También se ha 

reportado que el antibiótico causa 1emaci6n del amni6n del feto humano 

y de lae c6lulae del rifion del mono. En relación a otros sistemas 

animales, la 1riseofulvina causa inhibición de la espermato¡éneeis en 

ratones y necroeis del epitelio seminífero en ratae (Huber, 1974). 

En la a¡ricultura se ha reportado que la griseofulvina inhibe la 

¡erminación de eemillae y el crecimiento de la raiz de ciertas 

plantae. Por ejemplo, inhibe el crecimiento de la raíz de la semilla 

de mostaza y lo retarda en lae eemillae de tri¡o y trébol, sin que la 

¡erminación de éetae ee afecte (Brian y col . , 1949). 

Cuando la lechu¡a y la avena ee expueieron a este antimicótico, se 

inhibió el desarrollo de las ra1cee y del tallo (Huber, 1974). No 

obstante, la griseofulvina también ha eido ampliamente usada para el 

control y tratamiento de infecciones por Botryt1e en la lechuga y de 

Alternarla en el tomate (Roth, 1960). 

3. Incidencia de lae enfermedadee producidas por dermatofitoe 

Las enfermedades micóticas del hombre se observan en el mundo 

entero, tanto en climas c6.lidos como en frioe. Sin embar¡o, ea en 

las regiones c4lidas y hllmedas donde se rellnen las condiciones 

que son m4e favorablee para la proliferación de hongos que son 

pató¡enos o eaprófitoe a plantas, animalee y al hombre . Las 

dermatofitoeis eet6.n entre las infeccionee mioóticae 1116.e prevalentes 

en el mundo (Blumer y Fromtling, 1983). En Hllxico, las enfermedades 

infecciosas de la piel también están situadae entre los primeroe 

lu¡aree, aunque lae estadíeticas respecto a las poeicionee que ocupan 

loe diferentes tipoe de ti~ae en la población han variado a lo largo 
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del tiempo . Por ejemplo, en la década de los sesentas la tifia de la 

cabeza ocupaba el primer lugar, en los ~os 70 y 80's la tifia de los 

piee ocupó el primer sitio (Arenas, 1982). 

Una de las caracterieticas que distinaue a las dermatofi tosía 

de las dem4s infecciones micóticas es el contagio natural de la 

enfermedad, la infección es transmitida de persona a persona 

directamente por contacto o indirectamente vía fomites 

contaminados con escamas de cabellos o uftas. También se adquiere 

por contacto con animales infectados o por exposición directa al 

suelo infestado por dermatofitoe (Hashimoto, 1991). 

Datos eetadieticos reportados indican que en México, la tifta de la 

cabeza se observa principalmente en nifios y ocasionalmente en mujeres 

adultas, la del cuerpo en cualquier edad y sexo, la tifla de la ingle y 

de los pies predomina en varones adultos y la de las uflas en adultos 

(Arenas, 1982.) . 

Es de suma importancia mencionar que en los hospitales del 

Sector Salud se aprecia notablemente que la consulta 

dermatoló¡ica en general aumenta cada afio (León, 1970). Las 

principales causas de este aumento son: 

a) loe animales domésticos eetAn en contacto directo con loe 

humanos, 

b) el uso excesivo de corticoeeteroides, que son productos que 

causan predisposición a infecciones por hon¡oe, 

c) la prActica de deportes de moda como " jo¡gin¡" , "aerobios" , 

artes marciales y otros que implican el uso frecuente de 

tenis provocando sudoración excesiva, 

d) el ueo de ropa estrecha y de tela sintética, 

e) el estado socio económico y cultural, ya que la frecuencia y 

severidad de las dermatofitoeie está intimamente relacionada 
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con la forma de vida de los habitantes de una resiOn; aquellos que 

viven en le.e zonas mAs mar¡inadas donde la insalubridad prevalece, 

son los que padecen infecciones más severas (Arenas, 1982). 

4. Invasión al huésped y mecanismos de patogenia de hongos 

dermatofitoe 

El parasitismo empieza por la ¡erminación de una espora del 

hon¡o pató¡enico posada sobre el huésped, para lo cual el 

microorganismo requiere de una alta humedad. La espora también 

pUede penetrar por pequeí'los orificios o abrasiones presentes en 

la . piel, iniciándose la actividad parasítica inmediatamente 

(Hashimoto, 1991). 

Los dermatofitos usualmente invaden y parasitan mécanica o 

enzimátic811lente, sólo aquellas partes queratinizadas de la piel, 

ui'las y cabello (Blumer y Fromtling, 1983). 

La relación huésped-parásito altamente desarrollada ea la 

responsable de muchas manifestaciones clínicas, por ejemplo el 

rompimiento de 1 ca bel lo y la destrucción de ufias, que van 

acompaí'ladas de reacciones inflamatorias y eczematosas. De loa 

hon•os pato¡6nos, cada g6nero mueetra preferencia por infectar 

tejidoe eepecificos, por ejemplo, HJ.crol!lporum infecta el cabello 

y la piel, EpJ.dermophyton infecta piel y ufiae y TrJ.chophyton 

atacan pelo, piel y uflas (Blumer y Fromtlin•, 1983). La 

desaparición espontánea de las lesiones es comlln, los síntomas 

clinicos desaparecen sin tratamiento alauno, sin embar¡o el hongo 

puede sobrevivir en el sitio infectado durante varios ai'loa, 

convirtiéndose asi en un portador. La exposición de la lesión a un 

trauma o a un medio hllmedo-cálido, puede estimular la reaparición de 
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la infección (Haehimoto, 1991). 

La reacción inicial del huésped a la infección incluye la 

infiltración de neutr6filoe y la formación de un edema epidermal, 

probablemente como una respuesta a loe componentes quimotácticos 

de lae c6lulae dermatof!ticae. Al inicio de la infección se 

incrementa la proliferación epidermal como defensa del huésped 

contra loe dermatofitos (Hashimoto , 1991). 

Al establecerse el dermatofito, el curso de la infección se ve 

influenciado por otros factores del huésped, tales como el estado 

inmunol6aico, la exposición previa al hon¡o o la predisposición 

gen6tica inherente (Haehimoto, 1991). Muchae de estas interacciones 

hu~eped-paráei to eon dependientee del medio y de las enzimas 

extracelularee hidroliticae producidas por loe dermatofitos como 

proteasas, lipaeae, foefataeas, nucleaeae y glucosidasae (Blumer y 

Fromtlin¡, 1963). De estas enzimas, lae proteol1ticas (queratinasa, 

cola¡enaea y elaetasa) son las más frecuentemente implicadas en la 

pato¡éneeis . Algunas de estas pueden actuar , ya eea facilitando la 

penetración de loe tubos germinales o hifas del hongo en la queratina 

de loe tejidos epidermalee, asegurando loe nutrimentos para el 

crecimiento fung!co o bien produciendo una respuesta inmune 

inflamatoria local (Haehimoto, 1991) . 

Se ha reportado que una cepa de Hicrosporum 6YPBeum y algunas 

eepeciee de Trichophyton producen una enzima elaetaea que lee 

permite de¡radar la elaetina, componente del tejido humano. 

Adicionalmente, Trichophyton 1!1Choenle1n11 produce enzimas capacee 

de solubilizar las tres eecleroprote!nae : queratina, elaetina y 

col!¡eno. 
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Otros eetudioe tambi6n demoetraron la existencia de actividad 

proteolitica eobre la queratina y la presencia de eus productoes de 

de¡radación en una cepa de HicroaporUJD gypa"UllJ. Al respecto, se han 

observado tres fases de de¡radación: la inicial caracterizada por un 

rApido crecimiento e incremento en la actividad proteolltica; la fase 

media, caracterizada por una diS111inuci6n de las actividades de la fase 

inicial y la fase final, definida por un nuevo incremento en la 

descomposición del euetrato pero con reducción continua del 

crecimiento y de la actividad. Loe principales productos de la 

queratinolisis son p6ptidos eencilloe (Blumer y Flomtlin¡, 1983). 

También ee ha reportado que una cepa de T. rubrum secretaba 

lipaea y fosfolipaea A. Esta foefolipasa parece ju¡ar un papel 

importante en la func4ón de la membrana celular y aei ayudar al 

dermatofito a la invasión de las c6lulas huésped (Blumer y 

Fromtling, 1983). 

La barrera principal para una infección fdn¡ica en humanos son 

lae euperficiee epi telialee, esta penetración ee necesaria para el 

si¡uiente estado patoló¡ico. Si bien el ¡rado al cual el hon¡o puede 

penetrar el epitelio ejerciendo solamente presión mecánica en la 

c6lula huésped ha _ sido poco estudiado, se ha observado que el micelio 

del hon¡o penetra en la capa córnea, favorecido por la presencia de 

una escoriación, as! el micelio avanza y se reproduce dicotómicamente 

(Odds, 1991). El hu6sped reacciona a la penetración del hongo 

¡eneralmente por la formación de vesiculae en los sitios de contacto 

entre los filamentos del micelio y la piel sana, apareciendo una 

lesión dermatofltica rodeada por una corona de veslculas o eecamae 

perif6ricas llamada "ring worm". La lesión se extiende excéntricamente 

con la aparición de nuevas vesiculas mientras que del centro se 

liberan filamentos activos que tienden a avanzar (Arenas, 1982) . 
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El pelo 5 610 ee atacado secundariamente, ei uno de loe 

filamentos encuentra un orificio piloeo, éste continua por la 

capa córnea de la epidermis y ee filtra haeta el infund1bulo, ah1 

el parásito encuentra otra fuente de queratina, el cabello. La 

progresión del hongo se detiene donde no hay queratina, al nivel 

del cuello del bulbo piloso (Arenae, 1982). 

En experimentos in vitro se observó que el micelio del 

hongo invasor tenía forma de ramificacionee bifurcadas y 

aplaetadae, lae cuales se empujaban entre e! bajo lae e!lcall'"l.e 

cuticularee. Otroe estudioe, revelaron que la hifa del hongo 

dermatof!tico di¡¡iere primero la región endocuticular menos 

resistente del cabello; posteriormente la capa exocuticular dejando 

intacta la resistente epicut1cula del cabello (tomado de Blumer y 

Fromtling, 1983) . 

5. Hodo de acción de la grieeofulvina 

Administrada por vla oral, el antimicótico aparece en el estrato 

córneo de 4 a 8 horae después de eu administración. La griseofulvina 

ee difunde y se incorpora a lae células queratinizadae (Hedoff y 

Kobayashi, 1983). 

El grado de ab!lorción de la ¡¡ri!leofulvina en el tracto 

gastrointestinal varia dependiendo del tamal'io de la particula 

del medicamento, del con!lumo de graea!I y lipidoe, de la taea de 

disolución en loe fluidos inte!ltinalee y del régimen de la doei!I 

(Hedoff y Kobayashi, 1983). 

Kl ll'lecaniBlllO exacto mediante el cual e!lte antibiótico produoe eu 

efecto contra loe dermatofitoe ee a~n deeconocido, ein embarao, Gull y 
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Trinci (1973) reportaron que al aareaar arieeofulvina al medio de 

crecimiento del microor¡aniemo de prueba (Baaidiobolus ranarum) se 

produjo una multinucleación en lae hifae fun¡alee donde cada núcleo 

eetaba fieicamente separado uno de otro. También ee observo que la 

taea de crecimiento radial de lae coloniae de B. ranarum eetaba 

invereamente relacionada al lo¡aritmo de la concentración de 

grieeofulvina en el medio . 

El-Nakeeb y colaboradores (1965), demoetraron que la 

absorción de la grieeofulvina por H. gy¡>l!leU/11 involucra un proceso de 

doe etapas, de manera eimilar a lo obeervado en plantae donde la 

¡rieeofulvina ee abeorbida y tranelocada ein alteración. En la primera 

etapa el hon¡o abeorbe pequeftae cantidades de la ariseofulvina 

adicionada al medio, lo cual probablemente ee facilita por loe 

11pidoe que conetituyen la membrana celular. La eegunda fase, de 

penetración, es prolongada y requiere una fuente de energ1a. En otros 

estudioe, Brian y colaboradoree ( 1949) encontraron que la 

griseofulvina no tiene efecto sobre la reepiraciOn de T. rubrum. 

Por otra parte, ee ha reportado que la arieeofulvina afecta los 

microtúbuloe de las células animalee. Se ha obeervado que después de 

inyectar grieeofulvina a ratas, la mitoeie ee detiene en lae células 

de la médula óeea y del epitelio inteetinal, principalmente durante 

la metafaee. También ee obeerv6 que la ¡rieeofulvina causa 

deeorientación del hueo, diepereiOn de loe cromoeomas e inhibe el 

movimiento de loe cromoeomae hacia la anafaee (Tomado de Medoff y 

Kobayaehi, 1963). 

A nivel molecular, la arieeofulvina difiere de otroe antimitóticos 

como la colchicina ya que se une a loe receptoree en la tubulina e 

inactiva lae eubunidades libree. Lo que hace evidente eeto, ee que la 
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griseofulvina no interfiere con la polimerización de la tubulina in 

vi tro y que las célulae HeLa detenidas en la metafase muestran 

microtúbulos morfolóaicamente normales <Grieham y Wilson, 1973). Bn 

este caso la grieeofulvina altera la función de los microtúbulos 

intactos en las células, más que causarles despolimerización (Medoff 

y Kobayashi, 1983). 

Sin embargo, existen datos que muestran que la ariseofulvina 

interfiere con la polimerización de la tubulina in vitro y que 

los efectos observados durante el ensamblamiento microtubular si 

dependen de la concentración del antibiótico. A una concentración 

de lxlo-5 M de griseofulvina, las células 3T3 fueron detenidas en 

la metafaae y presentaron microtúbulos normales pero cuando la 

concentración se aumentó a 5xlo-5 M loe microtúbulos citoplásmi­

cos fueron destruidos (Medoff y Kobayashi, 1983). 

Además de las propiedadeB antimitóticas y la acción in vi tro 

contra la tubulina, la griseofulvina comparte otras propiedades con 

la colchicina y los vinca-alcaloides. Estudios in vitro realizados en 

cámaras Boyden, demostraron que a concentraciones de griseofulvina 

entre 0.1 a 1.0 ug/mL, se inhibe la quimotaxis de leucocito s 

polimorfonucleares de humano (Medoff y Kobayashi, 1983). 
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8. llicroorganimioa productores de Kriaeoful'Yina 

La ariaeofulvina fue aislada por vez primera del micelio de 

PenJc1111UJD 6r1seofulvum (Oxford y col., 1939), pero también se 

ha reportado como un producto metabólico de otras especiee. Se 

report6 la presencia de grieeofulvina en caldoe de fermentación 

de P. vJ.rldJ.-cyclopium, P. brunneo-atolonlferum y P. nigr1cana 

var. sulfuratUlll. Otrae eepeciee productoras de grieeofulvina, con 

excepci6n de P. brifeldianum Dodge, pertenecen a dos grandes 

divisiones reconocidas del género Peniclllium: Asimetrica 

Fasciculata y Asimetrica Divaricata (Tomado de Rhodes, 1963). 

En la Cuadro 4 ee enl istan los hongos productores de 

sriBeofulvina haeta ahora reportados. Muchas de las cepas que han 

sido usadas para la producción comercial de grieeofulvina son 

mutantes de P. patulum. 

Brian y colaboradores observaron que habla grandes varia­

ciones en la producción de arieeofulvina utilizando diferentes 

cepas cultivadas en varios medios. Eetoe autores notaron que las 

cepas con conidios producían gran cantidad de grieeofulvina, 

mientras que loe cultivos que producían esclerocio sintetizaban 

cantidades muy pequel'iae del antibiótico (Tomado de Huber y Tietz, 

1984). 

Una patente brit6nica eel'iala que obtuvo t!tuloe de 11 ma/mL 

mediante una mutación de eeporae de P. urticae con luz UV y 

f\llfonato de etil metano. Tambi'n se han obtenido mutantes de P. 
nigricans mediante tratamiento con urea nitrosometilo, radiación 

ultravioleta e isótopoe de azufre. El uso de los primeros dos 

mut6¡enos dieron una producción de 3.6 mg/mL. Con el isótopo de 

azufre di6 una produce ión de 3. 5 mg/mL ( Huber y T ietz, 1984) . 

18 



CUADRO 4 

HICROOliGAllISHOS PRODUCTORES DK GRISBIOFULVIMA 

=============================================================:= 
Pen1c1111um griseofulvum 

Pen1c1111um janczewsk11 

Pen1c1111um n11ricans 

Penicillium urticae 

Penic1111wn raistr1ck11 

Penicillium albidum 

Penicillium raciborskii 

Penicillium mel1n11 

Pen1c111111ln patulum 

Aspergillus versicolor 

Carpenteles brefeldianum 

Khauskia oryzae 

Nigrospora musae 

Nigrospora oryzae 

Nigrospora saccharii 

Nigrospora splaerica 

================================================================ 
Fuente: Huber y Tietz (1984) 
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7. Bioeinteeie 

La ruta completa para la bios1nteeis de la ¡riseofulvina no ha 

sido totalmente elucidada, lo conocido hasta ahora es el 

resultado de eetudios realizados con diferentes cepas de hongos 

CFi¡. 2). Birch v colaboradores ( 1958), demostraron que la 

estructura de carbono de loe anilloe de la mol6cula de 

¡rieeofulvina tienen origen polic6tido, ya que eurge de la unión 

de un hetacétido eencillo que a eu vez se forma por la unión de 7 

unidades de acetato. Eete origen se confirmó mediante el estudio 

de la incorporación de acetato marcado con c14, en la mol6cula de 

¡rieeofulvina durante el cultivo de Psnicillium 6riBeofulVUJ11. 

Rhodes y Boothroyd ( 1961), detectaron la preeencia de 

benzofenona griseofenonae A, B y C y de ¡rieeoxantona C, al 

detener a diferentes tiempos la producción de ¡rieeofulvina en un 

cultivo de Penic11lium patulum. Con esto demostró que el primer 

producto arom6tico que se forma es la griseofenona C, la cual es 

convertida primero a griseofenona B y luego a ¡riseofulvina, por 

lo que sólo las grieeofenonas B y C eon precursoree de la 

ariseofulvina (Fig . . 2). 

Las sriseofenonae B y C tambi6n pueden eer convertidas a 

¡riseofenona A pero la incorporación de A en la ¡rieeofulvina 

nunca se ha logrado, por lo que 6eta es solamente un ce-producto 

de la bioe1ntesis. 

Rhodes y Boothroyd ( 1961) eugiriero;:i. que el eetado final de la 

bios1ntesis involucra la unión de la ¡rieeofenona B a un complejo 

multienzim6tico el cual lleva a cabo reacciones de oxidación , 

reducción y metilación de intermediarios enlazados a la prote1na. 
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La introducción del cloro en eetadoe tard!os de la biosinte-

eie es semejante a la bioe1ntesie de otros productos microbianos 

clorados (Turner, 1975). La decloroariseofulvina es un co­

metabolito de la arieeofulvina; se ha detectado en cultivos 

superficiales de P. gri.eeofulvum y de algunas cepas de P. jancz­

"9eJdi.. Sin embarao, en medios sin cloruros o en presencia de 

inhibidores de la cloración P. patulum acumula arieeofenona C 

pero la decloroariseofulvina no se produce (Turner, 1975). 

El tiempo en que .ocurren las metilacionee y la cloración es de 

euma importancia. La cloración de la arieeofenona C puede ocurrir 

en cualquiera de las dos posiciones del anillo A, pero el anillo 

B sólo se cierra si el carbono clorado ee adyacente al carbono 7a 

(Sato y col., 1978). 

En la Fig. 2 se muestra la secuencia de metilaciones 

reportada Pc>t> Harria y colaboradores ( 1978). Una benzofenona 

monometilada (3) sufre una 0-metilación para dar la ariseofenona 

C ( 4), la cual ee seguida de una cloración para dar la 

ariseofenona B (5). En seguida ocurre una ciclización oxidativa 

de la ¡rriseofenona B para dar el arisan (8) el cual ee seauido de 

una 0-metilación adicional para dar la dehidroariseofulvina (7) 

que finalmente al sufrir una reducción se convierte en 

¡riseofulvina (8). 

8. Hedioe de cultivos para la producción de arieeofulvina 

Para la producción de griseo1ulvina se han reportado doe 

técnicas de fermentación. La primera técnica que se aplicó fue la 

de cultivo liquido en superficie y posteriormente fue cultivo 

eumeraido. 
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Para el cultivo liquido en 8Uperficie ee han utilizado loa 

medioe que ee presentan en la Cuadro 5. Oxford y colaborado re a 

(1939) y Hemming y colaboradoree (1971) utilizaron un medio que 

contiene loe miemos ingredientes del medio Czapek-Dox. 81 medio 

reportado por Huber y Tietz ( 1984), ea similar pero adicionado de 

otrae ealee mineralree. Como se observa en la Cuadro 5, eetos 

medioe definidoe contienen glucoea como fuente de carbono y una 

eal de nitrato como fuente de nitrógeno. En cambio, Brandl y 

colaboradores (1969) utilizaron un medio complejo conteniendo 

sacarosa como fuente de carbono y agua de cocimiento de ma!z como 

fuente de nitrógeno. 

Respecto al tiempo de incubación Oxford y colaboradores 

reportan de 65 a 85. diaa para la obtención de ¡rieeofulvina, 

mientras que Huber y Tietz ( 1984) indican que el término de la 

fermentación ocurrió a loa 24 diae. En ninguno de eetos caaoa se 

menciona el titulo de griaeofulvina obtenido. Hemming y 

colaboradores (1971) por au parte, encontraron que después de 14 

diae de cultivo, Khuskia oryzae alcanzó un titulo de 130 mg/L. 

Para la fermentación en superficie a gran eecala Brandl y 

colaboradores (1969), dise~aron un reactor no convencional. 81 

cultivo ee lleva a cabo en diecoe apiladoe dentro del reactor. El 

aire hómedo ee euminietra de manera que el flujo de aire eeté en 

dirección opuesta al crecimiento micelial. Deepués de 21-24 diae 

de cultivo con P. urticae ee obtuvo un titulo de producción de 

7-10 g/L. De acuerdo a loe autoree, a pesar de que la producción 

máxima y la productividad en cultivo en euperficie parecen eer 

más bajae con respecto a lae obtenidas en fermentacionee 

eumergidae, loe requerimientos de energía eon fuertemente 

reducidoe, por lo que su uso tiene gran interés. 
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CUADRO 5 

PROOOCCIOH DB GRISBOJULVIHA MKDI.AMTB CUL?IVO LIQUIDO BH SUPERFICIE 

========================================================================================= CEPA INGREDIENTES 
DEL MEDIO 

REFERENCIA 

========================================================================================= 
P. 11rit1tJofulvum 

P. urtlcatJ 

Khuakla oryzae 

P. j11.nczwet1kli 

slucoea 
NaNQ3 
KH2P04 
KCI 
HsS04 
FeS04 

Sacaroea 
aaua de cocimiento 
KCl 
NaS04 
KH2~04 
CaC03 

slucoea 
NaNQ3 
KH2P04 
KCI 
MsS04 
FeS04 

Gucoea 

KH~~4 
Mg504 
FeS04 
CuS04 
ZnS04 
MnS04 
KMo04 

Oxford y col., 1939 

Brandl 
de ma1z 

y col., 1969 

Hemming y col., 1971 

Huber y Tietz, 1984 

========================================================================================= 



In la Cuadros 6 y 7 se presentan los medios de cultivo 

empleados para la producción de ariseofulvina en cultivo 

eumeraido. La Cuadro 6 se refiere exclusivamente a estudios 

realizados a nivel matraz mientras que la Cuadro 7 reúne loe 

trabajos llevados a cabo en fermentadores de aran escala. 

Las fuentes de carbono comünmente usadas a nivel de matraces 

son alucosa o lactosa; sin embarao, tambi6n ha sido reportado el 

uso de hidrocarburos (Laine y Haanoux, 1971). 

Cuando los hidrocarburos se utilizaron para la producción de 

ariseofulvina con P. 1rlaeofulvum, P. patulum o P. n11ricans, la 

fermentación se llevó a cabo en dos etapas, en la primera se 

utilizaron levaduras, particularmente Candlda troplcalls y C. 

llpolytlca para iniciar el catabolismo de los alcanos. 

Posteriormente, los hidrocarburos parcialmente de¡radados fueron 

utilizados como fuente de carbono en la se¡unda etapa en la cual 

se inició la slntesia del antibiótico, obteni6ndose producciones 

de 2.55 a/L deepu6e de 4 dias. 

Rhodes y He Gonaale (1963) utilizaron como fuente de nitró¡eno 

aaua de cocimiento de malz (ACM), loe autores afirman que este 

requerimiento puede ser parcialmente reemplazado por colina 

obt6niendose producciones m's altas que al utilizar el medio 

or iainal. Tambi6n mene ionan que otros componentes donadores de 

arupos metilo pueden ser beneficos para la fermentación. Otros 

autores prefieren el uso de fuentes de nitróaeno inora4nico como 

nitrato de sodio (Laine y Haanoux, 1971; Hemmina y col., 1971), 

de amonio ( Nordmman y col., 1968) o de potasio (Huber y Tietz, 

1984). Respecto a la fuente de fosfatos, la mayorla de los 

autores reportan el uso de fosfato ácido de potasio. 
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CUADRO 6 

PROIXJCCION DK GRISEOPULVIMA KN CULTIVO SUKKRGIDO 
A NIVEL DE MATRACES 

========================================================================================== 
CEPA VOLUMEN DE 

TRABAJO (ml) 
INGREDIENTES 

DEL MEDIO 
TITULO 
(a/l) 

RRFRRRNCIA 

========================================================================================== 
P. patulWD 60 

P. urtlcae 100 

Khuskia oryzae 200 

P. griseofulvum 500 

P. grlseofulvum 50 

ACM 
lactosa 
cal 
KH2P04 
KCI 
colina 

glucosa 
NH4N03 
KH2P04 
KCI 
CaC03 

glucosa 
NaN~ 

rcí 4 
MgS04 
FeS04 

¡asoleo 
NaNQ3 
KH2P04 
KCI 
MgS04 
FeS04 
CuS04 
ZnS04 
MnS04 
KMo04 

glucosa 
KN03 
KH2P04 
MgS04 
FeS04 

10.495 Rhodes y McGonaale, 1963 

9.05 Nordmman y col., 1968 

0.04 Hemming y col., 1971 

2.55 Laine y Magnoux, 1971 

0.200 Huber y Tietz,1984 

CuS04 

=====================================~~~~~=============================================== 



CUADRO 7 

PROOOCCIOH DB GRISBOFULVINA EN CULTIVO SUHKRGIOO 
BM FKRMBMTADORBS DR GRAN ESCALA 

========================================================================================= 
CEPA VOLUMEN DE 

TRABAJO 
(1) 

INGREDIENTES 
DEL MEDIO 

TITULO DB 
GRISEOFULVINA 

(g/l) 

REFERENCIA 

========================================================================================= 
P. patulWD 450 

P. patulwo 3785 

P. patulWD 1514 

P. patuli.m 3000 

ACM 
lactol!!la 
cal 
KH2P04 
KCI 

ACM 
(NH.4>2S04 
KH2P04 
KCI 
CaC03 

ACM 
~so6 Kcfp 4 

ACM 
cal 
KH2P04 
KCI 

1.5 

14 

6.5 

15.4 

Rhodel!!I y col. , 
1956 

Dorey y col. , 
1962 

Hockenhull, 
1962 

Hockenhull, 
1962a 

========================================================================================= 



La preeencia de cloruro de potasio se advierte en varios caeos 

(Rhodee y He Gona1le, 1963 ¡ Nordmman y col. , 1968 ¡ Hemmin¡ y 

col., 1971¡ Laine y Haanoux, 1971), as! como de elementos trazas 

entre loe que destacan Ha++, Fe++, cu++ y zn++ (Hemmina y col., 

1971; Laine y Haanoux, 1971 ¡ Huber y Tietz, 1984) adicionados 

cOIDO sales de sulfatos. 

Loe tituloe de producción reportados en cultivo sumergido a 

nivel de matraces eon muy variados, se reportan desde loe 40 mg/L 

(Hemmin1 y col., 1971) hasta 10.495 1/L (Rhodes y He Gona1le, 

1963) pero también son diversas cepas lae que ee han utilizado. 

Para las fermentacionee en cultivo eumeraido a nivel de 

fermentadoree (Cuadro 7) aeneralmente ee reporta el ueo de aaua de 

cocimiento de maiz CÁCH) no eólo como fuente de nitró1eno, eino 

se emplea tambUm como fuente de carbono (Rhodes y col., 1957; 

Dorey y col., 1962! Hockenhull, 1962, 1962a). 

Rhodes y colaboradores (1958), adicionaron lactosa, glucosa o 

deeperdicioe de otros procesos como melazas como fuentes de 

carbono; mencionan también que pueden utilizarse araeas pero ee 

prefiere el uso de carbohidratos. 

Hockenhull (1962a), introdujo un proceso utilizando un medio 

con una concentración limitada de carbohidratoe, con el fin de 

tener control del pH durante la fermentacidn. La produccidn 

obtenida fue de 6 1/L después de casi 10 d!as de cultivo. Brandl 

y oolaboradoree (1969), utilizaron una eolucidn de sacarosa muy 

concentrada como fuente de carbono, asegurando que al tas 

cantidades de eacarosa a¡reaada al inicio de la fermentación 

produce altas concentraciones del antibiótico. 
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La optimización de la 

eianificativamente relacionada 

producción 

al control 

parece estar 

del suministro de 

carbono. De ahi que el uso de lactosa en cultivos en lote sea 

probablemente un mecanismo que provee una liberación lenta de 

hexoeae a trav6e ~e una hidrólisis enzim4.tica del disacárido. 

Bete reemplazamiento de lactosa por alucoea, como ee describe en 

varias patentes, da un control más directo sobre la velocidad de 

consumo de carbono. Ketrate1ias de fermentaci6n similares han 

sido ampliamente empleadas para fermentaciones industriales de 

penicilina (Huber y Tietz, 1984). 

Cuando ee utilizó aaua de cocimiento de malz como fuente de 

carbono y nitróaeno, al incrementar su oonoentración de 4 a 5 

s/L, la producción dei antibiótico aumentó de 6 a 9.4 1/L a las 

220 horas (Hockenhull, 1962a) . 

Por • otra parte, se mostró que el hecho de reemplazar 

parcialmente el aaua de cocimiento de maiz por sulfato de amonio 

presentó ciertas ventajas, de esta forma Dorey y colaboradores 

(1962) obtuvieron una producción de 14 a/L en un volumen de 3785 

litros. A este respecto, Rhodes y colaboradores (1957), también 

afirman que se obtienen mejores resultados cuando ee mezclan dos 

o mAs diferentes fuentes de nitró1eno. 

En todos loe medios ee reporta el uso de KH2P04 como fuente de 

foefato y salee como KCl y HaS04 principalmente. No todos loe 

medios reportan el uso de elementos traza. 

Los tltulos de 1rieeofulvina obtenidos por diferentes autores 

a nivel de fermentadores oscilan entre 1. 5 1/L (Rhodee y col., 

1957) y 15.4 1/L {Hockenhull, 1962a). 
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Para la preservación de loe hon¡oe productoree de ¡riseoful­

vina en medio e6lido se han repartado doe formulaciones. Oxford y 

colaboradores (1939) y Rhodes y colaboradores, (1956) citan el 

uso del medio Czapeck-Dox mientras que el medio empleado por 

Huber y Tietz, (1~64) contiene peptona. ¡licerol, melazas y 

salee minerales. 

9. Condiciones de fenmntac16n para la 

¡riseofulvina 

bioslntesis de 

De acuerdo a la literatura, las condiciones de mayor 

influencia en la bioeinteeie de ¡rieeofulvina son: el pH, la 

temperatura y la aeración. Bn la Cuadro 6 se describen las 

condiciones de pH y temperaturas utilizadas por al¡unoe autores. 

Hockenhull ( 1962a), encontró que mediante el control del pH 

se loaran aumentos en la producción de ¡rieeofulvina, siendo este 

parAmetro sensible a la concentración de carbohidrato presente en 

el medio. El pH debe mantenerse preferentemente entre 6.6 y 7.2 

al inicio de la fermentación, aqui debe tenerse en cuenta que la 

presencia de una sran cantidad de ¡lucoea causará una disminución 

del pH. De la misma forma Dorey y colaboradores (1962) 

recomiendan un pH inicial menor a 6.6, por lo que el medio 

deberá tener bajas concentraciones de carbohidratoe. 

Otros autores como Hemmins y colaboradores ( 1971) reportan un 

pH inicial de 5.6 y Nordmman y colaboradores (1968), indican un 

pH inicial de 5.3. 

Para Rhodes y colaboradores (1957) y Rhodee y He Gona¡le 

(1963) el pH no es un parámetro critico, pero preferentemente 

deberá ajustarse entre 4 . 5 y 5.5 antes de la fermentación, al 
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CUADRO 8 

roMDICIONES DK pH Y TBMPRRATURA PARA LA FKRMKNTACION DE GRISROFULVINA 

========================================================================= CEPA pH TEMPERATURA 
<ºC) 

REFERENCIA 

========================================================================= 
P. patulwn 4.5-5.5 (i) 25 Rhodee y col., 1957 

P. patulwn 6.6 ( i) 25 Dorey y col., 1962 

P. patulwn 6.8-7.2 (c) Hockenhull, 1962 

P. patulwn 4.5-5.5 (i) 25 Rhodes y McGonagle, 1963 

P. urticatt 5.3 ( i) 24 Nordmman, 1968 

K. oryzatt 5.5-6.5 (i) 24 He111111ing y col., 1971 

P. gri~ttofulvum 4.5-5 . 0 (i) 26 Laine y Magnoux, 1971 

=====================================================:=================== 
(i) pH inicial de la fermentación 
(c) pH controlado durante la fermentación 



tranacurrir el proceso el pH tiende a aubir y al final llega a un 

valor entre 6.5 y 8. Laine y Hagnoux (1971) reportan también un 

pH inicial entre 4.5 y 5.0. 

Respecto a la temperatura, todas lal!! fermentaciones l!!e llevan 

a cabo en un intervalo entre 24 y 26°C. 

El grado de aeración también ea un factor de l!!uma importancia 

en la fermentación de srieeofulvina. Rhodel!! y colaboradorel!! 

(1957), al realizar experimentos a nivel de matraces obl!!ervaron 

que entre más alto fue el grado de agitación , mayor fue la 

producción de grieeofulvina loe autores eei'lalan que existe una 

interacción entre el grado de oxigenación y el requerimiento de 

nitrógeno, de manera que cuanto máe baja fue la oxigenación, el 

nivel de nitrógeno requerido fue menor. A nivel de fermen tadores 

de gran escala (Cuadro 9), reportaron que durante e 1 proceso debe 

aumentarae poco a poco el suministro de aire, así la fermentac i ón 

se realizó a 0.62 volumenee de aire por volumen de medi o p or 

minuto (vvm) durante loe primeros ocho días , posteriormente ee 

incrementó a 1. 25 vvm, manteniéndola en este valor hasta el final 

del tiempo de incubación, la velocidad de agitación permane ci ó 

constante a 350 rpm . 

Dorey y colaboradores 

agitación conl!!tante de 

(1962), utilizaron una velocidad de 

220 rpm y fueron incrementando la 

velocidad de aeración conforme transcurrió la fermentación de la 

siguiente manera: 0 . 29 vvm las primera!!! 5 horas, de 5 a 10 horae 

de incubación a 0.59 vvm y de lae 10 horas en adelante a 0.93 

vvm. El procedimiento empleado por Hockenhu 11 ( 1962a) fue 

l!!imilar, él reportó que durante las primerae horas la velocidad 

de aeración fue de 0.46 vvm; de 5 a 10 horal!! fue 0.93 vvm y de 

las 10 horas hasta el término de la fermentación fue 1.49 vvm. El 

autor trabajó a una velocidad de agitación entre 160 y 165 rpm. 
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CUADHO 9 

CONDICIONBS DK OXIGKNACION PARA LA PHOIXJCCION DK GRISKOFULVINA 
KM FKRHKNTADORKS DE GRAN ESCALA 

========================================================================================= 
CEPA 

VELOCIDAD DE 
AGITACION 

(rpm) 
TIEMPO DE 

FERMENTACION 
(h) 

VELOCIDAD DE 
AERACION 

(vvm) 
REFERENCIA 

========================================================================================= 

P. urticae 350 O a 8 
8 al final 

O a 5 
5 a 10 

P. patulUJll 220 

10 al final 

160-165 O a 5 
5 a 10 

P. patulllll1 

10 al final 

0.62 
l. 25 

0.29 
0.59 
0.93 

0.46 
0.93 
l. 49 

!lliodee y col . , 
1957 

Dorey y col., 
1962 

Hockenhu 11 . , 
1962 

=======================================================================~================= 



III. JUSTI~ICACIOH 

La obtención de compuestos quimoterapéuticoe y bioactivoe a 

Partir de microor¡aniemoe ee una de lae ramas más importantes de 

la biotecnolos1a. Entre loe compueetoe más importantes producidos 

v!a fermentacionee industriales eet'n loe antibióticos, los 

a¡entes antitumoralee, las vitaminas y lae vacunas. De éstos, loe 

antibióticos eon los componentes que sobresalen desde loe puntos 

de vieta cl!nico y económico. A partir del descubrimiento de loe 

primeroe antibióticos ee han descrito más de 5500 compueetoe 

producidoe por microor¡aniemoe, pero sólo cerca de 150 tienen 

aplicación en medicina, en veterinaria y en la asricultura como 

productos con actividadee antibacteriana, antifún¡ica, pla¡uici­

da, antiviral o antitumoral. 

Loe antibióticos han eido estudiados más intensamente con un 

enfoque químíco o bioquímico, comparado con loe pocos ejemplos 

de procesos de fermentación que se han descrito como representa ­

ti voe en e 1 campo. Dado que para al11Unoe antibióticos, ee ha 

logr ado eu producc ión industrial, el entendimiento de eu quimica, 

eu modo de acción , su biosínteeie y el conocimiento de los fac­

tores que la afectan es limitado y no siempre de fácil acceso. 

En la literatura resaltan esencialmente dos aspectos, uno ee 

que el número de antibióticos antifúngicos reportados hasta la 

fecha ee mínimo comparado con loe de acción antibacteriana; el 

otro aspecto ee que muy pocos hon¡oe, principalmente del género 

Penicillium, son productores de antibióticos. Teniendo este marco 

de referencia, la griseofulvina se convierte en un modelo intere­

sante ya que es un antibiótico antifúnaico que además es produci­

do por un hon¡o. 

34 



La griaeofulvina ae produce comercialmente en varios pa!aee 

como Alemania, Austria, Hon¡¡ Kong, Japón, Reino Unido, Suecia, 

Suiza y España, entre otros (SPP, 1986). Sin embar¡¡o, poca ea la 

información en la literatura científica y aún en patentes, que 

puede reunirse para tener un panorama ¡eneral sobre loe aspectos 

máa sobresalientes del proceso fermentativo. 

La morfología micelial de loa microorganismos productore s de 

1riseofulvina y algunos de loa datos publicados, inducen a pensar 

que el proceso fermentativo puede ser aeneible a la transferencia 

de o x í ge no o a 1 a a con d i c i o ne s h id ro d i n á mi c a s que r i ge n e 1 

sistema de cultivo, de manera s i milar c omo suced e con la 

fermentación de penicilina. 

Tomando como baae es t os antecedentes, surg i ó un p r oyect o d e 

investi gación enc a mina do a e studiar el p roceso fer men tat ivo pa r a 

la producción de gr i ae ofulvina. Para la realización de l pre s e nt e 

trabajo, que ea precisamente el inicio d e di c ho proyecto, ae 

establec ieron loa objetivo s que s e present an a c ont i nuac ión . 
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IV. OBJETIVOS 

Cbjetivo general 

Real i zar estudios sobre la producción fermentativa de 

griseofulvina en cultivo sumergido. 

Objetivos eepeclficoe 

1) Realizar una compilación bibliográfica sobre los paré.metros de 

fermentación que determinan la s1nteeis de Ja griseofulvina . 

2) Establecer las condiciones experimentales para producir gri­

seofulvina en cultivo sumergido, a partir de una cepa se lec ­

cionada previamente, utilizando un medio preparado con reac­

tivos industriales y agua de la llave. 

3) Evaluar el efecto de la concentración de loe 1.naredientes del 

medio sobre la producción de griaeofulvina. 

4) Evaluar el efecto de la oxigenación sobre la producción de 

griseofulvinl'i. 



V. KSTRATKGIA 

Para alcanzar los objetivos planteados se eigu ió la estrate­

gia que se present a en la Figura 3 en forma de diagrama. La 

experimentación se inició con la selección de la cepa productora 

de griseofulvina tomando como baee el titulo producido en un 

medio conteniendo reactivoe induetrialee y agua de la llave, ein 

pasar por alto el 

del antibiótico. 

montaje de la técnica para la cuantificación 

Una vez selec c ionada la cepa se evaluaron, a niveJ de 

matraces, algunos 

griseofulvina como: 

factores que influyen la produ c ci ó n de 

el tipo de matraces y la con centración de 

ingredientes en el medio . 

Posteriormente se llevó el proceso a fermentador e s de 14 

li t ros donde se evaluaron el efecto de la veloc ldad de agit ac ión 

y el flujo de aire sobre la producc ión de griseofulvina . 

Ade m!s del titulo de griseofulvina ( ug/ml), se utilizaron 

otros parámetroe como 

productividad volumétrica 

ca (ug/ g células x dia), 

proceso fermentativo. 

producción eepecífica (ug/g células), 

(ug/ml x diaJ y productividad eepecifi­

con el fin de evaluar la eficiencia del 



Montaje de la t6cnlca de 

cuantificación mediante 

eneayo mlcroblológlco 

Seleccl6n de la cepa 

productora de grleeofulvlna 

!valuacl6n de la Influencia 

del tipo de matracH y la 

concentración de loe 

lngredlent.e del medio 

Evaluacl6n del efacto de 

IH velocldadH da agitación 

y aarecl6n en fermentadora• 

da 14 lltroe 

Flg.S Eetrategla eagulda para el Htudlo del prooeeo 

de fermentación para produccl6n de grl1eofulvlna 

en cultivo eumergldo. 



VI. MATERIALES Y l'IETDDOS 

REACTIVOS ANALITICOS 

Fenol, hidróxido de sodio, tartrato doble de sodio y 
potaeio,metabieulfito de sodio fosfato monobAeico de potasio, 
fosfato dibásico de potasio y dimetilformamida fueron adquiridos 
de J.T. Baker de Mexico , S.A . 

Acido 3 , 5-dinitrosalicilico de Aldrich Chemical Company , Inc., 
de Estados Unidos de Norteam6rica. 

Griseofulvina de Siama Chemical Co. de Estados Unidos de 
Norteamérica. 

Peptona , dextrosa y asar de Difco Laboratories de Estados 
Unidos de Norteamérica. 

Aaar de Sabouraud de Becton Dickinson de México, S .A. Asar de 
papa y dextrosa de E. Merck, Darmstadt, R.F.A. 

RKACTIVOS INOOSl'RIALKS 

Cloruro de sodio, sulfato de maanesio, nitrato de sodio y 
fosfato dibAsico de potasio se obtuvieron de la Drosueria Cosmo­
polita, S . A. de C.V., México. 

Glucoea fue obsequiada por Aranc ia Comercial, S . A. de C.V . , 
México . 

Para la selección del microoraanismo productor de ariseofulvi­
na se frobaron tres cepas: Ptmic1111wn 1r111eofulvum NRRL 989 y 
NRRL 2 50A y Pen1c1ll1um 1ri11eofulv1na NRRL 2300, las cuales 
fueron adQuiridas a través de la Colección de Cultivos del Depar­
tamento de Biotecnología y Bioinaenieria del ClNVESTAV-IPN. 

Para la cuantificación de sriseofulvina por ensayo microbio-
16aico se utilizó Hlcro11porUJ11 11YPt1t1UJ11 ATCC 14683 como microor­
aaniS1110 de prueba . 
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HKDIOS DK CULTIVO 

Medio de propagación de Pen1c1111ua 11rleeofulV1111 

A1ar de papa y dextroea 

Medio de propagación de lflcroaporum /lTPBBml 

Agar de Sabouraud 

Medio para la producción de sriaeofulvina 

Contenia: glucoea, 80 g; nitrato de eodio, 2.5 1; KH2P04, 1.0 1 y 
M1S04, 0 . 5 1; disueltoe en 1000 mL de agua de la llave . 

Medio para cuantificación de sriseofulvlna por ensayo microbio­
lógico 

Con¡enia: peptona~ 10.0 1; dextroea, 40.0 1 y agar, 15.0 g, di­
sue tos en 1000 mu de agua deetilada . 

Todos loe medios fueron eeterilizadoe durante 15 minutoe a 
121oc. 

PRKPARACION DE LA SUSPKNSIOM DR ESPORAS 

Las diferentes cepas productoras de grieeofulvina ee culti­
varon en cajas Petri con medio de agar de papa y dextrosa a 25ºC 
durante 10 diae. Una vez crecidos loe mlcroorganil!lllloe se prepara­
ron suspensiones de esporas en agua destilada estéril hasta tener 
una deneidad óptica de 0.5 leida a 580 nm en un colorimetro 
Spectronic 20 (Baush & Lomb) . Para inocular se emplearon 1 . 0 mL 
de esta euspeneión por cada 100 mL de medio. 

PHOOOCCICM DB GRISIEPULVINA EN HATRACKS 

Loe matracee con medio de producción ee inocularon con 
eeporae de las diferentes cepas productoras de grieeofulvina y se 
incubaron a 29°C en un a¡itador rotatorio (New Brunewlck Scien­
tific, Co.) con una velocidad de agitación de 160 rpm durante 12 
d1as. 

Durante la fermentación, diariamente se tomaron muestras en 
fonna aséptica, se centrifu¡aron a 5000 rpm durante 15 minutos en 
una centrlfu¡a cllnica. Kn el eobrenadante se midió el pH y se 
determinaron 1rieeofulvina y ¡lucoea residual. El precipitado 
sirvió para determinar el crecimiento celular. 
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PRODUCCION DK GRISKOFULVINA KN FKHKKMTADORKS DB 14 LITROS 

Los experimentos ee llevaron a cabo en un módulo para tres 
fermentadores de 14 litros (Labroferm, New Brunewick Scientific 
Co.) a una temperatura de 29°C. Loe ~ermentadoree estaban equipa­
dos con 3 impulsores tipo turbina y un difusor de anillo. El 
volumen del medio fue de 10 litros, lo que correeponde al 70% de 
la capacidad de cada fermentador. El aire, previamente filtrado a 
travé~ de lana de vidrio, se suministró a una presión de 2 
Kg/cmG. Lae condiciones de agitación y aeración empleadas ee 
indican en el texto. 

Durante las corridas de fermentación ee tomaron mueetrae para 
determinar pH, griseofulvina, crecimientc celular y glucosa 
residual. 

DETKRHINACION DKL CRKCIMIKNTO CKUJLAR 

Los precipitados obtenidos después de la centrifugación de 
cada muestra se resuependieron en una solución de cloruro de 
sodio al 0.85% hasta su volumen original. Lae muestras se filtra­
ron con ayuda de vac!o, sobre diecoe de papel filtro previamente 
puestos a peso constante. Loe discos con la masa celular se 
secaron en una estufa a 40ºC durante 24 hre. Después de eete 
tiempo se pesaron nuevamente para obtener por diferencia el peso 
correspondiente a la masa celular. 

DETKBHINACION DK GWCX>SA RESIDUAL 

A una alícuota de 0.1 mL del aobrenadante de cada muest r a se 
le adicionaron 1.9 mL de agua destilada y 3.0 mL del reactivo del 
ácido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). De acuerdo c on Miller (1959), 
se llevó a ebullición en baño Maria durante 5 minutos y se dejó 
enfriar a temperatura ambiente . Se adicionaron 15 mL de a gua 
destilada para obtener 20 mL de volumen final. Después d e 
homogeneizarlas ee leyó la densidad óptica a 550 nm en 
co lorimetro Spectronic 20 ( Baueh & Lomb) . La concentración de 
glucosa se calculó a partir de la curva de calibración que s e 
presenta en la Figura 4. 

El reactivo de DNS contenia: hidróxido de sodio, 1.4%; Acido 
3,5-dinitroaalic!lico, 0.75%; tartrato doble de sodio y potasio, 
21.6%; fenol, 0.56% y metabieulfito de eodio, 0.59%. Los 
componentes ee adicionaron en ese orden, permitiendo una 
disolución completa cada vez, ee aforó al volumen correepondiente 
y ee guardó en un frasco color ambar. 

DETKRHINACION DK GRISKOFULVINA 

Loe detallee del montaje de la técnica microbiológica y el 
tratamiento de lae mueetrae ee presentan en el Apéndice l. 

Cuando fue necesario ee hicieron determinaciones de grieeoful­
vina por cromatografia liquida de alta reeolución. Loe detalles 
de esta técnica se presentan en el Apéndice 2. 
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1/11. RESULTADOS Y DISCUSION 

Uno d e l as a s pec t os i mportante s pa r a e stablecer las c a ndi-

cionee que permitan la producción de cualquier metabolito por via 

fermentativa. ee la formulación del medio de cultivo. En el caso 

especifico de eete trabajo, ee decidió utilizar un medio de 

cultivo preparado con reactivos industriales y agua de la 

llave desde el inicio, en virtud de que a futuro, se llevarAn 

a cabo estudios a nivel de planta piloto, eecala en la que el 

costo del medio ee un factor de euma iinportancia que no debe ser 

paeado por alto . 

Tomando como base lae formulaciones reportadas por Huber y 

Tietz ( 1984), que fue la tlnica fuente de información disponible 

al inici~r el trabajo, se decidió incluir en la formulación pocos 

insredientee, que estuvieran f&cilmente disponibles en el merca­

do nacional y que ademáe eu coeto fuera el máe bajo posible. La 

formulación establecida mostrada en la Cuadro 10, reune loe 

ingredientes que de acuerdo a la literatura son requeridos para 

la sintesis .de srieeofulvina. No se consideró necesaria la 

adición de elementos traza, debido ' a que se utilizó aaua de la 

llave. 

l . Seleccidn de la cepa productora de •rieeofulvina 

Lae cepas Pen1c1111um grlseofulvwn NRRL 989 y NRRL 2150A y 

Pen1c1111um 11rlseofulvlns NRRL 2300 , fueron cultivadas en el 

medio citado en la Cuadro 10, para seleccionar aquella que 

presentara los ml!e al tos tltuloe de produce ión y 

productividad volumétricae. La incubación se hizo en matraces 

Brleruneyer, agitados durante 12 diae, tomando muestras cada dia. 

43 



CUADRO 10 

MEDIO DB CULTIVO BKPLBADO PARA LA PROOOCCIOH 
DE GRISEOFULVIMA Bll FKRHBHTACIOH SUHKRGIDA 

================================================================= 
INGREDIENTE CONCENTRACION {g/L) 

================================================================= 
Glucosa anhidra 80.0 

NaN03 2.5 

KHzP04 1.0 

NaCl 0.5 

HgS04 0.5 

=========================================== ~ - -==~-~ - -========== == 
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Loe perfiles de lae fermentacionee ee preeentan en la 

Figura 5. Como puede observaree el titulo de griseofulvina mAs 

alto, de 106 us/mL, fue producido por la cepa P. gristtofulvum 

NRRL 2150A; la cepa P. griBttofulVWD NRRL 989 produjo un titulo 

muy bajo, de eólo 8 us/mL y con la cepa P. gristtofulvina NRRL 

2300 no ee observó producción del antibiótico (Fig . 5A). 

El crecimiento micelial (Fig. 5B) de la cepa NRRL 2150A fue 

menor en comparación con lae otrae doe cepas, aunque su evolución 

moetrO un perfil eimilar. A partir del tercer dia la cepa NRRL 

989 preeentó el mayor incremento en masa celular he.eta el final 

de la fermentaci6n. El crecimiento de la cepa NRRL 2300 ee 

inició el tercer dia pero fue aumentando poco a poco acercándose 

al perfil descrito por la cepa NRRL 989. 

Reepecto a la variación del pH durante la fermentación (Fig . 5 

C) ee observó con la cepa NRRL 2300 una disminución muy marcada 

en comparación con las otras doe cepas , a partir del dia 4. Con 

lae cepas NRRL 2150A y NRRL 989 el pH tendió a incrementaree el 

ee¡undo dia .Y posteriormente bajó, manteni6ndoee alrededor de 4 

deede el dia 6, momento en el cual ee inició la producción de 

grieeofulvina . Eetos reeultadoe podrian sugerir que el pH juega 

un papel importante en el metaboliemo de eetoe hon¡os. 

Bl coneumo de glucoea durante la fermentación fue similar en 

lae tree cepae, los primeroe 5 dlae (Fi¡. 5D) . Al final del 

tiempo de incubación se obeervó que la cepa NRRL 989 fue la que 

con8UJ!lió la mayor cantidad, quedando un 10 % de 1lucoea en el 

medio. Con la cepa NRRL 2150A el conewno de 1lucoea entre loe 

diae 7 y 10 fu6 mlnimo, quedando un 20 % al final . La cepa NRRL 

2300 presentó un perfil de consumo de glucosa similar al de la 

cepa .NRRL 2150A, pero con un consumo menor, de tal forma que al 
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final de la fermentación quedó un 40~ de la glucosa inicial. 

Con los datos obtenidos de eetas fermentaciones, se 

calcularon loa valorea de productividad y producción especifica 

que se presentan en la Cuadro 11 . Dado que el titulo de 1riseoful­

vina obtenido con la cepa NRRL 2150A fue más alto que el alcanza­

do con la cepa NRRL 989, la productividad y producción especifi­

cas y la productividad volumétrica tambi~n fueron mayores, lo 

que sugiere que la cepa NRRL 2150A es la mAs eficiente para la 

producción de griseofulvina en el medio utilizado . Sin embargo, 

no puede descartarse la posibilidad de que en otro medio de 

cultivo, el comportamiento de las cepas sea diferente. 

Con base en loa resultados obtenidos ae selecc ionó la cepa 

de Penicillium 1riBeofulvum NRRL 2150A para llevar a cabo el 

estudio utilizando el medio cuya formulación se presentó en la 

Cuadro 10. 
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CUADRO 11 

catPARACION mE LOS RKSULTADOS OBTBNIDOS CON LAS CKPAS PROBADAS * 
============================================================================== 

P. u1-ofulvurn 
NRRL 989 

P. 11r111eofulVWD 
NRRL 2150A 

P. 11r1seofulv1na 
NRRL 2300 ============================================================================== 

TinJLO DE 
GRISEOFULVINA B.O 106.0 o 
(ua/ml) 

PRODUCCION 
ESPECIFICA 0.88 13.76 o 
(ua/ml) 

PRODUCTIVIDAD 
VOWHBTRICA o.e 8.83 o 
(ua/ml-h) 

PRODUCTIVIDAD 
KSPECIFICA 0.088 1.14 o 
(ua/a-h) 

============================================================================== 
* Las cepas fueron cultivadas en matracee Erlenmeyer de 500 ml con 200 ml 
de medio para producción de ariseofulvina a 29°C y 160 rpm. 



2. fteoto del tipo de matracee eobre la producción de 

lll'ieeofulvina 

De acuerdo a la literatura ee sabe que la producción de una 

aran mayor!a de antibióticois ise ve afectada por la 

concentración de oxigeno preeente en el caldo de cultivo. 

Algunois ejemplos de eistois antibióticois ison 

penicilina ( Niyiri y Lengyel, 1965; Maeon y Righelato, 1976) 

eistreptomicina ( Bartholomew y col., 1950), 1entamicina 

(Liefke,1990), tetraciclina (Hatelová y col., 1955), de loe 

cualeis el primero ee producido por un hongo y loe reetantee por 

actinomicetoe. 

Por otro lado, Freedman (1969) encontró que loe matracee 

con def ectoree permiten una mayor oxigenación de lois culti­

voe debido a la turbulencia que ee genera por la preeencia de 

loe deflectoree, situación que no ocurre en loe matracee Krlen­

meyer lieoe. 

Con el fin de conocer ei la oxigenación a nivel de matracee 

tiene efecto eobre la producción de grieeofulvina, ee 

llevaron a cabo experimentoe utilizando matracee Krlenmeyer lieoe 

y matracee Krlenmeyer con deflectoree lateralee. Bn amboe 

caeoe el volumen de loe matracee fue de 500 mL con un volumen de 

medio de 200 mL, lo que dió una fracción de llenado de 0.4. 

Como ee obeerva en la Fisura 6A el titulo de grieeofulvina 

alcanzado a loe 11 dlae de fermentación con loe matracee con 

deflectoree (72 u¡/mL) fue mayor al obtenido 

Krlenmeyer lieoe (53 ug/mL). Ademáe, en 

con loe matracee 

loe matracee con 

deflectoree ee obeervó que la producción del metabolito tuvo 

inicio un d1a antee respecto a lo encontrado en matracee lieoe. 
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Respecto al crecimiento micelial (Fia. 68) en loe matraces con 

deflectoree ee observó que a partir del eeaundo dia se inició, 

mientra.e que en loe matraces lieoe fue hasta el tercer dia cuando 

el crecimiento ocurrió. Durante la fermentación el crecimiento 

observado en loe matraces con deflectores fue un poco mayor que 

en loe matraces lieoe, no obstante al final de loe 11 dias se 

alcanzaron valores cercanos. 

El pH en ambos tipos de matraces mostró la miema tendencia 

durante la fermentación, pero loe valoree reaietradoe en loe 

matracee con deflectores, fue menor que en loe otros a partir 

del tercer dia (Fia. 6C). 

Loe perfiles de coneum~ de glucoea (Fia. 6D) fueron similares 

en ambos caeos; ein embargo, en loe matraces con deflectores, 

este coneumo ocurrió de manera mAe rápida que en los matraces 

lieoe, aparentemente el retraso fue de un dia, lo que coincide 

con las obeervacionee hechas con loe otros parAmetroe. 

Como consecuencia de la reducción en el tiempo de fermenta­

ción, al emplear matraces con deflectoree, la productividad 

volum6trica alcanzó un valor de 6.54 ua/mL-dia, que comparado 

con lo obtenido en loe matraces lieoe, de 4.81 ua/mL-dia 

corresponde a un incremento del 26. 5 " (Cuadro 12 ) . La 

productividad especifica fue de 0.65 u1/a-dia en loe matraces 

lisos, mientras que en loe matraces con deflectoree fue de 1.33 

u¡/¡-dia, lo que representa un aumento del 104" respecto a loe 

primeros (Cuadro 12). La producción especifica obtenida al emplear 

loe matraces con deflectoree fue 14" mayor en relación a lo 

obtenido con loe matraces liso.e. Eetoe reeultadoe eu¡ieren que 

la oxi¡enación aumenta la eficiencia del honao, orientando su 

metabolismo hacia la elnteeie del antibiótico. 
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CUADRO 12 

catPARACIOll DB LA FKRKKMTACIOH DK GRISBOllULVINA KN 
MATRACBS KRLKNMKYKR LISOS Y CON DKFLBCTORKS 

=============================================================================== MATRACES ERLENMEYER 
PARAHETRO 

CON DEFLECTORES LISOS =============================================================================== 
TITULO DE GRISEOFULVINA 

(u&/ml) 

PROOOCCION ESPECIFICA 
(u&/11-061) 

PROOOCTIVIDAD 
VOWHETRICA 

(u&/ml-d!a) 

PRODUCTIVIDAD 
ESPECIFICA 

Cu&/a-d!a) 

72 

8.27 

6.54 

1.33 

53 

7.26 

4.81 

0.65 

=============================================================================== 



Por otra parte, ee observó que en loe matracee lieoe el 

crecimiento del honeo ee presentó en forma de "pellete", en 

cambio, en loe matraces con deflectoree el honao ee deearrolló 

en fonna filamentoea m6e dieperea, por lo que el medio ee obeer­

vó m6e viecoeo. Adicionalmente en loe matracee lieoe ee observó 

una acumulación muy pronunciada del micelio que formó una 

"coetra" en las paredes de loe matraces ocaeionando 

heterogeneidad en el cultivo, a diferencia de eeto, en loe 

matraces con deflectoree la "'costra" practicamente no ee formó, 

lo que favoreció una mayor homoaeneidad del cultivo; de esta 

manera, toda la maea celular tuvo mayor contacto con el 

euetrato. Beto ee debe a la diferencia en el tipo de movimiento 

del cultivo dentro del matraz a11n a la miema velocidad de 

aai tac ión, que ee coneecuenc ia de la preeenc ia de loe 

deflectoree. 

Mitard y Riba (1987), han eetablecido que un miemo hongo 

puede desarrollar dos diferentes formas de crecimiento micelial: 

el filamentoso y en forma de "pellets", donde cada una presenta 

eue propie,e caracterleticas respecto a eu cin6tica de 

cree imiento, consumo de ox1aeno y reoloe1a. Generalmente, un 

crecimiento filamentoso produce medioe mAe viecoeos, por lo que 

la aaitación y la aeración ee hacen m6e diflcilee. Ae1, se 

ha afirmado que la forma de crecimiento tiene un efecto 

importante en el desarrollo y la formación del producto (Cooney, 

1985). 

Loe resultados en este trabajo, coinciden con lo 

establecido anteriormente, ya que la fermentación en loe 

matraces con deflectoree donde se observó un crecimiento 

filamentoso, ocurrió de manera m6e r!pida en comparación con lo 

observado en loe matraces lisos. Beto podrla euaerir que el 
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tipo de crecimiento también juesa un papel importante en el éxito 

de la fermentación de Ptmic1111wn 1rit1eofulvum, tal como sucede 

en otros honsos como Penic1llium chrysogenum y At1per1lllut1 

ni1er, donde se ha encontrado que loe nivelee de producción de 

penicilina y de ácido c1trico, respectivamente, dependen no sólo 

de loe niveles de oxigenación, sino también del tipo de 

morfologla que deearrolle el hongo (Calam y Smith, 1981; 

Righelato y col., 1968). 

Si bien loe resultados obtenidos reflejaron sólo una ligera 

mejora en el titulo de ariseofulvina por efecto de la 

oxigenación, el efecto sobre la productividad si fue eustancial, 

debido no eólo a lae condiciones de oxigenación, eino también 

alefecto del mezclado sobre el desarrollo del hongo. Eetoe 

aepectos sirvieron como referencia, cuando el cultivo ee realizó 

en fermentadores de 14 litros. 

Con base en estos resultados se decidió utilizar matraces 

con deflectores en los siguientes experimentos. 
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3. Variabilidad en la producci6n 

A pesar de ~ue un aran mlmero de procesos de fermentación 

muestran una marcada variac idn propia, existe muy poca 

información al respecto; eólo en pocas ocasionee se hace alguna 

mención a la variabilidad encontrada (Shultz y col., 1960). 

Alguno8 autores hacen notar que la8 condicione8 de trabajo 

tienen una fuerte influencia sobre tal variabilidad, por ejemplo, 

Bartholomew y colaboradores ( 1950), reportan que manteniendo 

conetantee el flujo de aire y la aaitación, el titulo de . 
producción de eetreptomicina al utilizar un difusor de acero 

sintetizado, fue muy variable de una fermentación a otra, pero 

eetae variaciones se reducian al utilizar el difusor de un sólo 

orific io. Por otro lado también ee reportó una reducción de la 

variabilidad en la producción de penicilina, cuando ee implementó 

el control del pH en el proceso (Shultz y col., 1960). 

Saval (1992), reporta también una variabilidad en la 

producción de estreptomicina como una caracterietioa intrinseca 

de todo 8istema biolóaico, que debe ser evaluada para conocer eu 

maanitud cuando todas la8 condiciones de trabajo permanecen 

constantee. 

Al estar realizando el presente trabajo surgió precisamente la 

necesidad de ccnocer la variabilidad en el titulo de producción 

de griseofulvina obtenido con la cepa empleada, para aeeaurar si 

las diferencias en loe t1tulos encontrados se deben al efecto de 

las variables del proceso o ei ee deben al error experimental 

aeociado de manera natural al propio experimento. 
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Para evaluar esta variabilidad ee corrieron tres fermentacionee 

bajo lae mil5lllal!J condiciones, pero llevadas a cabo en fechas 

diferentes utilizando el mismo lote de reactivoe. Por lae 

experiencias anterioree ee decidió tomar mueetrae a partir del 

sexto dia del periodo de incubación. Loe titulos obtenidos 

reportados en la Fisura 7 eon promedio de 3 determinaciones 

microbioló¡icas de ¡riseofulvina, como ee puede observar, lae 

fermentacionee 2 y 3 presentan perfilee muy eemejantes durante 

la mayor parte de la fermentación; ein embar¡o la fermentación 1 

preeenta variaciones mayoree. 

En la Tabla 13 ee muestran loa promedioe del titulo de sriseo­

fulvina obtenidoe de cada d1a de la fermentación. Aunque preeen­

tan una tendencia a incrementarse al tranecurrir el tiempo, el 

coeficiente de variabilidad ee diferente para cada d1a, lo que 

indica la magnitud de la variación entre lae repeticionee 

realizadas. 

Entre algunas posibles razones por lae que ee tiene eeta 

variación ee~án: a) alsunaa dificultades en la filtración durante 

el proceso de recuperación del antibiótico, b) la cuantificación 

de ¡rieeofulvina utilizando un eietema biol611ico que tiene eu 

propia variación (Roth, 1983), y c) la variabilidad intr1neeca 

del proceeo fermentativo. 

Estos resultadoe susieren que al evaluar el efecto de lae 

variables no ee conveniente comparar loe t1tuloe que provengan de 

diferentes experimentoe, eino que deberán incluirse en un miemo 

experimento en el que preferentemente ee hayan incluído 

repeticionee, con el fin de obtener reeultados máe confiablee . 
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CUADRO 13 

VARIABILIDAD EN KL Tl'l'ULO DB GRISBOF'ULVINA OBTENIDO 
DB DIFKRIDITES FKRHKNTACIONBS 

===================================================================================:===== 
DIA DE TITULO DE DESVIACION COEFICIBNTB 

FERHKNTACION GRISEOFULVINA ESTANDAR DE 
PROMEDIO ( ug/ml) C ug/ml) VARIABILIDAD 

(~) 

========================================================================================= 
A 40 . !=l::I + 4 . 07 SLs:l4 

7 46.67 + 6.51 13.95 

6 48.80 + 13.22 27 . 71 

9 42.00 + 7.21 17.17 

10 65.47 + 23.06 35.25 

11 73.00 + 10.54 14.44 

========================================================================================= 



4. Bfeoto de la ooncentraciOn de loa insredientea del -dio 

eobre la producciOn de 8riaeofulvina 

Loe proceeoe microbianoe eon reguladoe por lae actividadee 

bioqu1micae del microoraaniemo y por lae condicionee de eu mi­

croambiente, factoree que eetán intima.mente relacionados. Sin 

embarao, son las condiciones ambientales las Onicas que pueden 

ser controladae directamente y que a eu vez definen la actividad 

metabólica de las célulae (Onken y Weiland, 1985). 

Desde el punto de vista económico, un microoraanismo con las 

m1nimas exiaencias nutricionales es deseable. Pero ademáe, es 

conveniente conocer loe mecaniS111os regulatorios que operan en las 

v!ae metabólicas involucradas para que la producción de un 

compuesto pueda ser incrementada a través de ajustes en las 

condiciones de cultivo. Si bien se han realizado estudios sobre 

los mecanismoe reaulatorios operantes en la biosintesie de 

antibióticos, el desarrollo industrial se basa principalmente en 

aproximaciones (Aharonowitz, 1980). De hecho la composición de 

medioe de cultivo induetriales es inicialmente el reeultado de 

ensayos empiricoe diriaidoe a garantizar la actividad metábolica 

del microoraanismo (Cejka, 1985). 

El objetivo del control de un proceeo, por lo tanto, es 

crear el ambiente mas favorable para un cultivo a fin de producir 

un 6ptimo de la actividad metab6lica deeeada, con el menor aaeto 

de ingredientes en el medio. 

Se eabe que la optimización para producción comercial de 

111,.,tabolitoe ee ueualmente mantenida en eecreto, por lo que la 

información encontrada en la literatura proviene aeneralmente de 

laboratorios univereitarioe de inveetiaación (Onken y Weiland, 

1985). 
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Dada la poca información publicada acerca del proceso 

fermentativo para la producción de ¡rieeofulvina y con el fin de 

identificar, de manera muy •eneral, loe principales in•redientee 

del aedio c¡ue afectan eu bioe!nteeie, ee ! levaron a cabo 

experimentos con 3 niveles de concentración para cada uno de loe 

in¡redientee, esto ee, una concentración alta y una baja en 

relación a la concentración ori8inal como se indica en la Cuadro 

14. Las pruebas se realizaron por duplicado. 

Kfeoto de la ooncentraci6n de •lucoea 

In la Fisura 6 ee observa que con una concentración de slucoea 

80 sfL ee obt~o un titulo de srieeofulvina (38.39 us/mL) menor 

reepecto al obtenido con 60 y 100 1/L, que fue de 51.5 y 43.14 

ua/11L, respectivamente. Cabe mencionar c¡ue en experimentos 

previos a 6ete, se observó que a una concentración de 20 1/L no 

hubo producción de ariseofulvina, sin embar10, si se apreció 

crecimiento celular. 

Kn relación al crecimiento, se observó c¡ue a mayor concen­

tración de •lucoea ee obtiene mayor peeo micelial; loe valoree 

obtenidos a 60, 60 y 100 1/L de slucoea fueron 7 .96, 12.8 y 19 

i/L), respectivamente. Esto ee reflejó en la producción especifi­

ca, c¡ue fue mas alta cuando la concentración de •lucoea fue de 60 

1/L, alcanzando un valor de 5.46 u1/1 de c6lulas. 

Estos resultados podrlan su¡erir la presencia de mecaniemoe 

de represión en la vla biosint6tica de sriseofulvina a concentra­

ciones altae de slucosa (Hartln y Demain, 1980). 
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CUADR> 14 

CONCKNTRACIONBS PROBADAS PARA DB CADA UNO 
DK LOS IHGRIIDIKN'l'BS DBL MEDIO 

=======================================================-======= 
INGREDIENTES CONCENTRACION (S/L) 

=========================================== BAJA ORIGINAL ALTA 

============================================================== 
Glucoea 60 60 100 

NaN03 1.5 2.5 3.5 

KHzP04 0.5 LO 1.5 

Ne.Cl o.o 0.5 LO 

MsS04 o.o 0.5 1.0 

==========================~============================= ====== 
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•feoto de la concentraci6n de MaM03 

Con una concentraciOn de NaN03 de 1.5 1/L, ee obtuvo un titulo 

de 1rieeofulvina de 30 u1/mL eiendo li1eramente menor a loe 

obtenidoe a concentra61onee de 2.5 y 3.5 1/L, loe cualee dieron 

tituloe de S6.69 y 35.97 u1/mL, reepectivamente (Fi1. 9). 

Respecto al efecto de NaN03 eobre el crecimiento micelial, este 

aumento conforme eu concentración fue menor, siendo de 10.3 s/L a 

15 1/L de la fuente de nitró1eno. Aei, la producción especifica 

disminuyó con la mae alta concentración de NaN03. 

Efecto de la concentración de KH2P04 

En la Fisura 10 ee observa que loe tituloe de grieeofulvina 

obtenidos al utilizar 0.5 y 1.5 s/L de KH2P04 fueron muy cerca­

noe, de 32.39 y 33.59 ug/mL respectivamente; y fueron ligeramente 

menores al titulo obtenido con una concentración de 1.0 1/L, que 

fue de 36.39 ug/mL. 

En cuanto al c~ecimiento micelial ee observó un efecto inver­

eo, eiendo a 1.0 1/L de KH2P04 donde el crecimiento fue menor, 

de 12.6 1/L. Por lo tanto, la mayor producción eepecifica se tuvo 

al emplear 1.0 1/L de KH2P04. 

Hart!n (1977), mencionan que la bioe!ntesie de antibiOticoe 

derivados de polic6tidoe, como ee el caso de la 1rieeofulvina, ee 

extremadamente sensible a la concentración de fosfatos. 

Bfecto de la concentración de NaCl 

In la Fisura 11 se presenta el efecto de la concentración de 

NaCl sobre ~l titulo de 1rieeofulvina en donde a una concentra-
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ciOn de 1.0 a/L se obtuvo un titulo de 41.14 uafmL que es mayor, 

respecto a la concentración de 0 . 5 a/L y en su ausencia. 

11 crecimiento micelial en el medio sin NaCl fue de 15.6 a/L, 

siendo mayor que el crecimiento alcanzado en las otras concentra­

ciones. Al calcular la producción especifica, 6eta fue mayor en 

el medio conteniendo 1.0 a/L de NaCl (2.97 us/a) y muy cercana a 

lo obtenido con 0.5 a/L del ingrediente (2.89 ua/1). 

Efecto de la concentración de Ha804 

éomo se observa en la Fiaura 12, a medida que aumenta la 

concentración de M¡S04, se observa un incremento en el titulo de 

ariseofulvina; en el medio sin H¡S04 el titulo fue de 31.69 Ua/mL 

mientras que con 1.0 s/L el titulo fue de 40.03 ua/mL. 

Por otra parte el mayor cree imiento mi ce lial ( 12. 8 ¡/L), se 

observó cuando se utilizaron 0.5 ¡/L de HaS04. En ausencia de 

esta sal y a concentraciones de 1.0 ¡/L las cifras obtenidas 

fueron semejantes (_11.2 y 11.6 a/L, respectivamente). 

La producción especifica fue pr4otioamente la misma cuando hay 

0.5 a/L y en ausencia de HaS04. siendo de 2.6 y de 2.64 us/1, 

respectivamente. Sin embarao esta cifra aumenta cuando el medio 

tiene una concentración de H1S04 de 1.0 a/L. Aparentemente el 

H¡S0 4 s! tiene un efecto poei tivo en la producoicSn de 

¡rieeofulvina. 

Los resultados obtenidos en loe experimentos anteriores, 

euaieren que todos loe in1redientes empleados tienen influencia 

sobre la bioeinteeie de 1rieeofulvina, siendo la concentración de 
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alucosa la que presenta el efecto mas marcado. Al analizar loe 

reeultadoe de manera integrada se observa que no fue una reala 

general que aquellae concentraciones favorables para mejorar el 

titulo de ariseofulvina corresponden a las que favorecieron la 

Produccción especifica. Si bien este dltimo parAmetro no es 

comúmente empleado cuando se quieren analizar mejoras en un 

proceso, el da una medida en la que las c6lulae canalizan su 

metabolismo hacia la bios!ntesis del producto de interés, o bien 

para incrementar eu masa celular. 

Por otro lado, también se observó que los ingredientes in­

cluidos en el medio de cultivo si son requeridos por el microor­

ganismo para la slntesis de griseofulvina. No obstante, deberán 

realizarse experimentos que conduzcan a la optimización del 

medio, tomando como base los resultados obtenidos. 

6& 



5. Bfecto de la oxiaenación eobre la producción de srieeofulvina 

La mayor!& de loe proceeoe de fermentación para la producción 

de antibióticoe, requieren un ewninietro de ox1aeno euficiente 

para eatiefacer la demanda del microoraaniemo tanto para el 

crecimient,o como para la e1nteeie del metabolito. Ejemplos de 

eeto eon la producción de penicilina por Pen1c1111um chrysogenum, 

producción de estreptomicina por Streptomyes 6r1seus (Bartholomew 

y col., 1950a) y la producción de novobiocina por Streptomyces 

nlveus (Haxon, 1959). Generalmente, para eoportar el crecimiento, 

la concentración de oxlaeno dieuelto debe eer mae alta que un 

nivel critico, cuyo valor ee especifico para cada microoraani191Do. 

En algunos caeos, loe requerimientos de ox!aeno para el 

crecimiento eop eimilaree a loe que estimulan la formación del 

producto. En otros caso e, lae condicionee de oxiaenación 

neceeariae para la formación Optima de un producto pueden eer 

diferentes de aquellas que favorecen la e1nteeie de biomaea, como 

en el caso de Cephalosporln ap. que para dar un óptimo 

crecimiento, la cantidad de oxigeno disuelto debe ser mae alta 

que el nivel critico, mientras que para la producción de 

capreomicina el oxigeno disuelto deberá eetar por debajo de dicho 

nivel critico (Stanbury, 1984). 

Para abaetecer la oxiaenación requerida en recipientes mayores 

generalmente ee proporciona agitación mecánica y ee inyecta aire 

eet6ril al caldo a través de difueoree. 

De acuerdo a Bartholomew y col. ( 1950), la transferencia de 

ox1aeno deede el aire haeta la célula durante la fermentación 

coneta de varice pasos, siendo loe mas importantes loe ei­

IUientee: 
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1) la transferencia de oxiaeno contenido en una burbuja de aire 

a la faee acuosa, y 

2) la transferencia del oxigeno disuelto al interior de la 

ccUula, 

Con el fin de aeeaurar un abastecimiento de oxiaeno, alaunas 

veces ee inyectan arandee volumenes de aire. Sin embargo, aún as1 

no ee logran concentraciones de oxigeno disuelto euficientem~nte 

altae ya que la baja solubilidad del ox1aeno en un medio acuoso, 

la presencia de solutoe y la temperatura actúan como factores 

limitantes . Eeta dificultad puede reducirse si se proporciona 

aaitación, ya que mediante el incremento de la velocidad de loe 

impulsores, se aumenta la transferencia de masa y consecuente­

mente la concentración de oxigeno. Ae1, la oxiaenación en un 

fermentador pu~de manipularse utilizando dos variables, el flujo 

de aire y la velocidad de agitación. La concentración de oxigeno 

disuelto elegida para una fermentación especifica puede ser 

alcanzada individual, secuencial o simult6.neamente manipulando 

estas dos variables (Onken y Weiland, 1965). 

La agitación favorece la transferencia de oxiaeno de la 

siauiente forma: 

1) incrementa el área disponible para la transferencia de oxigeno 

dispersando el aire en el cultivo en forma de pequeaae bur 

bujae, 

2) retrasa el escape de las burbujas de aire contenidas en el 

liquido, 

3) previene la coaleecencia de las burbujas de aire, y 

4) disminuye el espesor de la pelicula del liquido en la inter 

fase de gas/liquido mediante la creación de turbulencia en 

el cultivo (Stanbury, 1964). 
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Debido a que el oxigeno es un parAmetro critico en fermenta­

ciones aerobias, se consideró importante conocer su influencia 

sobre la fermentaciOn de arieeofulvina, ya que la literatura 

menciona poco en relación a los niveles de oxigenación 

requeridos. 

Utilizando fermentadores de 14 litros, se probaron diferentes 

condiciones de aereación y agitación. Para conocer el efecto de la 

aereación se hicieron experimentos variando el flujo de aire a 5, 

10 y 15 litros por minuto lo que corresponde a velocidades de 

aereación de 0.5, 1.0 y 1.5 vvm, respectivamente, manteniendo una 

misma velocidad de agitación, que fue de 400 rpm. 

Loe resultados obtenidoe se presentan en la Figura 13. Como 

se observa, el perfil de producción de ariseofulvina (Fig. 13A) 

obtenido con una velocidad de aereación de 1.5 vvm fue similar al 

obeervado con 1.0 vvm. Sin embarao, podemos observar que con 1.5 

vvm se obtuvo el máximo ti tul o, de 70 us/mL en 5 dias mientras 

que en el fermentador con 1.0 vvm, se produjeron cerca de 60 

ug/mL he.eta loe 7 dlae. 

Cuando la velocidad de aereación fue de 0.5 vvm el máximo 

titulo alcanzado fue de sólo 35 u¡/mL hasta el dia 8, deepuée de 

ese tiempo ya no se observó incremento en la producción de 

ariseofulvina. 

En cuanto al crecimiento (Fig. 13B) se presentó un desarrollo 

similar en las 3 fermentaciones, alcanzándose alrededor de 10 g/L 

a loe 10 dias. Sin embargo, a 1.5 vvm hubo una disminución de la 

masa micelial después de ese tiempo, que se vió reflejada en las 

caracteristicae del caldo el cual presentó una apariencia mucho 

menos viecosa y con células aparentemente fra¡mentadae. 
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11 pH a lo largo del cultivo presentó un perfil eimilar en lae 

tree condicionee de aereación, dieininuyó de 5. 3 a 4 .1 loe tree 

primeros d1ae y ee mantuvo entre 4.1 y 3.8 hasta loe 10 d1ae, 

deepuée tendió a eubir (Fig. 13C). 

Al integrar loe resultados (Fig. 14) calculados para el d1a 5, 

que fue cuando lae fermentac ionee a 1. O y 1. 5 VVIII alcanzaron 

prácticamente eu máximo, observe.moa que, tomando como referencia 

la fermentación realizada a O. 5 VVIII, el titulo se incrementó 

notablemente conforme la aereación aumentó. As!, loe incrementos 

en la producción eepec!fica a 1.0 y 1.5 vvm fueron de 702 y 

1056%, respectivamente. 

En la productividad volumétrica hubo un aumento del 96% a 1.0 

VVIII, y de 326% a 1.5 VVIII. La productividad especifica presentó 

un incremento del 69% para 1.0 VVIII, y de 344% con 1.5 VVIII. Como 

ee puede notar, al utilizar la mayor cantidad de aire, se 

lograron loe mejoree resultados. 

Para evaluar el efecto de la velocidad de agitación, ee lleva­

ron a cabo fermentaciones a 250 y 400 rpm. De acuerdo a la prác­

tica, con estas velocidades puede loararee buena oxi¡enación, una 

agitación de 400 rpm no ee tan exceeivamente a¡reeiva como para 

daftar a lae células y la diferencia entre eetae doe velocidades 

permite apreciar el cambio en transferencia de ox1¡eno, que 

aumenta aproximadamente 4 veces en loe fermentadores empleadoe 

(S. Saval, comunicación pereonal). Se utilizó una aereación ~aja, 

de 0.5 vvm para poder observar claramente el efecto de le. 

agitación. 

Como ee observa en la Fisura 15A, a 250 rpm la grieeofulvina 

ee detectó hasta el d1a 7 y se mantuvo constante haeta el d1a 10 
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deepués del cual se presentó un li1ero incremento de tal forma 

que el dia 12 se cuantificaron 18 u1/mL. A 400 rpm la producción 

de ariseofulvina ee detectó deede el se¡rundo dia incrementándose 

a lo larao del tiempo ,hasta alcanzar 39 ua/mL el dia 12. 

En cuanto al crecimiento observado en las dos velocidades de 

a¡itación no ee preeentan diferencias importantes a pesar de que 

a 250 rpm hubo mucha variación (Fi¡. 15B). Estoe resultados, 

aunados a loe obtenidos con diferentes velocidades de aereación 

parecen indicar que el crecimiento no ee ve afectado por la 

oxi¡enación. 

Loe perfiles de pH son distintos entre si, manteniéndose mas 

bajo cuando la velocidad de aaitación fue de 400 rpm (Fig. 15C), 

mientras que a 250 rpm el pH muestra tendencia a eubir al 

principio y bajar casi al final de la fermentación. 

Tomando como referencia la fermentación realizada a 250 rpm, 

al integrar loe resultados se observa en la Fig. 16 que el titulo 

ee incrementa al aumentar la velocidad de agitación. En la 

producción espec1f.l,ca, se lo¡ra un incremento del 624%; en la 

productividad volumétrica 116~ y en la productividad especifica 

111~. La notable mejora en la productividad se debió también a la 

reducción del tiempo de fermentación. 

Loe resultados obtenidos indican que para P~nlcillliwn 1ri­

seofulvum la oxigenación ee un factor de suma importancia durante 

la bioe1nteeie de ¡rieeofulvina. Lae variablea que determinan el 

grado de oxi¡enación, que eon la a¡itación y la aereación mostra­

ron fuerte influencia sobre el titulo de producción y el tiempo 

en que éste alcanzó eu máximo, lo cual se reflejó principalmente 

en la productividad volumétrica. No obetante, el titulo de pro-
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ducci6n obtenido en fermentadoree ee menor al que ee alcanzó en 

matracee con deflectoree. por lo que podemoe pensar ~e a ni­

veles de oxi¡enac16n aün mae altoe ee podr1an loarar mejoree 

reeultadoe. 
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VII. INTBGRACIOM DB RESULTADOS 

Como objetivo general de eete trabajo ee planteó la 

realizaci6n de un eetudio eobre la producci6n fermentativa de 

grieeofulvina en cultivo sumergido, debido a la inexistencia de 

información del proceso y a la importancia del antibi6tico. 

La creación de un nuevo proyecto preeenta un aran interés, 

eobre todo en el campo de la biotecnoloa!a. Sin embarao, una de 

lae partee mAs dificilee ee precieamente el inicio de cualquier 

proyecto ya que aeneralmente ee trabaja bajo condicionee no 

reportadas en la literatura y que deberán adaptarse al proceso 

conforme se presenten situacionee nuevas o no predeciblee. 

En nuestro caso, ei bien la obtención de lae patentes contri­

buy6 de manera importante para el conocimiento del proceso, eetas 

fueron obtenidas justamente al término del trabajo experimental, 

ya que su adquisición no fue fácil, puee requiri6 de mucho 

tiempo y buena voluntad. Esto complicó la tarea de arrancar el 

proyecto, el cual prácticamente ee inici6 ein ninauna información 

seaura o completa. 

El primer paeo que ee di6 fue el montaje de la técnica de 

cuantificación por ensayo microbiolóaico, el cual requirió 

baetante tiempo para eetablecer las condiciones que permitieran 

obtener resultadoe reproducibles. Posteriormente ee eli¡i6 el 

medio de cultivo para la producción de arieeofulvina, buecando 

que l!SUS inaredientes fueran arado industrial Y aaua de la llave, 

requisitos indispensables por sus bajos costoe en un proceso con 

miras de eecalamiento. 
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Penicillium 1riseofulvum fue la cepa seleccionada entre 

otras, ya que produjo el mayor titulo de ariseofulvina en el 

medio establecido. La sintes1s de arieeofulvina ocurrió de 

manera muy lenta, necesitAndose 1116.s de doce d1as de fermentación 

para una máxima producción, a"Ún cuando el uso de matraces con 

deflectores redujo el tiempo. Los resultados obtenidos fueron 

indicativos de la marcada influencia del ox1aeno sobre la 

fermentación. 

Tratando de establecer las bases para una posterior 

optimización del medio, ee evaluó el efecto de la concentración 

de cada uno de los inaredientee en la producción de griseofulvina 

de manera muy aeneral. Aunque no pudieron establecerse 

concentracionel!¡ cercanas a la óptima, los resultados obtenidos 

permiten identificar algunos aspectos de investieación futura 

como ee el conocimiento de loe mecanismos reaulatorios de la 

biosínteeis de la ariseofulvina. 

Un aspecto que permitió la reducción del tiempo de producción 

fue la mejora de la oxigenación en el cultivo. Aunque en la 

literatura se menciona que el erado de aeración es importante, 

poco se conoce acerca de su efecto real sobre el proceso. A nivel 

de fermentadores de 14 litros se confirmó que el tiempo de fer­

mentación mejoró al incrementar la cantidad de ox1aeno en el 

medio ya sea mediante un aumento en la velocidad de agitación o 

de aeración. Eeto reafirma que el proceso presenta muchos aepec­

toe pocos conocidos, a los que en otras fermentaciones como la de 

penicilina utilizando P. chrysogenum o la de ácido c!trico con A. 

ni1er, se les ha dado gran atención debido precisamente a las 

iinplicaciones de llevar el proceso a escala industrial. 
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Otro punto de interés en el trabajo realizado es la 

variabilidad observada durante el proceso fermentativo. Hubiera 

sido deseable el poder incluir muchas repeticiones de cada uno de 

los parámetros a lae diferentes condiciones de estudio para 

obtener conclusiones m6.s firmes. 

Sin embargo, esto no fue posible dada la poca disponibilidad 

de equipo y el tiempo requerido para esto. Eso no significa que 

los re8Ultados obtenidos carezcan de valor ya que son el punto de 

partida de otras investigaciones, pero si surae la necesidad de 

profundizar en estudios estadísticos para poder comprender y 

controlar la variabilidad de loe sistemas biol61icos. 

La investigación en México, necesita forzosamente dirigir sus 

proyectos hacia las necesidades actuales del pais . 

Desafortunadamente, la te e no logia de las fermentaciones 

industriales practicadas actualmente, provienen de paises 

extranjeros, as!, las condiciones requeridas para la obtención 

de productos se encuentran aseguradas bajo patentes, a las cuales 

obviamente se tiene dificil acceso. 

Con el presente trabajo se loara que esta información se 

encuentre al alcance de quienes sea requerida, de ah! la 

importancia de los re8Ultados obtenidos . 

Por otra parte, si bien, los resultados obtenidos en este 

estudio, no reunen todos loe conocimientos necesarios para 

desarrollar el proceso a nivel de planta piloto, la experiencia 

adquirida permite sentar bases para 8U realización ya sea en la 

continuación de este proyecto o para asimilar más fácilmente y 

mejorar incluso, una tecnologla extranjera para la producción 

fermentativa de ¡rieeofulvina. 
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VIII. a>HCUJSIOMKS 

l. Con un medio conteniendo ¡lucoea, nitrato de eodio, fosfato de 

potaeio, cloruro de eodio y eulfato de maaneeio todoe de grado 

induetrial y a¡ua de la llave, Penicillium sriseofulvum NRRL 

2150A produjo un titulo de grieeofulvina de 106 u¡/mL en 12 

diae, el máe alto en comparación con otras cepas probadas 

utilizando el mismo medio de cultivo. 

2. El tipo de matraces influyó de manera importante en el tiempo 

de fermentación. Al utilizar matracee con deflectoree. ee redujo 

el tiempo en el que se inicia la sintesis de ariseofulvina y se 

incrementó el titulo. 

3. Al variar las concentraciones de los ingredientes del medio se 

observó que aquellas que son favorables para mejorar el titulo de 

¡rieeofulvina no coinciden con lae que favorecen el 

crecimiento del hongo. 

4. Todos loe ingredientes incluidos en el medio son requeridos 

por el microorganismo para la sintesis de ¡riseofulvina, siendo 

la ¡lucoea la que preeenta el efecto máe marcado. 

5. En fermentadores de 14 litros se confirmó que la 

disponibilidad de oxiaeno determina el 6xito de la fermentación. 

El titulo m!s alto, de 70 u¡/mL a los 5 diae, se alcanzó a 

una velocidad de agitación de 400 rpm y un suminietro de aire 

de 15 L/min (1.5 vvm). 

83 



IX. RKCOHKNDACIONKS 

Con este trabajo quedó confirmada la neceeidad de llevar a 
cabo investigación tendiente a generar conocimientoe en relación 
a la fermentación de grieeofulvina. Algunae propueetae de 
inveetigación que podrian sugeriree para la continuación del 
proyecto eon lae eiguientee: 

l. Evaluar el efecto de la incorporación al medio de cultivo, de 
otrae fuentee de carbono y nitróaeno, por ejemplo, probar el 
efecto de la adición de agua de cocimiento de maiz , ya que 
eegún la literatura eetimula la bioeinteeie de arieeofulvina. 

2. Realizar investigaciones máe profundas sobre el efecto de la 
concentración de loe ingredientes del medio, que conduzca a eu 
optimi zación, as1 como probar adiciones de glucosa a diferen­
tes tiempos. 

3. Realizar eetudios para el mejoramiento genético de l a cepa 
con el fin de obtener mutantes hiperproductoras establee , 
para aumentar loe t1tuloe de producción. 

4. Buscar o desarrollar otra técnica de cuantificac i ón para 
griseofulvina, más sencilla, económi c a, espec ifica y rápida, 
que permita conocer tituloe de producción en ti e mpos muy corto s . 

5. Desarrollar un procedimiento de recuperación de arieeofulvina 
a partir del paquete micelial y no eolamente del caldo de 
cultivo. 

6. Realizar eetudioe que permitan conocer loe mecanismos que 
regulan la s1nteeie de grieeofulvina . 

7 . Optimizar lae condicionee de agitación y de aeración en 
fermentadores de 14 litros para obtener mayo res t!tuloe del 
antibiótico . 
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APKNDICB 1 

CUANTIFICACION DK GRISBOJ.i'ULVINA 

POR ENSAYO HICBOBIOLOGICO 

La necesidad de una cuantificación ee de gran importancia en 

lo que se refiere a eustancias medicinales. Huchos agentes 

medicinales consisten de una ~nica sustancia activa que 

puede ser caracterizada completamente 

propiedades quimicae, fisico-quimicae y 

en t~rminos de sus 

puramente fisicae. 

Otros, particularmente aquelloe de origen natural, pueden ser de 

caracter!eticas más variablee, por ejemplo, pueden estar 

coneti tuidae de una mezcla de eustanciae qu!micamente 

similares pero que difieren en eus efectos biológicos, o bien 

pueden incluir sustancias qu!micamente diferentes con 

actividad biológica similar (Hewitt, 1977). 

Frecuentemente, una sustancia tiene un valor terapéutico 

que su composiciOn quimica haya sido antes de reconocido 

descubierta. 

potencialmente 

propiedadee 

Cuando por alguna razón un agente medicinal 

valioso no puede ser definido en t~rminoe de sus 

qu!micas o f!sico-qu!micas, entonces la 

alternativa es considerar sus propiedades biológicas. En este 

~ltimo caso, ee puede citar el empleo de orsaniemoe de prueba 

para evaluar una actividad biológica. 

Generalmente, para conocer la concentración de antibiótico 

presente en una muestra, se evalúa la inhibición del crecimiento 

de un sistema biológico especifico. En este caso, una cantidad 

conocida de antibiótico es utilizada como estándar sobre un 

microoraanismo de prueba, el efecto de cualquier otra muestra 

eobre el mismo microorganismo puede ser comparado con el de la 
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preparación estándar, y de esta manera se puede obtener una 

potencia relativa cuantitativa. La base de este método es la 

comparacion cuantitativa del efecto de las dos sustancias sobre 

el crecimiento del microorganismo de prueba (Hewitt, 1977). 

Desafortunadamente las actividades biolósicas no se pueden 

cuantificar fácilmente, las pruebas para medir la potencia 

mediante métodos puramente biológicos han tenido menor éxito que 

el esperado, debido a la inherente variabilidad del sistema 

biológico. Es común que los resultados no sean muy reproducibles 

en diferentes laboratorios, ni aún en el mismo laboratorio en 

diferentes ocasiones. Las limitaciones de estos métodos son 

reconocidas, pero son aceptadas en ausencia de mejores alternati­

vas de análisis (Hewitt, 1977). 

Sin embargo, si la condición de similaridad es aplicable, es 

decir, que si la sustancia en estudio causa una respuesta carac­

terística sobre e 1 microorganismo de prueba, descrita como 

constituyente efectivo, entonces la respuesta a la preparación 

desconocida se debe sólo al mismo constituyente efectivo y no se 

modifica por ·1a presencia de otras sustancias, significa que el 

método es sumamente espec lfico, además de que se puede obtener 

cierta linearidad en la respuesta. 

Durante el desarrollo de este trabajo, la cuantificación de 

la griseofulvina obtenida de los caldos de fermentación se hizo 

mediante ensayo microbiológico por las siguientes razones: 

1) se tiene una mayor facilidad de llevarla a cabo ya que es un 

método que no requiere de un equipo sofisticado, y 

2) es un método relativamente rápido, económico y especifico, 

que permite trabajar varias muestras de manera simultánea. 
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Fundamento de la metodologta 

En la literatura se reporta que el crecimiento del hongo 111-

crosporum gypseum es sensible a la presencia de ariseofulvina, 

razón por la que es utilizado como microorganismo de prueba 

(Nona y col., 1968; Bverette y col., 1963; Gregoriu y Gregoriu, 

1970; Code of Federal Regulation, 1966). En el caso particular de 

este trabajo se utilizó la cepa de Hlcrosporum 1ypseum ATCC 

14683 (Nona y col., 1968) para montar la metodologia adecuada a 

nuestras condiciones de trabajo. 

Montaje de la t6cnica 

Durante el montaje de la técnica microbiológica se llevaron a 

cabo numerosas pruebas, efectuando cada vez las modificaciones 

pertinentes para obtener resultados confiables. La s variables 

manejadas fueron las siguientes: 

1) la concentración y la forma de adición del microorganismo 

prueba al medio de ensayo, 

2) el tiempo de incubación de las cajas, 

3) la forma de adición de la solución eetAndar de ¡rieeofulvina y 

tiempo de difusión, y 

4) la preparación de las muestras de fermentación. 

Estos aspectos se describen a continuación de manera 

inte¡rada. 

Se reporta que 11. gypsewn (Code of Federal Re¡rulation, 1966) 

requier~ de mAe tiempo de incubación respecto a otros microor1a­

niemoe de prueba, necesita por lo menos 46 horas de incubación. 

87 



Sin embarao, deepuée de este tiempo el crecimiento fue irresular, 

por lo que ee decidió dejar paear otros dias más hasta obtener 

un crecimiento uniforme. El tiempo minimo requerido para observar 

l!mites bien definidoe de los haloe de inhibición del crecimiento 

de H. ¡¡ypBeum fue de 4 diae a 29°C. 

La primera técnica probada fue la reportada por Nona y 

colaboradores (1968), utilizando placas con dos capas de medio, 

una de ellas adicionada de cloramfenicol y la otra conteniendo el 

microorganismo prueba. Después de la incubación se observó que el 

desarrollo de H. gypseum fue demasiado lento, por lo que en una 

eisuiente prueba se eliminó el cloramfenicol del medio con lo que 

se obtuvo un crecimiento mucho más rápido y uniforme. Se sabe 

que el cloramfenicol se adiciona para evitar la contaminación del 

medio por bacterias, sin embargo, en nuestro caso el crecimiento 

del microorganismo ee vió afectado por lo que ee desechó su uso 

para las eisuientes pruebas. 

También se probó otra técnica reporte.de. por Oregoriu y Gre­

aoriu ( 1970) _en le. cual el microoraaniemo de pruebe. se dispersó 

con une. asa de vidrio sobre la euperficie del agar ya eolidifice.­

do, poeteriormente los diecos impresnados con la solución de 

grieeofulvina se colocaron en le. superficie. Con esta t~cnica no 

fue posible obtener halos bien definidos. 

Al mismo tiempo, se hicieron pruebas agreae.ndo diferentes 

cantidades de esporas de H. gypBeum al medio. Una vez establecida 

le. densidad óptica de la suspensión de esporas, el volumen ini­

cial agre&ado al medio se fue incrementando hasta observar que su 

desarrollo tuviera una apariencia como de gamuza de color beige, 

pero que pudiera delimitarse un halo de inhibición regular. 

Después de muchas observacionee se determinó que O. 2 mL de la 

88 



euepeneión de eeporae con una deneidad óptica de 0.5 leida a 580 

nm fue adecuada para inocular cada 100 mL de medio. 

Otroe factoree de aran importancia que ee obeervaron fueron el 

tiempo de crecimiento y de conservación de la cepa de H. gypseUJD 

necesarios para realizar la prueba. Las esporas recién cosechadas 

que eran inoculadas casi inmediatamente al medio, presentaban un 

crecimiento demaeiado lento (de alrededor de 6 dias) por otra 

parte, las eeporas viejas (de mAs de dos semanas en refriaera­

ción) tenian un crecimiento muy irreaular. Con eeto se estableció 

que el tiempo de crecimiento de H. gypseum ma.e favorable para 

llevar a cabo el bioeneayo fue de 10 dias a 29ºC y el tiempo de 

conservación en frio fue máximo de 5 dias para asegurar un creci­

miento regular del hongo al realizar el ensayo. 

En relación a la forma de adición de la solución eetándar de 

grieeofulvina se probaron varias alternativas. Una de ellas 

consistió en colocar loe discos de papel filtro (diámetro 0.6 mm 

marca Schleincherf Schuell !ne, USA) impreanado con las 

diferentes soluciones estándar de griseofulvina entre dos capas 

de medio donde adema.e de las dificultades para la colocación de 

eetoe, loe resultados no fueron nada confiables debido a la poca 

inhibición del crecimiento del microor¡anismo de prueba. 

Poeteriormente ee probó otra técnica en la cual se depositaron 

lae diferentes soluciones estándar de ¡riseofulvina dentro de 

pequefioe cilindros hechos en el agar con un sacabocadoe (Nona y 

col., 1968; Everett y col., 1963), aqui'. la reepueeta de 

inhibición del crecimiento fue aún menor respecto a la prueba 

anterior . 

Por ~ltimo, loe discos fueron colocados en la superficie del 

asar solidificado, con lo cual loe halos de inhibición fueron más 
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claroe. aunque no eetrictamente regularee. Con baee en estos 

resultadoe ee decidió realizar lae determinacionee utilizando 

eeta t6cnica. 

Para obtener la curva de calibración, ee preparó una solu­

ción etock de arieeofulvina. a una concentración de 1000 mg/mL, 

dieuelta en dimetilformamida debido a que presentó mayor 

eolubilidad en comparación con otros solventes. Lae diluciones se 

llevaron a cabo con una solución amortiauadora de foefatoe O. 1 

H, pH 8.0. A pesar de que en la literatura ee reportan 

concentraciones minimae detectablee tan bajae como 5 . 0 ug/mL 

(Code of Federal Reculation, 1966) en loe experimentoe realizadoe 

no ee obeervó inhibición del crecimiento a concentraciones me­

noree a 50 u¡/mL, por lo que se utilizaron concentraciones por 

arriba de' ésta, con intervalos de 50 u¡/mL haeta llegar a loe 

1000 ug/mL. Con esta última concentración el halo tampoco fue 

regular, por lo que se decidió utilizar un intervalo de concen­

trac iones de 50 a 500 u¡/mL para construir la curva de calibra­

ción que se presenta en la Figura 17. 

Una vez establecidae lae condiciones para el bioensayo utili­

zando lae eolucionee estándar, ee iniciaron las pruebae para 

eetablecer la t~cnica de cuantificación de arieeofulvina preeente 

en muestrae de fermentación. El primer intento ee hizo aplicando 

20 ul de muestra directamente eobre loe diecoe para antibioeis, 

al final del periodo de incubación ee observó de que a peear de 

que loe halos no eetaban bien definidos, la zona de inhibición 

era mayor con lae mueetras de los últimoe diae de fermentación. 

Eeto euaer1a que si habla arieeofulvina en lae mueetrae, pero que 

que tal vez en muy baja concentración. por lo que ee incrementó a 

40 ul el volumen de muestra, ein embargo el dieco no tenia la 

90 



e 
o 
n 
e 
• n 
t 
r 
• e 
1 
6 
n 

d 
• 
g 
r 
1 
• • o 
f 
u 
1 
V 
1 
n 
• 
11 
g 
I .. 
1 

800 

500 

400 

800 

200 . 

100 

o 
10 12 14 • ... 20 22 24 • 28 80 

dlametro del halo (mm) 

Flg.17 Curva de oallbraol6n para la clet.rmlneol6n ele 
grlHofulvlna por •n-. •lofoblol69loo 



capacidad de abeorber totalmente la mueetra, por lo que ee usaron 

diecoe de mayor tamafto donde ee inyectaron 40 y 60 ul , volumen 

que era totalmente abeorbido . Loe resul tadoe que ee obtuvieron 

tampoco fueron satiefactorioe ya que exiet1a todav1a dificultad 

para delimitar loe haloe de inhibición. 

Se coneideró entoncee la conveniencia de concentrar la mues­

tra, eliminando el agua con una corriente de aire, con lo cual ee 

obtuvieron resul tadoe favorables. Debido a la aran cantidad de 

mueetras y a la lentitud de eete proceeo, laes mueetrae fueron 

concentradas por liofilización, poeteriormente la materia esólida 

reestante ee reesuependió en metanol para obtener una mueestra 

concentrada de 1 a 5 vecee. Finalmente 20 ul de eetae mueetrae 

ee aplicaron en los discos de 0.6 mm de di6metro. Loe resultadoe 

obtenidos fueron mucbo máe confiables reepecto a loe anteriores. 

En la Fiaura 18 ee preeentan fotoaraf1ae de las placae a 

diferentes tiempos de fermentación, en ellae ee obeervan loe 

haloe de inhibición mejor definidoe cuyo di6metro ee puede medir 

con máe facilidad. 

Ketodoloaia utilizada durante el estudio 

Una vez evaluado el efecto de lae variablee involucradaes 

en el bioensayo, quedó establecida la siguiente metodoloa1a como 

la definitiva para llevar a cabo el eestudio: 

Preparación del inóculo: 

La cepa de Hlcrosparum gyptJeum ee cultiva en cajae con el 

medio de propaaación a 29°C durante 10 d1as. Las cajas ee guarda­

ron en refriaeración a 4°C durante 5 d1as como tiempo máximo 

antes de su utilización. 
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Flg.18 Halos de Inhibición de crecimiento da Microsporum gypseum 
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Preparación de la suspensión de esporas: 

Usando una aea microbiológica se toma una cantidad suficiente 

de esporas de H. gypseum y se resuspende en 10 mL de agua 

destilada estéril, se homoseniza y se lee su deneidad óptica a 

580 nm en un colorímetro Spectronic 20 (Baush & Lomb). 

Inoculación del medio: 

Por cada 100 mL de medio para ensayo microbiológico se inocu­

lan 0.2 mL de la euspensiOn de esporae con una deneidad óptica de 

0 . 5 leida a 580 nm . El medio debe mantenerse a una temperatura 

adecuada para que no solidifique y que a eu vez no afecte la 

vialidad de las esporas por sobrecalentamiento. Se colocan 15 mL 

del medi~ inoculado en cajas petri de 10 cm x 15 mm y se dejan 

solidificar a temperatura ambiente mientras de preparan los 

diecoe . 

Preparación de las solucione s estAndar: 

Se pesan 0.01 s de sriseofulvina de referencia y ee aforan a 

10 mL con dimetilformamida . Con esta solución etock (1000 ug/mL) 

ee hacen diluciones con amortiguador de foefatoe 0.1 H, pH 8.0, 

para obtener lae soluciones estAndar a concentracionee de 50 a 

500 us/mL con intervalos de 50 us/mL. 

En loe diecos de papel filtro de 0 . 6 cm de diAmetro (marca 

Schleicher & Schuell, Inc., U.S.A.), ee aplican uniformemente 20 

ul de cada eolución estándar o de la muestra a cuantificar 

(previamente concentrada) y se dejan secar completamente. Una vez 

eecoe loe diecoe se colocan en las cajas (uno por caja) sobre el 
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medio inoculado . Se permite la difueión de la mueetra a 4oc 

durante 90 minutoe, tranecurrido eete tiempo ee incuban a 29ºC. 

Deepuée de 4 die.e ee mide el diámetro de loe he.loe de inhibición 

del crecimiento. 

La concentración de grieeofulvina en le.e mueetrae, ee determi­

na tomando como referencia la curva de calibración obtenida con 

le.e soluciones estándar . 
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APBNDICK 2 

CUAHTIFICACION DB GRISBOFULVINA 
POR CIDtA'l'OGRAFIA LIQUIDA DB ALTA RRSOWCION 

Durante las etapas inicialee del desarrollo de cualquier 

proceso microbiológico un aspecto fundamental que debe considera­

do es la identificación de loe productos y eu cuantificación a 

través de diversos métodos anal!ticoe, que de manera complemen­

taria, puedan asegurar que ee está obteniendo el producto de 

interés. 

La cromatograf!a liquida de alta resolución (CLAR) es una de 

lae técnicas anali,ticae desarrollada más recientemente, que 

permite identificar y cuantificar de manera m!e eelectiva la 

concentración de un compuesto, ya que puede separar loe diversos 

componentee contenidos en muestras provenientes de productoe 

naturales, las cuales presentan una diversidad de constituyentes. 

Aunque loe principios teóricoe de la cromato¡raf ia de ¡ases 

(CG) se usaron para la moderna cromatografia liquida de alta 

resolución, ésta supera a la primera en ciertas áreas de trabajo 

analitico, especialmente en el análisis de compuestos no 

volátiles y sustanciae iónicas en las cuales se encuentran la 

mayoria de loe compuestos biológicamente activos, como el caso de 

la griseofulvina . 

Debido a la complejidad para la cuantificación de griseoful­

vina mediante el ensayo microbiológico, se consideró conveniente 

utilizar la técnica de CLAR como una herramienta anal1tica de 

apoyo para confirmar algunos resultados obtenidos por la técnica 

microbiológica. Para tal efecto se desarrolló la metodolo¡ia 

utilizando como punto de partida, lo publicado a este respecto 

(Hackett y Dueci, 1978; Bailey y Brittain, 1973) . 

96 



Ketodoloaia 

Equipo: Se utilizó un cromatógrafo de alta resolución marca 

.Watere Modelo 590 (Millipare) equipado con un detector de luz UV 

de longitud de onda variable que se operó a 250 nm. Se utilizó 

una columna uBondapak C1a· Las muestras fueron introducidas 

mediante un inyector de loop variable U6K modelo Waters. La 

temperatura se mantuvo constante a 25°C. 

Pase móvil: se utilizó una mezcla de acetonitrilo al 45% en 

KH2P04 45 mH ajuetado a un pH de 3.0 con Acido foefórico, se 

alimentó a una velecidad de 1 mL/min. 

BstAndar de grieeofulvina: se utilizó griseofulvina obtenida de 

Sigma Ch~mical Co, Inc., a partir de la cual se prepararon solu­

ciones a concentraciones de 10 y 100 ug/mL. De éstas se inyecta­

ron alicuotas de 20 y 10 ul al cromatógrafo. 

Tratmniento de laa muestras: Muestras de 1 mL tomadas durante la 

fermentación fueron extra1das 2 veces con cloroformo utilizando 

2 mL cada vez, se agregó Na2S04 para eliminar el agua del 

extracto, posteriormente se filtró y se evaparó a sequedad. La 

muestra se reeuspendió con metanol hasta obtener un volumen final 

de 0.5 mL. 

De aqu1 se tomaron al!cuotas de 10 ul para inyectarlas al 

cromat6grafo. Como control para cuantificar la pérdida de 

griseofulvina durante las extracciones se preparó el mismo medio 

que ee utilizó para las fermentaciones adicionado de una concen­

tración conocida de griseofulvina; este medio fue tratado de la 

misma manera que las muestras. 
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'Re1R1ltadoa 

En la Fisura 19 se presenta el cromatoarama A obtenido con 

10 ul de una solución est6.ndar de ¡riseofulvina a una concentra­

ción de 10 ug/mL. Se encontró un tiempo de retención promedio de 

5.8 min. En el cromatograma B se presenta la corrida de una 

muestra de la fermentación llevada a cabo con la cepa P. 1riaeo­

fulvum NRRL 2150A en matraces, que corresponde al d1a 11, en la 

que previamente se cuantificó el antibiótico por ensayo microbio­

lógico. En el cromatograma B se observan varios picos, de los 

cuales el de mayor área con un tiempo de retención de 5.8 min 

corresponde a la griseofulvina, los otros picos probablemente son 

intermediarios de su sinteeie o co-productos. 

Después de haber obtenido estos resultados, se procedió a 

cuantificar la griseofulvina en las muestras que se tomaron 

durante una fermentación. En la Figura 20 se presenta el 

eeauimiento de la producción de griseofulvina, se puede observar 

que aparece desde el dia 1 aunque en cantidades muy pequefias, 

sin embargo la producción aumenta al transcurrir el tiempo. 

Aparecen además otros picos que por su área son de inter6s ya que 

podr1a tratarse de precursores de la ariseofulvina. El perfil de 

producción de griseofulvina obtenido mediante el ensayo 

microbiológico se comparó con el obtenido por CLAR, los 

resultados se presentan en la Figura 21, donde se observa que loe 

dos perfiles tienen el mismo comportamiento. No obstante, la 

diferencia que existe entre el titulo cuantificado por CLAR y el 

obtenido por bioensayo se puede deber a loe siguientes factores: 
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1. para la cuantificación por enea.yo microbiolóaico la muestra 

no requiere de tratamientos previos, Por lo que no hay ~rdida 

de grieeofulvina; 

2 . el porcentaje de recuperación obtenido para el estándar, de 

casi el 70 ~. ee debe a la pérdida del compueeto durante las 

extraccionee que eon necesarias para preparar las muestrae 

antes de ser inyectadae al cromatógrafo; 

3. el caldo de fermentación seguramente contiene muchos compues­

tos estructuralmente similares, intermediarios de la s1ntesie 

de arieeofulvina, que pueden presentar actividad antibiótica 

lo que aumenta la• potencia de la respueeta de inhibición del 

crecimiento del microorganiemo de prueba. Tal vez entre 

eetos intermediarios ee encuentre la decloroar i seofulvina, 

la cu a l se reporta como un co-producto muy unido a la 

griseofulvina y que presenta actividad antibiótica sobre el 

mismo microorganismo de prueba (Rhodee, 1963) . 

Con base en los resultados obtenidos, ee puede establecer lo 

eiiiuiente: 

1. la cantidad de arieeofulvina cuantificada en las mueetrae de 

fermentación, al mostrar una reepueeta proporcional utili­

zando ambos métodoe, confirma que la cuantificación por ensayo 

microbiológico ee buena a peear de las dificultades que se puedan 

presentar, 

2. aunque la CLAR permite cuantificar más eepec1ficamente la 

erieeofulvina, el tratamiento previo de las muestras hace que la 

técnica no sea tan rápida como se deeeara. 
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Si bien la CLAR preeenta variae ventajae comparada con el 

ensayo microbiolOsico, no ee tiene fAcil acceeo al equipo por lo 

que el empleo de ésta técnica ee ve limitado. Loe resultados aqu1 

obtenidoe fueron satisfactorios de acuerdo a lo eeperado por lo 

que la CLAR solamente fue empleada para caeoe eepecificoe y se 

eisui6 utilizando de manera rutinaria el eneayo microbiolO¡ico 

con la seguridad de que lo que se cuantificó como euetancia que 

inhibió el crecimiento del microor¡aniemo de prueba fue griseo­

fulvina. 
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